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“Todos somos muy ignorantes, lo que ocurre es que no todos ignoramos las mismas cosas.”

— Albert Einstein

A mis padres,
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Presentacio

PRESENTACIO

Aguesta tesi és una contribucié a I'estudi del carcinoma urotