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DESCRIPCION
Procedimiento de deteccion del cancer

CAMPO TECNICO

La presente descripcion se refiere a procedimientos para determinar si un sujeto tiene cancer. Mas particularmente, la
presente descripcion se refiere a un procedimiento para determinar si un sujeto tiene cancer cuando una evaluacion
citolégica de la morfologia celular no es concluyente para el cancer.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El desarrollo y la progresion del cancer coloca una carga emocional y financiera significativa en la sociedad.

El cancer de vejiga es el segundo tumor genitourinario mas comun en poblaciones humanas, con una incidencia de
aproximadamente 261.000 casos nuevos cada afo alrededor del mundo; alrededor de un tercio de los mismos
probablemente sean una enfermedad invasiva o metastasica al momento del diagnoéstico (Parkin y col., 1999).

Al igual que con muchos otros tipos de cancer, el diagnéstico clinico del cancer de vejiga puede ser un procedimiento
dificil, particularmente en las primeras etapas del desarrollo del cancer. En la actualidad, la cistoscopia y la citologia
urinaria son las herramientas mas importantes en el diagnéstico y seguimiento del cancer de vejiga.

En la actualidad, la cistoscopia con biopsia generalmente se considera el estandar de oro para diagnosticar el cancer
de vejiga. Un inconveniente del uso de la cistoscopia es que requiere un procedimiento invasivo. Ademas de ser
invasiva, la obtencion de una biopsia mediante cistoscopia puede tener posibles resultados adversos para el paciente.
Dadas estas limitaciones, es muy dificil obtener muestras de pacientes a través de una cistoscopia, de manera repetida
de un gran numero de individuos.

En consecuencia, los médicos generalmente confian en la citologia de rutina para identificar a los pacientes con riesgo
de desarrollar cancer de vejiga antes de la cistoscopia. La citologia de rutina tiene dos limitaciones bien aceptadas
que reducen su utilidad como herramienta de diagnéstico para el cancer en etapa temprana.

Primero, la citologia tiene poca sensibilidad para el cancer de bajo grado. En consecuencia, la citologia de rutina
devuelve un alto nivel de resultados negativos falsos en muestras de cancer de bajo grado que carecen por completo
de anomalias morfoldgicas celulares. En segundo lugar, la utilidad de la citologia para la deteccion de enfermedades
de bajo grado, o lesiones dificiles de diagnosticar, es limitada. Por ejemplo, cuando se usa citologia para el diagnéstico
de cancer de vejiga, una gran proporcion de casos (20-25 %) se informan como atipicos, incluidas las "células
uroteliales atipicas de significado desconocido" (AUCUS), y las "células uroteliales atipicas no pueden excluir el
carcinoma urotelial de alto grado (AUHGC)" (Rosenthal y col., 2013). Un resultado informado de AUCUS o AUHGC
tiene poca o ninguna utilidad diagnoéstica. Khalbuss y Goodison (2006) usaron la deteccién inmunohistoquimica de
hTERT en sedimentos de orina como complemento de la citologia en el diagnéstico de neoplasias uroteliales, sin
embargo, los casos atipicos no se clasificaron de manera confiable.

Por lo tanto, existe la necesidad de un procedimiento capaz de proporcionar un diagndstico de cancer mas preciso,
temprano y econémicamente viable. Dicho procedimiento podria proporcionar asistencia a los médicos para alcanzar
un diagndstico en etapa temprana antes de la representacion de los indicadores morfoldgicos detectables. Ademas,
el diagndstico precoz del cancer, antes de la invasion y la metastasis, generalmente se asocia con un mejor pronéstico.
En consecuencia, existe un imperativo social y econémico para proporcionar un procedimiento que pueda detectar el
cancer de manera mas confiable en una etapa temprana, por lo que la terapia contra el cancer se puede administrar
en un momento en que la carga de la enfermedad es leve.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente descripcion puede usarse para ayudar a resolver una evaluacion citolégica no concluyente del cancer, y
por lo tanto puede usarse como una prueba reflexiva para procedimientos de evaluacion citolégica no concluyentes.
Por conseguimiento, en un primer aspecto, la presente descripcion proporciona un procedimiento para resolver una
evaluacion citoldgica no concluyente de células clinicamente relevantes en una muestra obtenida de un paciente, el
procedimiento comprende poner en contacto las células de la muestra con un anticuerpo anti-telomerasa y realizar
una evaluacion citolégica de las células para detectar la unidn del anticuerpo a las células clinicamente relevantes,
donde la unién del anticuerpo a las células clinicamente relevantes indica la presencia de células malignas.
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El procedimiento de la presente descripcion puede usarse para resolver una evaluacion citolégica no concluyente de
células clinicamente relevantes en una muestra obtenida de un paciente.

Por ejemplo, los procedimientos de la presente descripcion pueden comprender poner en contacto una muestra de
paciente que comprende células clinicamente relevantes de citologia no concluyente con un anticuerpo anti-
telomerasa y detectar la presencia o ausencia de unioén del anticuerpo a las células clinicamente relevantes de citologia
no concluyente, donde la unién del anticuerpo contra células clinicamente relevantes de citologia no concluyente indica
la presencia de células malignas.

En un ejemplo del aspecto anterior, la ausencia de unién de anticuerpos a células clinicamente relevantes indica que
las células malignas no estan presentes en la muestra.

En un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a un procedimiento para determinar si un sujeto tiene cancer
cuando una evaluacioén citolégica de la morfologia celular no es concluyente para el cancer, comprendiendo el
procedimiento:

i) poner en contacto una muestra celular del sujeto con un anticuerpo anti-telomerasa;

ii) realizar una evaluacion citolégica de la muestra celular para detectar la unién del anticuerpo a células
clinicamente relevantes en la muestra; donde la unién del anticuerpo a una o mas células clinicamente relevantes
en la muestra indica que el sujeto tiene cancer.

Cuando el cancer se determina usando un procedimiento de la descripcion, la determinacién puede o no ser
concluyente con respecto al diagndstico definitivo sobre el cual un médico tratante determinara un curso de tratamiento.
El diagnéstico definitivo del estado del cancer de un sujeto que se determina que tiene cancer se puede validar o
confirmar si se justifica, como a través de técnicas de imagen que incluyen PET, MRI, ultrasonido, CT, PET/CT. En un
ejemplo de los aspectos anteriores, cuando el cancer que se esta determinando es cancer de vejiga, se puede usar
una investigacion adicional por medio de cistoscopia con biopsia o imagenes del tracto superior para obtener un
diagndstico definitivo del estado del cancer.

La presente descripcion también se puede usar como una prueba complementaria de primera linea, para determinar
con mayor precision la presencia de células malignas en un solo procedimiento. Por consiguiente, en un aspecto
adicional, la presente descripcidn proporciona un procedimiento para determinar si un sujeto tiene cancer,
comprendiendo el procedimiento:

i) realizar una evaluacién citolégica de la morfologia celular en una muestra celular del sujeto para determinar la
morfologia de una o mas células clinicamente relevantes en la muestra;

ii) poner en contacto una muestra celular del sujeto con un anticuerpo anti-telomerasa y realizar una evaluacion
citologica de la muestra celular para detectar la unién del anticuerpo a células clinicamente relevantes en la
muestra;

donde, cuando la evaluacion citolégica de la morfologia celular no es concluyente para el cancer, la unién del
anticuerpo a una o mas células clinicamente relevantes indica que el sujeto tiene cancer.

En un ejemplo de los aspectos anteriores, la unién del anticuerpo a al menos aproximadamente el 5 % de células
clinicamente relevantes en la muestra indica que el sujeto tiene céncer.

Ademas, la evaluacién morfoldgica citoldgica y la deteccion de telomerasa se pueden realizar en cualquier orden o
simultaneamente en las mismas células.

En un ejemplo, la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a las células con una citologia atipica indica que el sujeto
tiene cancer. Por ejemplo, los procedimientos de la presente descripcion identifican al sujeto que tiene un cancer
maligno cuando se detecta la unién del anticuerpo a las células con una citologia atipica o indeterminada.

En un ejemplo, la ausencia de union de anticuerpos anti-telomerasa a células clinicamente relevantes indica que las
células en la muestra no son malignas. Por ejemplo, los procedimientos de la presente descripcion identifican que el
sujeto no tiene células cancerosas malignas cuando no se detecta la unién del anticuerpo a las células clinicamente
relevantes.

En otro ejemplo, los procedimientos de la presente descripcién comprenden dirigir el tratamiento del sujeto a un cancer
maligno, cuando se detecta la union del anticuerpo a las células con una citologia atipica o indeterminada.
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Como apreciara un experto en la materia, la evaluacion citolégica implica la evaluacion de células individuales. Por
consiguiente, al realizar el presente procedimiento, las células individuales se evaluan citolégicamente para detectar
la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes. La evaluacion citoldgica de la telomerasa
permite excluir de la evaluacion los tipos de células tefiidas con telomerasa que se sabe que son no cancerosas en
funcién de su morfologia. Por ejemplo, los procedimientos de la presente descripcion comprenden excluir células no
clinicamente relevantes de la evaluacion citoldgica.

Las células excluidas se consideran no clinicamente relevantes para determinar si un sujeto tiene cancer. Las células
excluidas dependeran del cancer que se detecte. Mas especificamente, la persona experta estara al tanto de los tipos
de células en una muestra relacionada con un cancer en particular. Los ejemplos de células excluidas incluyen, pero
no se limitan necesariamente a, una o mas o todas las células T, células B, neutrdéfilos, macréfagos, granulocitos,
células dendriticas, mastocitos, células de memoria, células plasmaticas, eosindfilos, tubulares renales. células,
células de la vesicula seminal, esperma y células escamosas. Por ejemplo, las células enumeradas anteriormente se
excluiran al evaluar el cancer de vejiga usando los procedimientos de la descripcion.

La muestra puede ser de cualquier tipo adecuado conocido por incluir potencialmente células malignas. Las muestras
que se describen en esta invencidon abarcan material de biopsia, material de reseccioén, orina, lavados de vejiga,
depuraciones de vejiga, sangre, esputo, liquido cefalorraquideo, derrames pleurales, ascitis abdominal, higado,
tiroides, ovario, ganglios linfaticos, mama, cuello uterino, pulmodn, arbol biliar, pancreas, pulmén y colon. En una
realizacion, el vector es un vector viral. Segun la invencion, el cancer es cancer de vejiga. En una realizacion, la
muestra es orina, lavados de vejiga o depuraciones de vejiga.

El anticuerpo puede tener una variedad de formas diferentes, tales como, entre otros, puede ser monoclonal, policlonal,
biespecifico, quimérico, recombinante, antiidiotipico, humanizado, molécula de anticuerpo de cadena unica o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

Los ejemplos de anticuerpos adecuados para su uso en la descripcion incluyen, pero no se limitan a, SCD-A7, 2D8,
C-12, H-231, subconjunto catalitico anti-telomerasa, 10E9-2, 2C4 y tel 3 36-10. En una realizacion, el anticuerpo es
SCD-A7 o un fragmento de unién a la telomerasa del mismo.

El cancer, como se describe en esta invencion, puede ser cualquier cancer en el que puedan estar presentes células
clinicamente relevantes que pueden dar como resultado una evaluacion citolégica no concluyente para el cancer. Por
ejemplo, el cancer puede ser un cancer epitelial. Otros ejemplos de canceres incluyen, entre otros, cancer de vejiga,
cancer de pancreas, cancer de higado, cancer de vesicula biliar, cancer de tiroides, cancer de mama, cancer de
pulmén, mesotelioma, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de rifién, linfoma y cancer colorrectal. Segun
la invencién el cancer es cancer de vejiga.

La presente invencion proporciona un procedimiento para resolver una evaluacion citolédgica no concluyente de células
epiteliales de vejiga en una muestra obtenida de un paciente, comprendiendo el procedimiento poner en contacto las
células de la muestra con un anticuerpo anti-telomerasa, donde la muestra comprende células epiteliales de vejiga
que tienen una morfologia celular que es indeterminada en cuanto a su malignidad, y detectar la unién del anticuerpo
a las células epiteliales de la vejiga, donde la unién del anticuerpo a las células epiteliales de la vejiga indica la
presencia de células epiteliales de la vejiga malignas.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un procedimiento para determinar si un sujeto tiene cancer
de vejiga cuando una evaluacion citoldgica de la morfologia de las células epiteliales de la vejiga no es concluyente
para el cancer de vejiga, comprendiendo el procedimiento: i) contactar una muestra de células epiteliales de la vejiga
obtenidas del sujeto con un anticuerpo anti-telomerasa; ii) realizar una evaluacion citolégica de las células epiteliales
de la vejiga para detectar la unién del anticuerpo a las células epiteliales de la vejiga en la muestra; donde la unién del
anticuerpo a una o mas células epiteliales de la vejiga en la muestra indica que el sujeto tiene cancer de vejiga. En un
aspecto adicional, la presente invencidn proporciona un procedimiento para determinar si un sujeto tiene cancer de
vejiga, comprendiendo el procedimiento: i) realizar una evaluacion citolégica de la morfologia celular en una muestra
de células epiteliales de vejiga obtenidas del sujeto para determinar la morfologia de uno o mas mas células epiteliales
de la vejiga en la muestra; ii) poner en contacto una muestra de células epiteliales de la vejiga obtenidas del sujeto
con un anticuerpo anti-telomerasa y realizar una evaluacion citolégica de la muestra celular para detectar la unién del
anticuerpo a las células epiteliales de la vejiga en la muestra; donde, cuando la evaluacion citolégica de la morfologia
celular es indeterminada del cancer de vejiga, la unién del anticuerpo a una o mas células epiteliales de la vejiga indica
que el sujeto tiene cancer de vejiga.
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En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un procedimiento para resolver una evaluacion citolégica
no concluyente de células epiteliales de vejiga en una muestra de orina obtenida de un paciente, comprendiendo el
procedimiento poner en contacto una muestra de paciente que comprende células epiteliales de vejiga de citologia no
concluyente con un anticuerpo anti-telomerasa y detectar la presencia o ausencia de unién del anticuerpo a las células
epiteliales de la vejiga de citologia no concluyente, donde la unién del anticuerpo a las células epiteliales de la vejiga
de citologia no concluyente indica la presencia de células malignas.

En una realizacion, las células epiteliales de la vejiga son células uroteliales de la vejiga.

De ahora en adelante, la invencién se describira mediante los siguientes ejemplos no limitantes y con referencia a las
figuras adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS ADJUNTOS

FIGURA 1: No se observo tincién celular en la muestra WH11-107 (clinicamente negativa; Figura 1A). La primera
evidencia de inmunotincion de telomerasa y su correlacion clinica se muestra en la muestra clinicamente positiva
WH11-122 usando el anticuerpo anti-hTERT (Clon 2C4) (Figura 1B). Se observé una tincidon nuclear positiva en el
40-75 % de las células uroteliales presentes, bajo concentraciones dptimas de anticuerpos.

FIGURA 2: Tipos de células positivas y negativas observadas en muestras clinicas de alto grado (Panel Ay B) y
de bajo grado (Panel C y D). Las células uroteliales atipicas se tifieron nuclearmente positivas por inmunotincion
de telomerasa (Panel A y B). Las células uroteliales de aspecto citolégicamente normal mostraron una tincion
nuclear positiva mediante la inmunotincion de telomerasa (Panel C) y, dentro de la misma muestra, hubo células
uroteliales de aspecto citoldgico normal sin tefiir (Panel D, flecha del recuadro).

FIGURA 3: Células tefidas para la proteina hTERT de la telomerasa de una muestra clinica de un paciente con
cancer de vejiga de bajo grado (G1). Panel A: Células escamosas (no de vejiga); Panel B: Células normales de la
vejiga (y pequeio glébulo marrén); Panel C: Célula de vejiga de aspecto normal positiva para la prueba de Sienna;
Panel D: Célula de vejiga citolégicamente anormal positiva para la inmunotincién de telomerasa.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Técnicas generales y definiciones seleccionadas

A menos que especificamente se defina lo contrario, debe entenderse que todos los términos técnicos y cientificos
usados en esta invencion tienen el mismo significado que comdnmente entenderia cualquier experto en la materia
(por ejemplo, en cultivo celular, genética molecular, inmunologia, inmunohistoquimica, quimica proteica y bioquimica).

A menos que se indique lo contrario, el inmunoensayo, la preparacion de muestras y las técnicas inmunoldgicas
utilizadas en la presente invencién son procedimientos estandares, bien conocidos por los expertos en la materia.
Dichas técnicas se describen y explican a lo largo de la literatura, en fuentes tales como J. Perbal, A Practical Guide
to Molecular Cloning, John Wiley and Sons (1984), J. Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1989), TA Brown (editor), Essential Molecular Biology: A Practical Approach,
volumenes 1y 2, IRL Press (1991), DM Glover y BD Hames (editores), DNA Cloning: A Practical Approach, volimenes
1-4, IRL Press (1995 y 1996) y FM Ausubel y col. (editores), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub.
Associates y Wiley-Interscience (1988, incluidas todas las actualizaciones hasta ahora), Ed Harlow y David Lane
(editores) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, (1988) y JE Coligan et Alabama. (editores)
Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons (incluidas todas las actualizaciones hasta ahora).

El término "y/o", por ejemplo, "X y/o Y" se entiende que significa ya sea "X e Y" 0 "X 0 Y"y se tomara para proporcionar
apoyo explicito a ambos significados o para cualquier significado.

Como se usa en esta invencion, el término "alrededor”, a menos que se indique lo contrario, hace referencia a +/- el
10 %, mas preferentemente +/- el 5 %, mas preferentemente +/- el 1 %, mas preferentemente +/- el 0,5 % del valor
designado.

A lo largo de esta invencién, la palabra "comprender”, o variaciones de la misma tales como "comprende" o "que

comprende"”, se entendera que implicara la inclusion de un elemento, entero o etapa, o grupo de elementos, enteros
o etapas, pero no la exclusion de cualquier otro elemento, entero o etapa, o grupo de elementos, enteros o etapas.

Evaluacion citolégica
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La "evaluacion citolégica" de la morfologia celular en el diagndstico del cancer busca identificar células malignas en
funcién de las caracteristicas morfolégicas. La evaluacion citologica de la morfologia celular es un procedimiento que
forma parte del estandar de atencién y se usa junto con, o como reflejo de, una investigacion adicional para la deteccién
de recurrencia o el diagndstico de cancer. No es una prueba per se, sino una consulta de patologia basada en una
muestra particular o conjunto de muestras. El procedimiento de evaluacién es complejo y requiere experiencia y
cuidado en la recoleccion de muestras para proporcionar una evaluacion correcta. En el contexto del cancer de vejiga,
la evaluacién citologica se puede usar junto o como reflejo de la cistoscopia para la deteccion de recurrencia o el
diagndstico de cancer de vejiga.

Al realizar una evaluacion citolégica de la morfologia celular, una muestra celular generalmente se fija a un
portaobjetos y se observa con un microscopio para evaluar visualmente la morfologia y las caracteristicas celulares.
Por ejemplo, las células uroteliales de la vejiga pueden recogerse de una muestra de orina, fijarse a un portaobjetos
y, a continuacién, evaluarse visualmente.

Antes, al evaluar visualmente el portaobjetos, la muestra puede tefirse para ayudar a visualizar los cambios
morfoldgicos en las células y los componentes celulares (por ejemplo., nicleos). Estas tinciones pueden incluir una
tincion de hematoxilina y eosina o una tincién de Papanicolaou (tincion de Pap).

Histéricamente, el rendimiento de la citologia se describié como extremadamente bueno con el cancer de alto grado,
pero estudios mas recientes han desafiado esa percepcion. Por otro lado, la mayoria de los estudios hasta la fecha
estan de acuerdo con respecto a la baja sensibilidad de la citologia en el cancer de bajo grado. En consecuencia, la
evaluacion citoldgica a menudo puede no ser concluyente y no lograr su objetivo previsto para ayudar en el diagnéstico
de cancer. Ademas, dada la baja sensibilidad de la evaluacién citolégica, un resultado de citologia negativo o no
concluyente no excluye la presencia de cancer (especialmente cancer de bajo grado).

Evaluacion citolégica no concluyente de la morfologia celular

Como se usa en esta invencion, una "evaluacion citolégica no concluyente de la morfologia celular" no es concluyente
para el cancer y, por lo tanto, no es informativa para llegar a un diagndstico de cancer. Mas particularmente, una
"evaluacién citolégica no concluyente de la morfologia celular" se refiere a una evaluacién que identifica las células
que han perdido su apariencia normal pero que no han alcanzado el nivel de anormalidad de las células malignas.

Las células que han perdido su apariencia normal pero no han alcanzado el nivel de anormalidad de las células
malignas se denominan comunmente en la técnica como células con citologia atipica o indeterminada. Por lo tanto,
en el contexto de los procedimientos actuales, una "evaluacién citolégica no concluyente de la morfologia celular” es
aquella que revela que una o mas células clinicamente relevantes en una muestra obtenida del sujeto tienen citologia
atipica o indeterminada.

Los términos "citologia atipica" o "citologia indeterminada" se pueden usar indistintamente para indicar una evaluacion
citologica no concluyente. En el contexto de la presente descripcion, las células con "citologia atipica" han perdido su
apariencia normal pero no han alcanzado el nivel de anormalidad de las células malignas.

Un experto en la materia estaria al tanto de varias sefales morfoldgicas que indican dicha citologia. Un experto en la
materia determina una denominacién atipica en citologia e indica que cree que las sefiales morfologicas estan
suficientemente mal definidas para permitir una denominacion definitiva como positiva o negativa por citologia. La
denominacion en estos casos variara segun el laboratorio o el especialista, y puede incluir, por ejemplo, "citologia
atipica" o "citologia atipica", "atipia", "citologia indeterminada" o "citologia indeterminada", "citologia no concluyente"

0 "no concluyente" "," equivoca" o "desconocida". Tales denominaciones son evaluaciones citolégicas no concluyentes.

A continuacion, se proporcionan ejemplos de caracteristicas de citologia atipica. "Atipico" o "atipia" son términos
patolégicos para una anormalidad morfolégica en una célula. Los cambios morfolégicos, a nivel celular, que pueden
estar asociados con la atipia y, por lo tanto, la "citologia atipica" puede incluir nicleos densamente tefidos, nucleos
pleomorficos, relaciones de nucleo:citoplasma alteradas, mitosis aberrante, mitosis frecuente, mitosis suprabasal,
desdiferenciacion, pérdida de adhesion celular, pérdida de polaridad celular, apoptosis.

En las evaluaciones citologicas para el cancer, como el carcinoma de tiroides, el cancer de mama o el cancer de vejiga,
una evaluacion citoloégica no concluyente se puede informar como "citologia atipica".

Por ejemplo, las muestras de tiroides con una cantidad moderada de coloide y celularidad moderada y/o las células
foliculares presentes en grupos que muestran hacinamiento y superposicion significativos pueden ser dificiles de
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clasificar como benignas o malignas y, por lo tanto, a menudo se informan como "indeterminadas".

Para muchos tipos de céncer, las caracteristicas celulares asociadas a la "citologia atipica" pueden depender del
citélogo y su practica clinica. Esto puede dar como resultado que la "citologia atipica" se divida en varias clasificaciones.

Por ejemplo, varias clasificaciones asociadas con la "citologia atipica" en el carcinoma de tiroides se ejemplifican en

la Tabla 1.

En el cancer de vejiga, la "citologia atipica" se puede separar en atipia de bajo grado o atipia de alto grado. Las
caracteristicas histolégicas asociadas con atipia de bajo grado en el cancer de vejiga incluyen, papiloma, hiperplasia
papilar y neoplasia urotelial papilar de bajo potencial maligno. Las caracteristicas histol6gicas asociadas con la atipia
de alto grado en el cancer de vejiga incluyen atipia que no alcanza al carcinoma in situ, pero con una marcada atipia
citologica focal y arquitectura desorganizada. Las caracteristicas histolégicas definidas como atipicas, que también
son indicativas de carcinoma urotelial de alto grado pueden incluir células anormales individuales, nucleos
hipercromaticos, bordes nucleares irregulares, aumento de la relacion nuclear:citoplasmatica relacion, anisonucleosis,

nucleos alargados y grupos de células.

Tabla: 1 - Caracteristicas ejemplares asociadas con la "citologia atipica" para el carcinoma de tiroides.

Clasificacion
citologica

Células atipicas
presentes

Atipia de importancia
indeterminada

Neoplasia
folicular/sospecha de
neoplasia folicular

Caracteristicas

Principalmente células benignas, pero se incluyen algunas de apariencia atipica, donde
la malignidad es una posibilidad poco probable.

Poblacién prominente de micro foliculos en un aspirado que de otro modo no cumple
con los criterios para "neoplasia folicular/sospecha de neoplasia folicular.

Puede aparecer una poblacién de micro foliculos mas prominente de lo normal (y puede
ser desproporcionadamente aparente en una minoria de frotis) en una muestra celular
moderada o marcada, pero la proporcién general de micro foliculos no es suficiente
para un diagnostico de neoplasia folicular/sospecha de neoplasia folicular.

Un predominio de las células de Hurthle en un aspirado escasamente celular con
escaso coloide.

La interpretacion de la atipia de las células foliculares se ve obstaculizada por el
artefacto de preparacion de la muestra.

La muestra celular moderada o marcada estda compuesta por una poblacién
practicamente exclusiva de células de Hurthle, aunque el entorno clinico sugiere un
nédulo de células de Hirthle benigno.

Hay caracteristicas focales sugestivas de carcinoma papilar, que incluyen surcos
nucleares, nucleos agrandados con cromatina palida y alteraciones en el contorno y la
forma nucleares en una muestra de apariencia predominantemente benigna.

Hay células que recubren los quistes que pueden aparecer atipicas debido a la
presencia de surcos nucleares, nucléolos prominentes, nucleos alargados y citoplasma,
y/o inclusiones citoplasmaticas intranucleares en una muestra de apariencia
predominantemente benigna.

Una poblacion menor de células foliculares muestra agrandamiento nuclear, a menudo
acompafiado de nucléolos prominentes.

Hay un infiltrado linfoide atipico (en el que es deseable un aspirado repetido para
citometria de flujo), pero el grado de atipia es insuficiente para la categoria general
"sospechoso de malignidad".

La muestra contiene células con caracteristicas citomorfologicas que las distinguen de
los nddulos foliculares benignos.

Citoarquitectura  perturbada: las células foliculares estan  dispuestas
predominantemente en arreglos micro foliculares o trabeculares.

Apifiamiento celular y superposicién con células foliculares mas grandes de lo normal.
La mayoria de las células foliculares estan dispuestas en agrupaciones arquitecténicas
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Clasificacion Caracteristicas
citolégica
anormales.
Sospechoso de |La muestra contiene algunas células de apariencia maligna que estan mal conservadas,
malignidad 0 muy pocas células para un diagnéstico confiable, o estd oscurecida por inflamacion,

sangre o restos celulares.

La muestra es adecuada y hay algunas caracteristicas de malignidad, pero carece de
células abiertamente malignas.

La historia clinica sugiere precaucién a pesar de la presencia de algunas células de
apariencia maligna (por ejemplo, TB o bronquiectasia cavitantes, efecto citopatico viral
y efecto de quimioterapia o radioterapia)

El fondo del frotis sugiere necrosis tumoral, aunque no se identifican células malignas
bien conservadas

Los criterios citologicos de malignidad se superponen con lesiones benignas.

Todas las categorias descritas en la Tabla 1 pueden describirse como atipicas e indeterminadas para el cancer y, por
lo tanto, no son informativas para llegar a un diagndstico de cancer. En el contexto de la presente descripcion, estas
categorias son una "evaluacion citolégica no concluyente de la morfologia celular".

Resolucion de una evaluacidn citolégica no concluyente de la morfologia celular

Como se usa en esta invencion, el término "resoluciéon” se refiere a la resolucidon de una evaluacion citolégica no
concluyente para determinar el estado clinico de una muestra. Anteriormente, ha sido dificil resolver una evaluacion
citolégica no concluyente de la morfologia celular para identificar células malignas y determinar si un sujeto tiene
cancer. Por ejemplo, los principales laboratorios de uropatologia informan que el 20-25 % de todas las citologias
urinarias no son concluyentes. Sin embargo, esta cifra puede variar entre el 10 y el 40 % (Raab y col., 2007; Zaak y
col., 2001; Schneeweiss y col., 1999). El uso y la precision de la citologia es fundamental en la practica convencional
para el diagndstico y el manejo posterior de pacientes con cancer de vejiga. En consecuencia, resolver evaluaciones
citolégicas "no concluyentes" para determinar el estado clinico seria extremadamente valioso en hasta el 40 % de
todos los casos.

Ahora se ha descubierto que una evaluacion citolégica no concluyente sobre la base de la morfologia se puede resolver
para determinar el estado clinico usando una prueba de inmunotincion de telomerasa y una evaluacion citolégica
adicional para detectar la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes.

Una ventaja de esta estrategia es que la union de un anticuerpo anti-telomerasa se puede detectar en células
clinicamente relevantes individuales. Por ejemplo, la unién de un anticuerpo anti-telomerasa se puede detectar en
células uroteliales de vejiga individuales obtenidas de una muestra de orina.

En particular, los presentes inventores han descubierto que la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a una o mas
células clinicamente relevantes en una muestra de un sujeto indica que el sujeto tiene cancer. Como apreciaria un
experto en la materia, una indicacién de cancer también indica la presencia de células malignas en la muestra. Al
realizar el presente procedimiento, la telomerasa puede estar presente en mas de una célula clinicamente relevante e
indicar que un sujeto tiene cancer. En varias realizaciones, la uniéon del anticuerpo anti-telomerasa a al menos
alrededor de 1, alrededor de 2, alrededor de 3, alrededor de 4, alrededor de 5, alrededor de 6. alrededor de 7, alrededor
de 8, alrededor de 9, alrededor de 10, alrededor de 11, alrededor de 12, alrededor de 13, alrededor de 14, alrededor
de 15, alrededor de 20, alrededor de 30, alrededor de 40, alrededor de 50, alrededor de 60, alrededor de 70, alrededor
de 80, alrededor de 90, alrededor de 100, alrededor de 200 células clinicamente relevantes evaluadas citolégicamente
en una muestra de un sujeto indica que el sujeto tiene cancer. Por el contrario, la ausencia de unién de anticuerpos
anti-telomerasa a células clinicamente relevantes indica que no hay células malignas en la muestra.

Mas particularmente, los presentes inventores han descubierto que la unidn de un anticuerpo anti-telomerasa a una o
mas células clinicamente relevantes en una muestra con citologia "atipica" de un sujeto indica que el sujeto tiene
cancer. En varias realizaciones, la unién del anticuerpo anti-telomerasa a al menos alrededor de 1, alrededor de 2,
alrededor de 3, alrededor de 4, alrededor de 5, alrededor de 6. alrededor de 7, alrededor de 8, alrededor de 9, alrededor
de 10, alrededor de 11, alrededor de 12, alrededor de 13, alrededor de 14, alrededor de 15, alrededor de 20, alrededor
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de 30, alrededor de 40, alrededor de 50, alrededor de 60, alrededor de 70, alrededor de 80, alrededor de 90, alrededor
de 100, alrededor de 200 células clinicamente relevantes con citologia "atipica" en una muestra de un sujeto indica
que el sujeto tiene cancer. Por el contrario, la ausencia de unién de anticuerpos anti-telomerasa a células clinicamente
relevantes con citologia "atipica" indica que no hay células malignas en la muestra.

Ademas, la telomerasa puede estar presente en un porcentaje del nimero total de células clinicamente relevantes
evaluadas citolégicamente e indicar que un sujeto tiene cancer. En varias realizaciones, la union de un anticuerpo anti-
telomerasa a al menos alrededor del 1 %, al menos alrededor del 2 %, al menos alrededor del 3 %, al menos alrededor
del 4 %, al menos alrededor del 5 %, al menos alrededor del 6 %, al menos alrededor del 7 %, al menos alrededor del
8 %, al menos alrededor del 9 %, al menos alrededor del 10 %, al menos alrededor del 11 %, al menos alrededor del
12 %, al menos alrededor del 13 %, al menos alrededor del 14 %, al menos alrededor del 15 %, al menos alrededor
del 20 %, al menos alrededor del 30 %, al menos alrededor del 40 %, al menos alrededor del 50 %, al menos alrededor
del 60 %, al menos alrededor del 70 %, al menos alrededor del 80 %, al menos alrededor del 90 % de células
clinicamente relevantes evaluadas citoldgicamente en una muestra de un sujeto indica que el sujeto tiene cancer, .

En un ejemplo, la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a al menos aproximadamente el 5% de las células
clinicamente relevantes evaluadas citolégicamente en una muestra de un sujeto indica que el sujeto tiene cancer. Para
evitar dudas, se prevé que la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a una célula por cada 20 células clinicamente
relevantes indica que el sujeto tiene cancer.

En varias realizaciones, la uniéon de un anticuerpo anti-telomerasa a al menos alrededor del 1 %, al menos alrededor
del 2 %, al menos alrededor del 3 %, al menos alrededor del 4 %, al menos alrededor del 5 %, al menos alrededor del
6 %, al menos alrededor del 7 %, al menos alrededor del 8 %, al menos alrededor del 9 %, al menos alrededor del
10 %, al menos alrededor del 11 %, al menos alrededor del 12 %, al menos alrededor del 13 %, al menos alrededor
del 14 %, al menos alrededor del 15 %, al menos alrededor del 20 %, al menos alrededor del 30 %, al menos alrededor
del 40 %, al menos alrededor del 50 %, al menos alrededor del 60 %, al menos alrededor del 70 %, al menos alrededor
del 80 %, al menos alrededor del 90 % de células clinicamente relevantes con citologia atipica en una muestra de un
sujeto indica que el sujeto tiene cancer.

Nuevamente, para evitar dudas, se prevé que la uniéon de un anticuerpo anti-telomerasa a una célula con citologia
"atipica" por cada 20 células clinicamente relevantes indica que el sujeto tiene cancer.

En un ejemplo, la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a al menos aproximadamente el 5% de las células
clinicamente relevantes con citologia "atipica" evaluadas citolégicamente en una muestra de un sujeto indica que el
sujeto tiene cancer.

En contraste, la ausencia de union de anticuerpos anti-telomerasa a células clinicamente relevantes indica que las
células en la muestra no son malignas.

En algunas realizaciones, la sensibilidad y/o la especificidad se mide contra un diagnéstico clinico de cancer.

En varias realizaciones, la sensibilidad lograda por el procedimiento actualmente reivindicado para pronosticar o
determinar si un sujeto tiene cancer es al menos alrededor del 50 %, al menos alrededor del 60 %, al menos alrededor
del 70 %, al menos alrededor del 71 %, al menos alrededor del 72 %, al menos alrededor del 73 %, al menos alrededor
del 74 %, al menos alrededor del 75 %, al menos alrededor del 76 %, al menos alrededor del 77 %, al menos alrededor
del 78 %, al menos alrededor del 79 %, al menos alrededor del 80 %, al menos alrededor del 81 %, al menos alrededor
del 82 %, al menos alrededor del 83 %, al menos alrededor del 84 %, al menos alrededor del 85 %, al menos alrededor
del 86 %, al menos alrededor del 87 %, al menos alrededor del 88 %, al menos alrededor del 89 %, al menos alrededor
del 90 %, al menos alrededor del 91 %, al menos alrededor del 92 %, al menos alrededor del 93 %, al menos alrededor
del 94 %, al menos alrededor del 95 %.

En varias realizaciones, la especificidad lograda por el procedimiento actualmente reivindicado para pronosticar o
determinar si un sujeto tiene cancer es al menos alrededor del 50 %, al menos alrededor del 60 %, al menos alrededor
del 70 %, al menos alrededor del 71 %, al menos alrededor del 72 %, al menos alrededor del 73 %, al menos alrededor
del 74 %, al menos alrededor del 75 %, al menos alrededor del 76 %, al menos alrededor del 77 %, al menos alrededor
del 78 %, al menos alrededor del 79 %, al menos alrededor del 80 %, al menos alrededor del 81 %, al menos alrededor
del 82 %, al menos alrededor del 83 %, al menos alrededor del 84 %, al menos alrededor del 85 %, al menos alrededor
del 86 %, al menos alrededor del 87 %, al menos alrededor del 88 %, al menos alrededor del 89 %, al menos alrededor
del 90 %, al menos alrededor del 91 %, al menos alrededor del 92 %, al menos alrededor del 93 %, al menos alrededor
del 94 %, al menos alrededor del 95 %.
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Deteccion de la unidn de anticuerpos anti-telomerasa

La telomerasa es una enzima natural que mantiene la longitud de los teldmeros al final de un cromosoma. En los
humanos, la telomerasa se sobreexpresa en las células madre humanas, en las células de la linea germinal y en las
células malignas. La funcion de la telomerasa es sintetizar nuevas repeticiones TTAGGG monocatenarias al final de
cada cromosoma. En las células normales, la telomerasa juega un papel protector al permitir que una célula se
multiplique, evitando, por consiguiente, el acortamiento de los telémeros y evitando la senescencia celular (Bodnar y
col., 1998). En contraste, aunque con el mismo modo de accidn, la telomerasa también puede exhibir propiedades
promotoras de cancer en células que son o pueden volverse malignas. En ausencia de senescencia, las células
(tumores) se replican indefinidamente, introduciendo y propagando mutaciones (Blackburn y col., 2005). Esta
propiedad promotora del cancer de la telomerasa ayuda a la inmortalidad de la célula y al desarrollo del cancer. Su
asociacion con el cancer es evidente porque su presencia se observa como una caracteristica comun en casi todas
las células tumorales.

La presente descripcion busca resolver una evaluacion citolégica no concluyente de la morfologia celular detectando
si la telomerasa esta presente en una muestra. Para detectar la telomerasa, se pone en contacto una muestra celular
de un sujeto con un anticuerpo que se une a la telomerasa, también conocido como anticuerpo anti-telomerasa. Se
considera que términos como "contactar", "exponer" o "aplicar" son términos que, en contexto, pueden usarse
indistintamente en la presente descripcion. El término contacto requiere que el anticuerpo anti-telomerasa se ponga
en contacto con una muestra celular para detectar si la telomerasa esta presente en una o mas células de la muestra.
La unién de un anticuerpo a la telomerasa indica que la telomerasa esta presente en la célula. Ademas, la presencia
de telomerasa en una muestra también puede denominarse telomerasa positiva o positiva para telomerasa. La union
de un anticuerpo a la telomerasa se detecta mediante evaluacion citoldgica. Por ejemplo, se puede usar un microscopio
Optico para detectar la unién de un anticuerpo a la telomerasa en una célula clinicamente relevante.

La deteccidn de la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes en los procedimientos de
la descripcion se puede realizar mediante cualquier técnica de deteccion de unién a anticuerpo/antigeno conocida en
la técnica donde la unién del anticuerpo al antigeno en células clinicamente relevantes puede detectarse mediante
una evaluacion citoldgica. Por ejemplo, puede usarse un inmunoensayo que incorpora un anticuerpo anti-telomerasa.
En este ejemplo, la citologia se usa para detectar la unidn del anticuerpo anti-telomerasa a la telomerasa. En los
procedimientos, de la descripcién, la telomerasa es el "antigeno”. También se prevé que los procedimientos de
deteccién de telomerasa se puedan incorporar en un sistema automatizado de deteccion de telomerasa. Dicho sistema
de inmunoensayo automatizado proporcionaria el procesamiento automatico de una muestra y la deteccion citologica
de la telomerasa. Se prevé que dicho sistema permitiria un analisis de alto rendimiento de la telomerasa en muestras.

Inmunoensayo

Para la evaluacion clinica de rutina, se prevé que se usaran procedimientos basados en un formato de inmunoensayo
para detectar la presencia de telomerasa en una muestra. En el contexto de la presente descripcién, un inmunoensayo
es una prueba bioquimica que mide la presencia o concentracién de un antigeno en una solucién mediante el uso de
un anticuerpo o inmunoglobulina.

El anticuerpo usado en la presente descripcion puede ser cualquier anticuerpo que pueda detectar si la telomerasa
esta presente en una o mas células de la muestra. Varios anticuerpos disponibles comercialmente que pueden detectar
si la telomerasa esta presente en una célula estan disponibles para su uso en los procedimientos de la descripcion.
Dichos anticuerpos se pueden obtener de Sapphire Biosciences, Life Span Biosciences, Novus Biologicals, Australian
Biosearch, Epitomics, Santa Cruz, EMD Millipore, GenWay Biotech Inc, Jomar Biosciences, Sigma-Aldrich, BioCore
Pty Ltd, US Biologicals, Thermo Scientific, Life Research , Resolving Images, Leica microsystems y Sienna Cancer
Diagnostics Ltd. En un ejemplo, el anticuerpo se une al complejo de telomerasa (incluyendo cada una de la
transcriptasa inversa de telomerasa humana, ARN de telomerasa (TR o TERC) y diskerina (DKC1) y/o transcriptasa
inversa de telomerasa (hTERT). Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo anti-hTERT. Mas preferentemente,
el anticuerpo que se une a la telomerasa es SCD-A7, 2D8, C-12, H-231, subconjunto catalitico anti-telomerasa, 10E9-
2,2C4 y tel 3 36-10.

Estos anticuerpos son conocidos en la técnica. Por ejemplo, el anticuerpo anti-hTERT (tel 3) es un anticuerpo
monoclonal producido a partir del clon de hibridoma, 36-10. Para purificar el anticuerpo, la fraccion de IgG de ascitis
se purificé por cromatografia de afinidad con proteina G. El anticuerpo anti-hTERT (Clone SCD-A7) es un mAb IgM,
producido a partir del clon de hibridoma, HJ123-2C4 (Masutomi y col., 2003) cultivado en cultivos de fibra hueca. En
la produccion de este anticuerpo, se usé hTERT marcada con un epitopo FLAG amino terminal purificado a partir de
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células de insecto infectadas con el vector de baculovirus como inmundgeno para estimular la produccién del mAb
SCD-A7 de clon anti-hTERT.

El anticuerpo anti-hTERT (Clon 2C4) se describe en (Masutomi y col., 2003). En la produccion de este anticuerpo, se
us6 hTERT marcada con el epitopo FLAG amino terminal purificado a partir de células de insecto infectadas con vector
de baculovirus como inmundgeno para estimular la produccion del mAb anti-hTERT de clon 2C4. El 2C4 es un mAb
de IgM, producido a partir del clon de hibridoma, HJ123-2C4, cultivado en cultivos de fibra hueca.

Los anticuerpos usados en los procedimientos de la presente descripcion también estan comercialmente disponibles,
tales como 2D8 (Novus NB 100-297), C-12 (Santa Cruz 377511), H-231 (Santa Cruz 7212), subconjunto catalitico
anti-telomerasa (Rockland 600 -401-252), 10E9-2 (MBL M216-3), 2C4 (Novus NB100-317), SCD-A7 (Sienna Cancer
Diagnostics P/N 01-5001).

En un ejemplo, los anticuerpos de la presente descripcién estan marcados de manera detectable. Los ejemplos de
marcadores detectables incluyen la conjugacion de un tinte, fluoréforo u otra molécula indicadora para ensayos,
seguimiento o formacion de imagenes.

El anticuerpo usado en la presente descripcion no se limita a anticuerpos monovalentes y anticuerpos multivalentes
representados por IgM, sino que también incluye anticuerpos bivalentes representados por IgG, siempre que se unan
a la telomerasa.

Ademas, el anticuerpo usado en la presente descripcion no se limita a moléculas de anticuerpo completas, sino que
incluye minicuerpos, diacuerpos y productos modificados de los mismos, siempre que se unan a la telomerasa.

Un minicuerpo comprende fragmentos de anticuerpos que carecen de una porcion de un anticuerpo completo (por
ejemplo, IgG completa), y no esta particularmente limitado siempre que tenga capacidad de unién a la telomerasa.
Con la excepcidn de la capacidad de unién de la telomerasa, no existen limitaciones particulares en los fragmentos de
anticuerpos de la presente descripcion, siempre que sean porciones de un anticuerpo completo, pero que
preferentemente contengan una regioén variable de cadena pesada (VH) y/o una regién variable de cadena ligera (VL).
Ademas, siempre que tenga capacidad de unién al antigeno de telomerasa, parte de la VH y/o la VL puede ser
eliminada. La region variable puede ser quimerizada o humanizada. Los ejemplos especificos de los fragmentos de
anticuerpos incluyen Fab, Fab', F(ab')2 y Fv. Los ejemplos especificos de minicuerpos incluyen Fab, Fab', F(ab")2, Fv,
scFv (cadena simple Fv), diacuerpo y sc(Fv)2 (cadena simple (Fv)2). Los multimeros de estos anticuerpos (por ejemplo,
dimeros, trimeros, tetrameros y polimeros) también se incluyen en los minicuerpos que se pueden usar para detectar
la telomerasa.

Un diacuerpo es un dimero compuesto por dos cadenas de polipéptidos y, en general, las cadenas de polipéptidos
estan unidas individualmente por un conector de, por ejemplo, cinco residuos, que es lo suficientemente corto como
para evitar la unién entre VL y VH en la misma cadena. La VL y la VH que estan codificadas por la misma cadena de
polipéptidos tienen un conector corto entre ellos y forman un dimero porque no pueden formar un fragmento de region
variable de cadena unica. Por lo tanto, los diacuerpos tienen dos sitios de union al antigeno.

]Preferentemente, el anticuerpo que se une a la telomerasa es una molécula de anticuerpo de cadena sencilla
monoclonal, policlonal, biespecifica, quimérica, recombinante, antiidiotipica, humanizada, o fragmentos de unién a
antigeno de la misma.

En una realizacion preferida segun la presente descripcion, el procedimiento para la deteccion de telomerasa usa un
anticuerpo primario especifico de telomerasa. La union del anticuerpo primario a la telomerasa se puede visualizar a
través de varios procedimientos conocidos. Por ejemplo, podria usarse un anticuerpo secundario marcado que
reconoce el anticuerpo primario. En este ejemplo, la etiqueta podria ser una enzima como la peroxidasa de rabano
picante, un isétopo radiactivo, un indicador fluorescente, una etiqueta electroquimioluminiscente. La union del
anticuerpo secundario marcado al anticuerpo primario se detectaria mediante evaluacion citoldgica.

En un ejemplo particular, se pone en contacto una muestra con un anticuerpo anti-hTERT primario especifico de
telomerasa. A continuacion, se lava la muestra para eliminar cualquier anticuerpo primario no unido y, después, se
aplica a la muestra un anticuerpo secundario especifico para el anticuerpo primario y se une a una enzima peroxidasa.
A continuacion, la muestra se lava para eliminar cualquier anticuerpo secundario no unido y se aplica 3,3'-
diaminobencidina (DAB) a la muestra. La conversion de DAB en un producto coloreado se visualiza mediante una
evaluacion citoldgica de rutina con la presencia de un producto coloreado que indica que la telomerasa esta presente
en la muestra.
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Tipo de cancer

Como se describe en esta invencién, el cancer puede ser cualquier cancer siempre que las células cancerosas en
cuestion expresen telomerasa. Como se describe en esta invencion, el cancer es cancer de vejiga, cancer de pancreas,
cancer de higado, cancer de vesicula biliar, cancer de tiroides, cancer de mama, cancer de pulmén, mesotelioma,
cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de rifién, cancer colorrectal, linfoma. Segun la invencion, el cancer
es cancer de vejiga.

Como apreciaria un experto en la materia, cada tipo de cancer tiene varias caracteristicas asociadas con el grado de
cancer. Estos grados generalmente estan dictados por el nivel de propagacion o invasion del cancer en los tejidos
circundantes. Por ejemplo, los grados posteriores de céncer o "alto grado" generalmente se asocian con un mayor
potencial de metastasis y un peor prondstico. Los canceres de alto grado generalmente se han diseminado desde el
tejido u 6rgano de origen hacia el tejido circundante o por todo el cuerpo. Por el contrario, el cancer de "bajo grado"
puede caracterizarse como un carcinoma in situ (CIS), lo que significa que las células proliferan de manera anormal,
pero aun estan contenidas dentro del tejido u érgano de origen.

En el contexto del cancer de vejiga, el cancer de vejiga de "alto grado" o "grado superior" se refiere a un cancer de
vejiga que tiene mas probabilidades de reaparecer y/o evolucionar y/o convertirse en invasivo en un sujeto, incluidos
los canceres malignos con mayor potencial de metastasis (cancer de vejiga que se considera mas agresivo). Los
canceres que no se limitan a la vejiga (es decir, el cancer de vejiga invasivo muscular) se consideran canceres de
vejiga mas agresivos.

Los grados bajos de cancer de vejiga pueden caracterizarse como un carcinoma in situ (CIS), lo que significa que las
células proliferan de manera anormal, pero aun estan contenidas dentro de la vejiga. El cancer de vejiga de "grado
bajo" o "grado inferior" se refiere al cancer de vejiga, incluidos los canceres malignos, con menor potencial de
recurrencia, progresion e invasion y/o metastasis (es decir, un cancer de vejiga que se considera menos agresivo).
Los canceres confinados a la vejiga (es decir, el cancer de vejiga no invasivo muscular, NMIBC) se consideran como
canceres de vejiga menos agresivos.

El cancer de vejiga de bajo grado puede clasificarse como benigno. El cancer de vejiga benigno constituye una masa
de células que, en el momento del diagnéstico, carece de la capacidad de invadir el tejido vecino o hacer metastasis.
Los canceres de vejiga benignos generalmente tienen una tasa de crecimiento mas lenta que los canceres malignos
y las células benignas generalmente estan bien diferenciadas.

Se prevé que la presente descripcion pueda usarse para determinar si un sujeto tiene cancer de bajo grado.

Preparaciéon de muestras y analisis

Al realizar los procedimientos de la descripcion, se requiere una muestra celular de un sujeto.

Como se usa en esta invencion, el término "muestra” se refiere a una célula o poblacién de células o una cantidad de
tejido o fluido de un sujeto. Muy a menudo, la muestra se ha eliminado de un sujeto. La "muestra" incluye extractos
y/o derivados y/o fracciones de la muestra. Se considera que términos como "muestra" y "espécimen” son términos
que, en contexto, pueden usarse indistintamente en la presente descripcion. En la presente descripcion, cualquier
material biolégico puede usarse como la muestra mencionada anteriormente siempre que pueda recogerse del sujeto.
Se contempla que la muestra usada en la presente descripcion sea una muestra biolégica de un ser humano.

La muestra puede incluir material obtenido de una biopsia o reseccion. Preferentemente, la muestra es una muestra
fluida. Las muestras descritas en esta invencion abarcan una variedad de materiales bioldgicos seleccionados, entre
otros, de entre el grupo que consiste en sangre (incluida sangre completa), plasma sanguineo, suero sanguineo,
hemolizado, linfa, liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, orina, lavados de vejiga, depuraciones de vejiga, liquido
cefalorraquideo, semen, heces, esputo, moco, liquido amnidtico, liquido lagrimal, liquido quistico, secrecién de
glandulas sudoriparas, bilis, leche, lagrimas o saliva. En el contexto del cancer de vejiga, la muestra de liquido es una
muestra de lavado o depuracion de vejiga urinaria.

Se prevé que las muestras usadas en los procedimientos de la presente descripcion se puedan obtener mediante el
uso de técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, en el contexto del cancer de vejiga, se puede obtener la biopsia
y el material de reseccion mediante cistoscopia. En el contexto del cancer de mama o de tiroides, la muestra se puede
obtener mediante aspiracion con aguja fina. Alternativamente, las células uroteliales de la vejiga se pueden obtener
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de una muestra de orina suministrada por un sujeto.

En un ejemplo, una muestra usada en los procedimientos de la presente descripcion es una muestra de paciente que
comprende células clinicamente relevantes de citologia no concluyente. En este ejemplo, las células clinicamente
relevantes de citologia no concluyente se identifican antes de contactar la muestra con un anticuerpo anti-telomerasa
y detectar la presencia o ausencia de unién del anticuerpo a las células clinicamente relevantes de citologia no
concluyente.

Se prevé que, al realizar el presente procedimiento, la evaluacion citolégica de la morfologia celular y la evaluacién
citologica destinada a la deteccion de telomerasa se puedan realizar en muestras separadas obtenidas del mismo
paciente. Por ejemplo, un sujeto puede proporcionar dos muestras, enviando una para la evaluacién citoldgica de la
morfologia celular y la otra para la evaluacion citologica destinada a la deteccién de la telomerasa. En este ejemplo,
una evaluacion citolégica de la morfologia celular que no es concluyente para el cancer puede resolverse mediante la
evaluacion citologica destinada a la deteccion de telomerasa, con la deteccion de telomerasa en células clinicamente
relevantes que indica que el sujeto tiene cancer.

Sin embargo, en un entorno clinico, la obtencion de una muestra adicional para pruebas adicionales, por ejemplo, de
un paciente cuya evaluacion citoldgica de la morfologia celular reveld que una o mas células clinicamente relevantes
en la muestra tenian una evaluacion citolégica atipica para la morfologia celular, puede ser dificil y puede retrasar
pruebas adicionales deseables. Ademas, cuando se necesita procesar muestras adicionales antes de la prueba, es
conveniente minimizar los costos asociados con el procesamiento (por ejemplo, reactivos y similares).

En consecuencia, es preferible que la evaluacion citolégica de la morfologia celular y la evaluacion citoldgica destinada
a la deteccion de telomerasa se realicen en la misma muestra obtenida del sujeto.

Se prevé que el presente procedimiento pueda realizarse preparando dos portaobjetos separados con células de la
misma muestra. En este caso, se envia un portaobjetos para la evaluacion citolégica de la morfologia celular y el otro
para la evaluacion citolégica destinada a la deteccion de la telomerasa. Los procedimientos analizados a continuacion,
en el Ejemplo 2, pueden usarse para preparar los portaobjetos.

Los presentes inventores han descubierto que, cuando una evaluacion citolégica de la morfologia celular no es
concluyente para el cancer, la union de un anticuerpo anti-telomerasa a estas células indica que el sujeto tiene cancer.
En consecuencia, es preferible que se use el mismo portaobjetos para la evaluacion citoldgica de la morfologia celular
y la evaluacion citoldgica destinada a la deteccién de la telomerasa.

Células clinicamente relevantes

La frase "células clinicamente relevantes" se refiere a aquellas células que el citdlogo o citopatélogo esta examinando
para determinar el estado del cancer del paciente.

Las células clinicamente relevantes dependeran del cancer que se esté investigando y, en el contexto de la presente
descripcién, pueden incluir células ductales y lobulares de la mama, células respiratorias del pulmén, células de la
mucosa del tracto digestivo, células del conducto y de los islotes del pancreas, hepatocitos, células foliculares, células
mesoteliales, células germinales, células granulosas y células epiteliales del ovario, células glandulares y basales de
la prostata, células epiteliales del uréter, células uroteliales, células ductales y tubulares del rifidn, células
endometriales.

La determinacion del cancer puede realizarse debido al principio general de que las células normales no expresan la
telomerasa, mientras que las células malignas expresan la telomerasa. Sin embargo, como apreciaria un experto en
la materia, hay excepciones a este principio general ya que ciertos tipos de células no malignas también expresan
telomerasa. Estas células no se consideran clinicamente relevantes y deben excluirse de la evaluacion.
Preferentemente, las células excluidas se seleccionan de entre el grupo que comprende células T, células B,
neutrofilos, macréfagos, granulocitos, células dendriticas, mastocitos, células de memoria, células plasmaticas,
eosindfilos, células de vesiculas seminales, espermatozoides. Mas preferentemente, las células excluidas son
neutrofilos, macrofagos y eosindfilos, células de vesiculas seminales y espermatozoides. Estas células no son
clinicamente relevantes para la evaluacion del cancer y tienen una morfologia claramente diferente de las células
clinicamente relevantes y, por lo tanto, pueden excluirse facilmente visualmente cuando se realiza la evaluacion
citoldgica.

Por ejemplo, cuando se usan los procedimientos actuales para determinar el cancer de vejiga, hay varios tipos de
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células que un experto en la materia excluiria visualmente del andlisis citologico. Estas células incluyen células
inflamatorias como neutroéfilos, macrofagos y eosindfilos, asi como células tubulares renales, células de vesiculas
seminales, esperma y células escamosas. Estas células no son clinicamente relevantes para la evaluacién del cancer
de vejiga y tienen una morfologia claramente diferente de las células uroteliales normales clinicamente relevantes
(células de la pared de la vejiga) y, por lo tanto, pueden excluirse visualmente con facilidad al realizar la evaluacion
citologica.

Prueba reflexiva

Se prevé que el procedimiento reivindicado se pueda realizar como una prueba reflexiva. Una "prueba reflexiva" se
refiere a una prueba posterior (por ejemplo, una segunda prueba) que se realiza en base a los resultados obtenidos
en una prueba previa (por ejemplo, una primera prueba). Al determinar si un sujeto tiene cancer, la evaluacion
citologica de una muestra puede conducir a un deseo de analizar otra diana. En el contexto de la presente descripcion,
el deseo de probar otra diana (es decir, detectar la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente
relevantes) se debe a una evaluacion citoldgica de la morfologia celular que no es concluyente para el cancer que
revela uno o mas células atipicas en una muestra.

Pruebas complementarias

Se prevé que el procedimiento reivindicado se pueda realizar como una prueba complementaria. Una prueba que
proporciona informacion que se suma o ayuda en la interpretacién de los resultados de otras pruebas, y proporciona
informacién util para resolver una evaluacién anterior no concluyente puede clasificarse como una prueba
complementaria. En un entorno clinico, se puede solicitar una evaluacién citolégica de la morfologia celular para
determinar si un sujeto tiene cancer. Sin embargo, la evaluacion citoldgica puede no ser concluyente para el cancer.
Por lo tanto, para ayudar a determinar si el sujeto tiene cancer, se realiza una evaluacion citologica adicional para
detectar la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes en una muestra del sujeto como
un complemento de la evaluacion citolégica de la morfologia celular. En este contexto, la uniéon de un anticuerpo anti-
telomerasa a una o mas células clinicamente relevantes indica que el sujeto tiene cancer, lo que resuelve la evaluacion
citolégica no concluyente de la morfologia celular.

Al realizar pruebas complementarias, se prevé que la evaluacion citolégica de la morfologia celular se pueda realizar
aproximadamente o al mismo tiempo que la deteccion citoldgica de la telomerasa. Sin embargo, estas etapas se
pueden realizar por separado.

Sujetos

Como se usa en esta invencion, el "sujeto” puede ser cualquier organismo que pueda tener cancer. En una realizacion
preferida, el sujeto es un mamifero. EI mamifero puede ser un animal de compafiia como un perro o un gato, o un
animal de ganado como un caballo o una vaca. En una realizacion, el sujeto es un ser humano. Términos como "sujeto",
"paciente” o "individuo" son términos que, en contexto, pueden usarse indistintamente en la presente descripcion.

Si se identifican células malignas en un sujeto usando los procedimientos de la presente descripcion, el sujeto puede
recibir un tratamiento dirigido a o prescrito para el cancer. Por ejemplo, si se identifica un cancer de vejiga en un sujeto,
el sujeto puede recibir tratamientos dirigidos, como una intervenciéon quirargica, una cistectomia, quimioterapia,
radioterapia, inmunoterapia, terapia con anticuerpos o combinaciones de los mismos.

Se prevé que el procedimiento de la presente descripcion pueda usarse para determinar si algun sujeto tiene cancer.
Preferentemente, el procedimiento se usa para determinar el cancer en un sujeto con sintomas que son indicativos de
cancer. Por ejemplo, en el contexto del cancer de vejiga, el presente procedimiento seria aplicable a un sujeto que se
presente en la clinica con sintomas indicativos de enfermedad de la vejiga, como hematuria (sangre en la orina);
urgencia de frecuencia urinaria; sensacion de ardor al orinar.

Una muestra usada en la presente descripcion también puede obtenerse de un sujeto que requiere vigilancia regular
para controlar el cancer nuevo o recurrente. Por ejemplo, los sobrevivientes de cancer pueden requerir vigilancia
regular para controlar lesiones nuevas o recurrentes. Los clinicos actualmente confian en los cambios morfolégicos
en las muestras recuperadas de estos pacientes. Una vez que se identifica una evaluacion citolégica anormal de la
morfologia celular en una muestra, el paciente se somete a una investigacion adicional para obtener otra muestra de
citologia y/o biopsia para identificar y confirmar la fuente de la primera poblacion celular anormal. Si se identifica cancer,
el paciente se maneja mediante un procedimiento quirdrgico y/o quimioterapia o inmunoterapia intravesical para
erradicar las células malignas. Si una evaluacion citoldgica de la morfologia celular no es concluyente para el cancer,
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un médico puede obtener una muestra del sujeto bajo vigilancia y aplicar el presente procedimiento para determinar
si tienen cancer. Si se determina el cancer, el paciente puede someterse a una investigacion adicional para confirmar
la fuente de la poblaciéon de células positivas de telomerasa.

En el contexto del cancer de vejiga, la vigilancia después del tratamiento comienza con la evaluacion citoldgica urinaria
de la morfologia celular cada 3 meses durante uno o dos afos, dependiendo de los factores de riesgo del paciente y
la estadificaciéon del cancer. Los intervalos de deteccion para la evaluacién citolégica de la morfologia celular se
extienden, dependiendo de los hallazgos celulares y cistoscopicos previos. Se prevé que la evaluacion citoldgica para
detectar la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes se empareje con el régimen de
vigilancia de citologia mencionado anteriormente. Si se resuelve una evaluacién citolégica no concluyente de la
morfologia celular al detectar la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes, el paciente
puede someterse a una cistoscopia para confirmar la fuente de la poblacién de células positivas para la telomerasa.

Determinaciéon del diagnéstico

Se prevé que, al realizar el procedimiento, los resultados particulares para la evaluacion citolégica de la telomerasa y
la evaluacion citoldgica de la morfologia celular se asociaran con una determinacioén diagndstica especifica para cada
sujeto. Los resultados de la telomerasa y la morfologia celular que se pueden obtener al realizar el procedimiento
reivindicado se resumen a continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2: Determinacién diagnostica y resultado clinico asociado con la evaluacion citolégica de la morfologia celular
y la evaluacion citoldgica de los resultados de la telomerasa

Evaluacién Evaluacion citolégica |Determinacion del diagnéstico y resultado clinico

citolégica de lalde Ila  morfologia

telomerasa celular

+ve +ve * Los resultados positivos de la telomerasa y la citologia indican que

el sujeto tiene cancer.

La investigacion cistoscépica o la imagen del tracto superior
estan garantizadas.

+ve -ve « El resultado positivo de la telomerasa indica que el sujeto tiene
cancer. La investigacion cistoscépica o la imagen del tracto
superior estan garantizadas.

+ve atipica « El resultado positivo de la telomerasa indica que el sujeto tiene
cancer.La investigacion cistoscépica o la imagen del tracto
superior estan garantizadas

-ve +ve « El alto valor predictivo positivo y la especificidad de la citologia de
la morfologia celular por si solos sugieren que el sujeto tiene cancer.

La investigacion cistoscépica o la imagen del tracto superior
estan garantizadas

-ve -ve * El sujeto esta libre de enfermedad.

-ve atipica * El sujeto potencialmente tiene cambios reactivos/benignos que no
estan relacionados con el cancer.

Los siguientes resultados indican que el sujeto tiene cancer y, por lo tanto, se justifica la investigacion cistoscopica o
la imagen del tracto superior:

- La unién de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes y la evaluacion citolégica positiva de la
morfologia celular

- La union de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes y la evaluacion citoldgica negativa de la
morfologia celular

- La unién de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes y la evaluacion citolégica no concluyente
de la morfologia celular

- Aunque es poco probable que ocurra dada la sensibilidad correspondiente tanto de la evaluacion citolégica positiva
de la morfologia celular como de la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes; la
ausencia de union de anticuerpos anti-telomerasa a células clinicamente relevantes y evaluacion citologica positiva
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de la morfologia celular.

La ausencia de unién del anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes y la evaluacion citolégica
negativa de la morfologia celular indican que las células en la muestra no son malignas. Ademas, la ausencia de la
union del anticuerpo anti-telomerasa a las células clinicamente relevantes y una evaluacion citolégica no concluyente
de la morfologia celular indican que el sujeto tiene potencialmente cambios reactivos/benignos que no estan
relacionados con el cancer. En consecuencia, no se justifica una investigacion adicional a través de la cistoscopla.

En el contexto de la presente descripcion, la evaluacién citolégica positiva de la morfologia celular se refiere a la
identificacion de células que tienen cambios morfoldgicos indicativos de cancer. Los cambios morfoldgicos que pueden
estar asociados con el cancer incluyen nucleos agrandados con tamafio y forma irregulares, nucléolos prominentes,
citoplasma escaso que puede ser de color intenso o palido. En contraste, la evaluacion citolégica negativa de la
morfologia celular se define como la ausencia de cambios morfolégicos indicativos de atipia o cancer.

Diagndstico definitivo

Al aplicar los procedimientos de la presente descripcion para resolver una evaluacion citolégica no concluyente para
el cancer y determinar el estado clinico de una muestra si un sujeto tiene cancer, se considera que una determinacion
diagnodstica con respecto a la presencia de un cancer puede hacerse en base a la unién de un anticuerpo anti-
telomerasa a una o mas células clinicamente relevantes de una muestra celular obtenida de un sujeto. Sin embargo,
la determinacion del diagndstico puede o no ser concluyente con respecto al diagnoéstico definitivo sobre el cual un
médico tratante determinara un curso de tratamiento. Dicho de otra manera, un experto en la materia entendera que
una determinacion de diagndstico obtenida usando las técnicas de la descripcién se refiere al procedimiento de intentar
determinar o identificar un posible cancer.

Los procedimientos de la presente descripcion se pueden usar para proporcionar asistencia en la evaluacion del riesgo
de desarrollo de cancer y se consideraria que ayudan a hacer una evaluacion de una determinacién preclinica con
respecto a la presencia o naturaleza de una predisposicidon o un precursor del cancer. Se consideraria que esto se
refiere a hacer un hallazgo de que un sujeto tiene una probabilidad significativamente mayor de desarrollar cancer.

Se contemplaria que los procedimientos de la presente descripcion también podrian usarse en combinacién con otros
procedimientos de evaluacion clinica del cancer conocidos en la técnica para proporcionar una evaluacion de la
presencia de cancer o un mayor riesgo de cancer.

El diagnéstico definitivo del estado del cancer de un sujeto que se determina que tiene cancer se puede validar o
confirmar si se justifica, como a través de técnicas de imagen que incluyen PET, MRI, ultrasonido, CT, PET/CT. Por
consiguiente, los procedimientos de la presente descripcién se pueden usar de manera previa a la deteccion o al
pronostico para evaluar si un sujeto tiene cancer y, si esta justificado, se puede realizar un diagnodstico definitivo
adicional. En el contexto del cancer de vejiga, se podria usar una investigacion adicional por medio de cistoscopia con
biopsia o imagenes del tracto superior para obtener un diagndstico definitivo del estado del cancer. También se prevé
que los procedimientos de la presente descripcion pueden ser Utiles para seleccionar pacientes para una evaluacion
clinica usando pruebas de diagnéstico previamente validadas, en particular, la evaluacién mediante cistoscopia.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Muestras clinicas

Se realizé un estudio de prueba de concepto controlado y aprobado por la ética sobre material clinico de pacientes
urolégicos sospechosos de tener o con antecedentes de cancer de vejiga (carcinoma de células uroteliales) para
demostrar el potencial de diagndstico clinico de la inmunotincion de la proteina hTERT de la telomerasa. Ademas, el
estudio tuvo como objetivo demostrar que la inmunotinciéon de hTERT puede diferenciar las muestras obtenidas de
pacientes de bajo grado contra los pacientes de alto grado.

En este estudio, los pacientes clinicamente positivos tuvieron cancer de vejiga comprobado con biopsia (incluyendo
tanto los canceres no invasivos como los invasivos musculares). Todas las determinaciones de etapa y grado se
hicieron mediante histologia. En el caso donde un paciente tenia multiples focos de cancer de vejiga en diferentes
etapas/grados, se registré la etapa/grado superior.

Los pacientes clinicamente negativos fueron todos los individuos asintomaticos con buena salud sin antecedentes de
enfermedad genitourinaria o todos los pacientes libres de enfermedad que se presentaron, por primera vez o bajo
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monitoreo de cancer de vejiga previo, para la inspeccién visual de la pared de la vejiga (mediante cistoscopia
flexible/rigida).

Se excluyé del estudio a los pacientes que cumplian con cualquiera de los siguientes criterios de exclusion:

a) el paciente tenia un diagndstico sospechoso/sin caracterizar de un cancer que no era de vejiga al momento de
la inspeccion visual (cistoscopia flexible/rigida) sin histologia realizada;

b) pacientes en monitorizacién que se sometieron a una cistectomia radical;

c) los pacientes con adenocarcinomas y canceres de vejiga no uroteliales (incluidos carcinoma de células
pequefias, carcinosarcoma, linfoma primario y sarcoma); y/o

d) los pacientes con otros tumores genitourinarios (rifién, prostata, uréter superior).

Originalmente, se analizé un total de 253 muestras. De estas, 108 muestras fueron evaluadas usando el protocolo
descrito a continuacion en el Ejemplo 2, donde se us6 una forma de recuperacion de epitopos, ya sea por congelacion,
descongelacion o inducida por calor. De las mimas, 90 muestras tenian al menos una célula urotelial (pared de la
vejiga) presente. Las 18 muestras restantes se eliminaron de todos los analisis adicionales ya que no se encontraron
células relevantes de la pared celular de la vejiga (es decir: células uroteliales). De esas 90 muestras, cinco muestras
clinicamente positivas se eliminaron de un analisis posterior debido a la falta de enfermedad comprobada por biopsia.
Las 85 muestras restantes estan representadas en la Tabla 3 (todas las muestras clinicamente positivas -
comprobadas por biopsia) y la Tabla 4 (todas las muestras clinicamente negativas - cistoscépicamente claras), con la
evaluacion citoldgica de la morfologia celular y los resultados de inmunotincién de telomerasa mostrados para cada
uno. Para las ochenta y cinco muestras analizadas, el numero de células clinicamente relevantes varié de 5 a 3000
en pacientes clinicamente positivos y negativos.

= Muestras clinicamente negativas: intervalo de 5 a 900 células uroteliales.
= Muestras clinicamente positivas: intervalo de 10 a 3000 células uroteliales.

Para todos los pacientes, se realizé una inmunotincion de telomerasa y una evaluacién citolégica paralela de la
morfologia celular en la misma muestra y se registraron los resultados. La inmunotincion de la proteina hTERT de la
telomerasa y la evaluacion citolégica de la morfologia celular se realizaron a ciegas entre si y a ciegas del estado
clinico (obtencién por cistoscopia +/- biopsia). La inmunotincion, la evaluacion citolégica de la morfologia celular y la
cistoscopia fueron realizadas por médicos y/o patélogos capacitados, registrados para realizar estos ensayos en sus
respectivos diagndsticos clinicos y/o campos médicos.

La puntuacion de la inmunotincidon de telomerasa fue determinada por un citélogo que escaned un niumero adecuado
de campos de visién para obtener una evaluacion confiable del portaobjetos. EI numero/porcentaje de células
uroteliales que mostraban tincién nuclear fue registrado por el citélogo que hizo la lectura. Se establecié un valor de
corte para la positividad de la prueba en > 5 % de células uroteliales que muestran tincion nuclear.

Todas las muestras (tanto clinicamente positivas como negativas) que se clasificaron como atipicas después de la
evaluacion citologica de la morfologia celular se proporcionan en la Tabla 5.

Ejemplo 2: Recoleccidn y procesamiento de muestras

La orina evacuada de los pacientes se proceso6 inmediatamente o se mantuvo a 4°C durante un periodo no mayor de
4-6 horas antes del procesamiento. Las muestras se transfirieron a tubos de centrifuga estériles de 50 ml y se
centrifugaron a 600 g durante 10 minutos a 4°C. Se eliminaron los tubos y se desechd el sobrenadante. Las pastillas
celulares se resuspendieron en 15 ml de 1x PBS y se transfirieron a tubos de centrifuga estériles de 15 ml. Las
muestras se centrifugaron otra vez en 600 x g durante 10 minutos a 4°C y los sobrenadantes se eliminaron
nuevamente. Las pastillas celulares se resuspendieron finalmente en 1 ml 1x PBS antes del recuento celular.

Aproximadamente 30.000 células por muestra se transfirieron a tubos de centrifuga estériles de 15 mly el volumen se
ajusté a 10 ml con fluido de recoleccion Cytospin de Shandon (Thermo Scientific, No. de ref: 6768001, Lote No.:
226955). Los tubos se centrifugaron nuevamente a 600 g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se eliminé antes
de la resuspension en el fluido de recoleccion de Cytospin de Shandon a una relacién de 250 pL por cada 30.000
células. Se us6 un Cytospin de Shandon 4 (Thermo Scientific, nUmero de pieza: A778300101, numero de serie:
CY6695 1055) para fijar las células al portaobjetos de microscopio de vidrio centrifugando las células a 1000 rpm
durante 4 minutos con baja aceleracion.
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Los portaobjetos con células fijadas se almacenaron en una caja de portaobjetos de microscopio a 4°C durante la
noche antes de transferir los portaobjetos al congelador a -20°C.

Todos los resultados de tincién informados aqui se realizaron en las plataformas de tincién automatizadas Ventana
Benchmark XT o Ventana Benchmark Ultra. Se han obtenido resultados idénticos, después de la optimizacién, en
otras plataformas de tinciéon automatizadas que incluyen, entre otras, Leica Bond y Biocare intelliPATH FLX. Ademas
de las plataformas de tincion automatizadas, también se han obtenido resultados idénticos, después de la optimizacion,
usando un procedimiento de inmunotincion manual.

Para el procedimiento de inmunotincién manual, los portaobjetos se fijaron posteriormente en acetona:metanol frio al
50 % durante 10 minutos. Los portaobjetos se lavaron en 1x solucién salina tamponada con fosfato (PBS), pH de 7,4,
(numero de catalogo: 10010-023, 5x 500 ml Gibco® de Life Technologies) para eliminar el fijador residual y, a
continuacion, se colocaron en un plato de tincién que contenia tampon citrato pH de 6,0. Los portaobjetos se tratan
con una forma manual de recuperacién de antigeno durante 30 minutos a 95°C en un horno microondas. Los
portaobjetos se lavan nuevamente en 1x PBS, pH de 7,4. Después de la recuperacion, los portaobjetos se bloquearon
con el 5 % de BSA en 1x PBS con el 0,5 % de Tween 20 durante 1 hora, antes de la incubacion con el anticuerpo anti-
hTERT primario especifico para la telomerasa a temperatura ambiente durante 2 horas y el lavado en 1x PBS con el
0,5 % de Tween 20. Los portaobjetos se tratan con un bloque de anticuerpos post-primarios, Novacastra Post Primary
(Ref: RE7159, Lote No. 6012593, 125 mL, de Leica Microsystems) durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron
de nuevo en 1x PBS con un 0,5 % de Tween 20. Los portaobjetos se incuban con el anticuerpo secundario Novacastra
Novolink Polymer (Ref: RE7161, Lote No. 6012594, 125 mL, Leica Microsystems) durante 30 minutos a temperatura
abiente y se lavaron en 1x PBS con el 0,5 % de Tween 20 antes de la incubacién con un sustrato liquido mejorado de
3,3'-diaminobenzidina (DAB) (Numero de producto: D3939, Sigma) durante 2 minutos a temperatura ambiente. Los
portaobjetos se enjuagaron en 1x PBS, pH de 7,4 para detener la reaccion. A continuacion, los portaobjetos se incuban
en un 0,5 % de solucion de verde de metileno a 60°C durante 5 minutos (Cédigo de producto: M8884-25G, No. de lote:
MKBD8768V, 25g, Sigma) y se lavaron en agua del grifo. Los portaobjetos se deshidratan al 0,05 % (v/v) de acido
acético glacial en acetona, a continuacion, el 95 % de etanol, el 100 % de etanol seguido de una etapa final en xileno.
Los portaobjetos se montan con el medio de montaje Ultramount No: 4 (Codigo de producto: [1065C, Lote #1305141450,
100 ml) e inmediatamente se aplica un cubreobjetos antes de secar durante 1 hora. Los portaobjetos se observan bajo
un microscopio 6ptico.

Para el procedimiento de inmunotincion automatizado, los portaobjetos se fijaron posteriormente en acetona:metanol
frio al 50 % durante 10 minutos. Los portaobjetos se lavaron/sumergieron en el tampén de dilucion de anticuerpos de
Ventana (Ventana Medical Systems, Inc Cat No: ADB250) para eliminar el fijador residual y, a continuacion, se colocan
en la plataforma de tincién automatizada y el antigeno se recuperé a bordo a 95°C durante 8 minutos. Después de la
recuperacion, los portaobjetos se bloguearon con el reactivo Ventana Discovery (Ventana Medical Systems, Inc, Cat.
No.: 760-108) durante 4 minutos, antes de incubar con el anticuerpo anti-hTERT primario especifico de telomerasa a
36°C durante 32 minutos. Las etapas restantes se basaron en la configuracién estandar de la plataforma Ventana
usando Ventana Discovery y Ventana UltraView Universal DAB Detection Kit (Ventana Medical Systems Inc, Cat. No.:
760-500). La contratincion con hematoxilina se realizé fuera de borda en un tinte de inmersion estandar. La tincion de
contador también se puede realizar a bordo para obtener resultados idénticos.

Los resultados en esta invencion se obtuvieron usando el anticuerpo anti-hTERT (Clon 2C4) descrito en (Masutomi y
col., 2003).

Tabla 3: Resultados de la evaluacion citolégica de la morfologia celular y la inmunomecanica de la telomerasa en
las muestras clinicamente positivas (comprobado por biopsia).

# |ID Evaluacion citologica de la | Resultado de la inmunotincion
morfologia celular* Resultados de las | % de células
pruebas uroteliales tefiidas

1 |WH12-263" |Benigna Positiva 80

2 |AUA12-055 |Positiva Positiva 45

3 |WH12-278 |Positiva Positiva 12,5

4 |AUA12-057 Atipica Positiva 10

5 |AUA12- Positiva Positiva 90

0597
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# |ID Evaluacion citolégica de la Resultado de la inmunotincion
morfologia celular® Resultados de las| % de células
pruebas uroteliales teiiidas
6 |WH12-287 |Positiva Positiva 75
7 |WH12-307” |Benigna Positiva 50
8 |WH12-320 |Positiva Positiva 40
9 |AUA12-087 |Positiva Positiva 100
10 |WH12-373 |Benigna Negativa 0
11 |WH12-390 |Benigna Negativa 0
12 |AUA12-088 |Positiva Positiva 80
13 |AUA12-090 Benigna Negativa 1
14 |WH12-401 |Benigna Negativa 1
15 \WH12-406 |Atipica Positiva 30
16 |WH 12-407 |Benigna Negativa
17 \WH12-411 |Benigna Negativa
18 |RMH12- Benigna Positiva 10
001
19 |WH12-422 |Positiva Positiva 95
20 RMH12- Atipica Positiva 10
010
21 \WH12-424 |Benigna Positiva 10
22 |AUA12-101 |Positiva Positiva 80

*Una evaluacion citolégica "atipica” de la morfologia celular indica que las células en la muestra
han perdido su apariencia normal pero no han alcanzado el nivel de anormalidad de las células
malignas.

AMuestra tefiida nuevamente

Tabla 4: Resultados de la evaluacion citolégica de la morfologia celular y la inmunomecanica de la telomerasa en
las muestras clinicamente negativas (comprobado por biopsia).

# |ldentificacion Evaluacion citologica de |Resultado de la inmunotincién
Slenna la morfologia celular* Resultados de las | % de células
pruebas uroteliales tefidas

1 |AUA12-054 Benigna Negativa 1

2 |WH12-268 Benigna Positiva 10

3 |WH12-269 Benigna Negativa 2

4 |WH12-274 Benigna Negativa 0

5 |WH12-276 Benigna Negativa 2

6 |WH12-279 Benigna Negativa 0

7 |WH12-282 Benigna Negativa 0

8 |AUA12-058 Atipica Positiva 20

9 |WH12-283 Benigna Positiva 20

10 \WH12-284 Benigna Negativa 1

11 |WH12-285 Benigna Positiva 10

12 |WH12-286 Benigna Negativa 0
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Identificacion Evaluacion citolégica de |Resultado de la inmunotincion

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

Slenna la morfologia celular* Resultados de las | % de células
pruebas uroteliales teiidas
AUA12-060 Benigna Negativa 1
WH12-288 Benigna Positiva 10
WH12-290 Benigna Negativa 0
WH12-291 Atipica Positiva 15
WH12-294 Positiva Positiva 50
WH12-295 Benigna Negativa 0
WH12-297 Benigna Negativa
WH12-298 Benigna Negativa
WH12-299 Benigna Negativa
WH12-301 Benigna Negativa 1,
WH12-302 Benigna Positiva 10
WH12-304 Benigna Negativa 1
WH12-305 Benigna Negativa
WH12-309 Benigna Negativa 2
WH12-312 Benigna Negativa 2
WH12-313 Benigna Positiva 20
WH12-318 Atipica Positiva 10
WH12-319 Benigna Negativa 2
WH12-322 Benigna Negativa 1
WH12-324 Benigna Negativa 5
WH12-326 Benigna Negativa 0
WH12-327 Benigna Negativa 0
WH12-329 Benigna Negativa 1
WH12-330 Benigna Negativa 1
WH12-331 Benigna Negativa 2
WH12-332 Benigna Negativa 1
WH12-336 Benigna Negativa 1
WH12-337 Benigna Negativa 1
WH12-339 Benigna Negativa 2
WH12-341 Benigna Negativa 2
WH12-342 Benigna Negativa 2
AUA12-061 Benigna Negativa 5
AUA12-064 Benigna Negativa 2
AUA12-065 Benigna Negativa 5
AUA12-092 Benigna Negativa 1
WH12-368 Benigna Negativa 2
WH12-377 Benigna Negativa 1
WH12-378 Benigna Positiva 10
WH12-387 Benigna Negativa 0
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# |ldentificacion Evaluaciéon citolégica de |Resultado de la inmunotincién
Slenna la morfologia celular* Resultados de las | % de células
pruebas uroteliales teiidas
52 \WH12-396 Benigna Negativa 0
53 /AUA12-093 Benigna Negativa 5
54 |/AUA12-095 Benigna Negativa 1
55 |WH12-400 Benigna Negativa 0
56 |WH12-410 Benigna Negativa 0
57 |WH12-412 Benigna Positiva 10
58 [RMH12-006 Benigna Negativa 2
59 |RMH12-007 Atipica Negativa 5
60 [RMH12-008 Benigna Positiva 20
61 /AUA12-098 Benigna Positiva 20
62 [RMH# 12-009 Benigna Positiva 10
63 /AUA12-099 Benigna Negativa 0

*Una evaluacion citoldgica "atipica" de la morfologia celular indica que las células en la muestra
han perdido su apariencia normal pero no han alcanzado el nivel de anormalidad de las células
malignas.

Tabla 5: Resultados del estado clinico, la evaluacion citolégica de la morfologia celular y la inmunomecanica de
telomerasa en todas las muestras (tanto clinicas como negativas) que tenian una citologia atipica.

# |ldentificacion Estado |Evaluacion Resultado de la inmunotincion
Sienna clinico ﬁ:)orlf%?ci,ca, de la Resultados |% de células Diagnostico
g1a de las |uroteliales clinico de
celular* pruebas tenidas seguimiento
1 \WH12-1747 Positiva |Atipica Positiva 80
2 |WH12-178 Negativa |Atipica Negativa
3 |WH12-197 Negativa |Atipica Negativa
4 |\WH12-233 Negativa |Atipica Negativa
5 |WH12-234 Negativa |Atipica Negativa
6 |AUA12-057 Positiva |Atipica Positiva 10
7 |AUA12-058 Negativa |Atipica Positiva 20 Positiva
8 |WH12-289 Positiva | Atipica Positiva 75
9 |WH12-291 Negativa |Atipica Positiva 15 Positiva
10 WH12-318 Negativa |Atipica Positiva 10 Cistectomia
11 \WH12-353 Negativa |Atipica Negativa 0
12 \WH12-361 Negativa |Atipica Negativa 0
13 \WH12-374 Negativa |Atipica Negativa 1
14 |WH12-406 Positiva | Atipica Positiva 30
15 ' RMH12-007 Negativa |Atipica Negativa 5
16 RMH12-010 Positiva | Atipica Positiva 10

*Una evaluacion citoldgica "atipica" de la morfologia celular indica que las células en la muestra
han perdido su apariencia normal pero no han alcanzado el nivel de anormalidad de las células
malignas.

Muestra tefiida nuevamente
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Ejemplo 3: La inmunotincién de la telomerasa en muestras de cancer de vejiga se correlaciona con la
enfermedad

Se procesaron 85 muestras clinicas en portaobjetos de microscopio y se tifieron usando el protocolo descrito
anteriormente. Los ajustes menores a las condiciones de los anticuerpos o la preparacién de la muestra celular se
determinaron empiricamente de una muestra a otra. Cada muestra que recibié inmunotincién de telomerasa también
se sometié a una evaluacion citolégica estandar de la morfologia celular en la misma muestra. La evaluacion citologica
de la morfologia celular se calific6 como positiva, negativa o atipica.

La evaluacion citologica de la morfologia celular y los resultados de inmunotinciéon de telomerasa se compararon en
muestras clinicamente positivas (Tabla 3) y clinicamente negativas (Tabla 4). Se evaluaron 22 resultados clinicamente
positivos, de los cuales, 16 tenian una tincion de telomerasa positiva. De las 6 muestras clinicamente positivas
restantes, 6 fueron identificadas como benignas después de la evaluacion citolégica de la morfologia celular. En
consecuencia, la telomerasa fue indicativa de 16 de 22 (72 %) canceres malignos de vejiga.

63 muestras clinicamente negativas fueron evaluadas, de las cuales, 48 (76 %) tenian una tinciéon negativa de
telomerasa. De las 15 muestras clinicamente positivas restantes, 11 (73 %) fueron identificadas como benignas
después de la evaluacion citolégica de la morfologia celular. Las 4 restantes (27 %) fueron identificadas como
indeterminadas (n = 3) o positivas (n = 1) después de la evaluacion citoldgica de la morfologia celular.

La tincion de telomerasa que se correlaciona con la enfermedad se muestra en la Figura 1. No se observé tincion
celular en la muestra WH11-107 (clinicamente negativa; Figura 1A). Por el contrario, se observé una tincion celular
significativa en la muestra clinicamente positiva WH11-122 (Figura 1B). En esta muestra, se observé tincion positiva,
en forma de fuerte tincion nuclear en el 40-75 % de las células uroteliales presentes, en concentraciones éptimas de
anticuerpos. Fue interesante observar que, no todas las células uroteliales presentes en esta muestra clinica se tifieron
para la presencia de la proteina hTERT de la telomerasa, lo que sugiere que no todas las células dentro de la muestra
eran cancerosas.

Ejemplo 4: Resolucion de la evaluacidn citolégica negativa falsa e indeterminada de la morfologia celular

Cada muestra (n = 85) que recibié inmunotincién de telomerasa también se sometié a una evaluacion citologica
estandar de la morfologia celular en la misma muestra. La evaluacion citolégica de la morfologia celular se calificd
como positiva, negativa o atipica. Todas las muestras (clinicamente positivas y negativas) que se clasificaron como
atipicas después de la evaluacion citolégica de la morfologia celular (n = 16) se muestran en la Tabla 5 junto con la
puntuacién asociada de la inmunotincioén de telomerasa.

Las dieciséis muestras que tenian citologia atipica se evaluaron usando uno de dos protocolos de inmunotincion
diferentes, con y sin una forma de recuperacion de epitopos. Hubo ocho muestras en cada grupo de protocolo, cada
una con resultados similares. De las 16 muestras, 5 muestras fueron clinicamente positivas y 11 fueron clinicamente
negativas. El procedimiento de inmunotincion de telomerasa evalud 5 de estas 5 muestras como positivas (con > 5 %
de tincién nuclear de células uroteliales positiva).

De las 11 muestras clinicamente negativas, 8 mostraron ser negativas mediante la prueba de inmunotincion y tres
mostraron ser positivas. De estas tres, dos pacientes en seguimiento longitudinal fueron evaluados posteriormente
como clinicamente positivos (biopsia comprobada; muestras clinicas AUA12-058; WH12-291). La otra muestra esta
actualmente pendiente de seguimiento clinico confirmatorio (WH12-318). Sin embargo, este paciente se sometié a
una cistectomia. La realizacion de este procedimiento indica que el paciente fue positivo para el cancer de vejiga.

Sobre la base del estado clinico actual, el rendimiento de la prueba de inmunotinciéon de telomerasa es del 80 % en
especificidad y del 83 % en sensibilidad, frente a la cistoscopia. Ademas, el resultado de inmunotincién proporcion6
un indicador de diagnostico correcto (en relacion con la cistoscopia) en al menos el 94 % de los casos (15 de 16),
(probablemente el 100 % de los casos; 16 de 16, como WH12-318 se sometié a una cistectomia) donde la evaluacion
citologica de la morfologia celular proporcioné una lectura no concluyente.

Ejemplo 5: Mejora de la lectura de diagnéstico

El procedimiento unico de preparacién e inmunotincion de la muestra clinica para la presencia de telomerasa, y al
mismo tiempo la evaluacion citoldgica de la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a células clinicamente relevantes
y la evaluacion citolégica de la morfologia celular por célula, permitieron mejoras diagndsticas significativas sobre la
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evaluacion citoldgica de la morfologia celular sola.

En la Figura 3, se muestra el poder de resolver una evaluacion citolégica indeterminada del resultado de la morfologia
celular, o salvar una evaluacion citolégica falsamente negativa del resultado de la morfologia celular, a través de
inmunotincion de telomerasa por célula. En esta figura, las células que se muestran en todos los paneles son de una
muestra clinica de cancer de vejiga de bajo grado inmunotincion éptima para la telomerasa.

En el Panel A, se muestra una célula escamosa no vesical. Esta célula no proviene de la vejiga y esta excluida
visualmente por citdlogos capacitados de todas las determinaciones de diagnéstico. Sirve como control negativo de
inmunotincion en esta muestra clinica. Como se muestra en el panel A, la célula escamosa esta completamente
desprovista de tincion nuclear, como se esperaba.

En el Panel B, se muestran las células uroteliales normales. Ambas células mostradas tienen formas bien definidas y
relaciones nucleares: citoplasmaticas. Para un citélogo capacitado, estas células se ven completamente normales y
se definirian adecuadamente como citologia negativa después de la evaluacion citolégica de la morfologia celular. La
ausencia de inmunotincién nuclear para la proteina hTERT de la telomerasa sugiere que estas células uroteliales,
aunque se encontraron en la orina anulada de un paciente que se sabe que tiene cancer de vejiga de bajo grado, muy
probablemente sean células uroteliales normales de un area normal de la pared de la vejiga.

El panel C muestra una célula urotelial morfolégicamente normal de forma definida y relacion nuclear:citoplasmatica,
aunque, en este caso, se muestra una fuerte inmunotincién nuclear para la proteina hTERT de la telomerasa. Esta
célula urotelial citolégicamente negativa, por el contrario, expresa niveles anormales de telomerasa nuclear y, por
consiguiente, es extremadamente probable que sea una célula maligna en etapa temprana que aun no ha mostrado
ninguna anomalia morfoldgica. Esta conclusion esta respaldada por la fuerte correlacion clinica entre la inmunotincion
de hTERT de la telomerasa y el resultado clinico que se muestra en la Figura 2.

En ausencia de inmunotincion de telomerasa en la misma muestra y la misma célula en la que se realizd una
determinacion basada en una evaluacion citolégica de la morfologia celular, esta célula habria sido definida como
normal o no cancerosa por un citdlogo y/o patélogo capacitado. Esto seria incorrecto y daria lugar a lo que se llama
falso negativo en esa célula especifica. En consecuencia, la inmunotincion por célula de la telomerasa determiné
correctamente esta denominacion.

En el Panel D, una célula urotelial que muestra rasgos atipicos menores, no lo suficientemente fuerte como para ser
denominada citolégicamente como positiva después de la evaluacion citolégica de la morfologia celular por un citélogo
capacitado, muestra una fuerte inmunotincién de telomerasa nuclear. Este es un ejemplo en el que las células
individuales clasificadas como indeterminadas después de la evaluacion citoldgica de la morfologia celular adn pueden
resolverse con éxito mediante la inmunotincion de hTERT de la telomerasa en condiciones 6ptimas.

Ejemplo 6: Predecir el desarrollo posterior del cancer de vejiga

Tres muestras clinicamente negativas, clasificadas como no concluyentes después de la evaluacion citolégica de la
morfologia celular, mostraron ser positivas por la prueba de inmunotincion. De estas tres muestras, dos pacientes en
seguimiento longitudinal fueron evaluados posteriormente como clinicamente positivos (biopsia comprobada;
muestras clinicas AUA12-058; WH12-291). La otra muestra esta actualmente pendiente de seguimiento clinico
confirmatorio (WH12-318), sin embargo, este paciente se sometié a una cistectomia. La realizacién de este
procedimiento indica que el paciente fue positivo para el cancer de vejiga.

Estos datos sugieren que la telomerasa puede ser indicativa de pacientes con mayor riesgo de desarrollar cancer de
vejiga. En consecuencia, los pacientes clinicamente negativos para el cancer, que han proporcionado muestras que
tienen tincién de telomerasa positiva, pueden someterse a una mayor vigilancia clinica.

Ejemplo 7: Tincién de telomerasa en un entorno clinico para diagnosticar cancer de vejiga

Un paciente se presenta en una clinica con sintomas indicativos de enfermedad de la vejiga como hematuria (sangre
en la orina), urgencia de frecuencia urinaria o sensacién de ardor al orinar. Si bien estos sintomas pueden ser causados
por otras afecciones mucho menos graves que el cancer, como una infeccion de orina, son caracteristicos del cancer
de vejiga.

En consecuencia, se obtiene una muestra de orina del paciente y se envia para la evaluacién citolégica de la
morfologia celular y la inmunotincién de telomerasa. Si los resultados de la evaluacion citolégica de la morfologia
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celular no son concluyentes para el cancer de vejiga, el médico puede usar los resultados de inmunotincion de
telomerasa para determinar si el paciente tiene cancer de vejiga.

Si la muestra es telomerasa positiva, la sensibilidad mejorada del ensayo de telomerasa sobre la citologia al menos
garantiza la investigacion cistoscopica para el cancer de vejiga.

A continuacion, se puede realizar una cistoscopia en el paciente y, si posteriormente se identifica el cancer de vejiga,
se puede establecer el régimen de tratamiento adecuado.

Ejemplo 8: Tinciéon de telomerasa en un entorno clinico para identificar el riesqo de desarrollar cancer de
vejiga

Se obtiene una muestra de orina de un paciente que presenta sintomas similares a los discutidos anteriormente. La
muestra se envia para evaluacion citolégica de la morfologia celular y la inmunotincién de telomerasa. Si los resultados
de la evaluacion citolégica de la morfologia celular no son concluyentes y la muestra es telomerasa positiva, el médico
puede solicitar una investigacion cistoscopica para el cancer de vejiga.

Si el cancer de vejiga no se identifica posteriormente en el paciente después de la cistoscopia, la evidencia de la
asociacion entre la unién de un anticuerpo anti-telomerasa a las células clinicamente relevantes y el desarrollo de
cancer indica que el paciente probablemente tiene un mayor riesgo de cancer. En consecuencia, se puede establecer
el régimen de vigilancia adecuado.

Ejemplo 9: Inmunotincion comparativa de telomerasa en muestras de cancer de vejiga

La tincion de telomerasa se compard en muestras clinicas usando los procedimientos descritos anteriormente en el
Ejemplo 2. La inmunotincidon comparativa se realizé usando anticuerpos SCD-A7, Novus 2C4, Novus NB 100-297,
Santa Cruz 377511, Santa Cruz 7212, Rockland 600 -401-252 y MBL M216-3. Los resultados se muestran en la Tabla
6.

En consecuencia, se pueden usar varios anticuerpos anti-telomerasa para resolver evaluaciones citolégicas no
concluyentes.
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Ejemplo 10 - Algoritmo de lectura de portaobjetos

Se han evaluado dos algoritmos de lectura de portaobjetos usando las muestras clinicas descritas en el Ejemplo 1. El
primer algoritmo implica contar células uroteliales y escamosas con tincién nuclear positiva para la telomerasa. El
resultado positivo de la prueba se determina en funcién del porcentaje de células tefiidas. El segundo algoritmo implica
evaluar los cambios morfolégicos en las células uroteliales en combinacién con la tincién nuclear positiva para la
telomerasa a fin de obtener un resultado positivo.

Algoritmo de lectura -5 % de corte

Los portaobjetos se evaluaron con un aumento de x200-400 y se escanearon visualmente a través de un numero
adecuado de campos de vision para identificar mas de 20 células uroteliales. Se registraron los siguientes nimeros
celulares:

1. El nUmero de células uroteliales que muestran tincién nuclear.
2. El numero de células uroteliales identificadas/evaluadas en el procedimiento de registro del punto (1) anterior.

También se observaron los siguientes detalles:

1. Caracteristicas de tincion urotelial (nuclear/citoplasmatica).

2. Porcentaje de células escamosas que muestran tincion nuclear (incluidas ambas células con o sin tincion
citoplasmatica).

3. Numero total de células epiteliales escamosas evaluadas.

Para este algoritmo, un resultado positivo de la prueba se definié como un portaobjetos en el que mas del 5 % de las
células uroteliales demostraron tincién nuclear positiva (es decir, mas de aproximadamente 2 a 3 células con tincién
nuclear positiva por 20 células uroteliales).

Algoritmo de lectura - basado en la morfologia

Los portaobjetos se evaluaron para identificar las células uroteliales que demuestran atipia morfolégica (por ejemplo,
alta relacion nuclear/citoplasmatica, variacion de cromatina nuclear, contornos nucleares irregulares). Las células que
demuestran atipia morfoldgica se evaluaron para detectar la presencia o ausencia de una sefial inmunocitoquimica
positiva.

Las preparaciones de orina tefiidas con Papanicolau correspondientes se examinaron junto con el portaobjetos de
inmunocitoquimica de telomerasa durante la evaluacion de muestras clinicas.

Para este algoritmo, un resultado positivo de la prueba se definié como un portaobjetos en el que las células uroteliales
demostraron atipia morfologica en presencia de una tincidon nuclear positiva.

Comparacién de algoritmos de lectura

La comparacion de los algoritmos de lectura anteriores se resume en la Tabla 7. Las revisiones de los portaobjetos
usando la morfologia en combinacién con la tinciéon positiva de telomerasa de células resulté en una sensibilidad
general del 83,3 %, mientras que el 5 % del algoritmo de corte resulté en una sensibilidad general del 57,1 %. La
sensibilidad de la deteccion de carcinoma urotelial de grado bajo aumenté al 75,0 % usando el algoritmo basado en la
morfologia en comparacion con el 50,0 % alcanzado con el 5 % de algoritmo de corte.

El algoritmo basado en la morfologia demuestra una mayor sensibilidad y especificidad para la deteccion general del
carcinoma urotelial, asi como una mayor sensibilidad y especificidad para las clasificaciones de enfermedades de alto
y bajo grado en comparacion con el 5 % de algoritmo de corte.

Sin embargo, el 5 % de algoritmo de corte también proporcioné una estrategia efectiva para resolver una evaluacion
citologica no concluyente en las muestras analizadas de cancer de vejiga. Por ejemplo, se anticipa que 1 célula con
tincién nuclear positiva por cada 20 células uroteliales indica un resultado positivo de la prueba.

Tabla 7. Comparacion de los resultados del 5 % de algoritmo de corte y el algoritmo basado en la morfologia.
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5 % de algoritmo de corte Algoritmo basado en la morfologia
Estadisticas ’ Enfermedad ’ Enfermedad
de la prueba: | General ENfermedad |4, grado |General Enfermedad |, grado
de alto grado |, . de alto grado |, .

bajo bajo
Numero 31 20 27 27 18 23
Sensibilidad 57,1 % 100,0 % 50,0 % 83,3% (100,0 % 75,0 %
Especificidad 58,8 % 58,8 % 58,8 % 86,7 % (86,7 % 86,7 %
indice de
probabilidad 14 539 |5 43 121 625 |7,50 5,63
para la prueba
positiva (LR+)
indice de
probabilidad 1475 14 o9 0,85 019 0,00 0,29
para la prueba
negativa (LR-)
VPP = valor
predictivo 53,3 % 30,0 % 417 % 83,3 % 60,0 % 75,0 %
positivo
Valor predictivo o o o o o o
negativo (VPN) 62,5 % 100,0 % 66,7 % 86,7 % 100,0 % 86,7 %
Exactitud  del o o o o o o
diagnéstico 58,1 % 65,0 % 55,6 % 85,2% 88,9 % 82,6 %
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REIVINDICACIONES

1. La presente invencidon proporciona un procedimiento para resolver una evaluacién citolégica no
concluyente de células epiteliales de vejiga en una muestra obtenida de un paciente, comprendiendo el procedimiento
poner en contacto las células de la muestra con un anticuerpo anti-telomerasa, donde la muestra comprende células
epiteliales de vejiga que tienen una morfologia celular que es indeterminada en cuanto a su malignidad, y detectar la
union del anticuerpo a las células epiteliales de la vejiga, donde la unién del anticuerpo a las células epiteliales de la
vejiga indica la presencia de células epiteliales de la vejiga malignas.

2. Un procedimiento para determinar si un sujeto tiene cancer de vejiga cuando una evaluacion citolégica
de la morfologia de las células epiteliales de la vejiga no es concluyente para el cancer de vejiga, comprendiendo el
procedimiento:

i) poner en contacto una muestra de células epiteliales de la vejiga obtenidas del sujeto con un anticuerpo anti-
telomerasa;

ii) realizar una evaluacion citoldgica de las células epiteliales de la vejiga para detectar la union del anticuerpo a
las células epiteliales de la vejiga en la muestra;

donde la unién del anticuerpo a una o mas células epiteliales de la vejiga en la muestra indica que el sujeto tiene
cancer de vejiga.

3. Un procedimiento para determinar si un sujeto tiene cancer de vejiga, comprendiendo el procedimiento:

i) realizar una evaluacion citolégica de la morfologia celular en una muestra de células epiteliales de la vejiga
obtenidas del sujeto para determinar la morfologia de una o mas células epiteliales de la vejiga en la muestra;

ii) poner en contacto una muestra de células epiteliales de la vejiga obtenidas del sujeto con un anticuerpo anti-
telomerasa y realizar una evaluacion citolégica de la muestra celular para detectar la unién del anticuerpo a las
células epiteliales de la vejiga en la muestra;

donde, cuando la evaluacion citologica de la morfologia celular es indeterminada del cancer de vejiga, la unién del
anticuerpo a una o més células epiteliales de la vejiga indica que el sujeto tiene cancer de vejiga.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la unién del anticuerpo a al
menos aproximadamente el 5 % de las células epiteliales de la vejiga en la muestra indica que el sujeto tiene cancer
de vejiga.

5. El procedimiento de la reivindicaciéon 3, donde la evaluacion citolégica para determinar la morfologia
celular y la evaluacion citolégica para detectar la unién del anticuerpo a las células epiteliales de la vejiga se realizan
simultdneamente en las mismas células.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la muestra es una muestra fluida.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, donde la muestra se selecciona de entre el grupo que consiste
en orina, lavados de vejiga y depuraciones de vejiga.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el anticuerpo anti-telomerasa
es una molécula de anticuerpo monoclonal, policlonal, biespecifico, quimérico, recombinante, antiidiotipico,
humanizado, de cadena unica o fragmentos de unién a antigeno del mismo.

9. Un procedimiento para resolver una evaluacion citolégica no concluyente de las células epiteliales de la
vejiga en una muestra de orina obtenida de un paciente, comprendiendo el procedimiento poner en contacto las células
epiteliales de citologia no concluyente de la muestra con un anticuerpo anti-telomerasa y realizar una evaluacion
citologica de las células epiteliales de la vejiga para detectar la unién del anticuerpo a las células epiteliales de citologia
no concluyente, donde la union del anticuerpo a las células epiteliales de la vejiga de citologia no concluyente indica
la presencia de células epiteliales de vejiga malignas.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde la deteccién de dicha unién de
anticuerpos es mediante un inmunoensayo automatizado.

11. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde la dicha deteccion de union de
anticuerpos es mediante una evaluacion citologica.
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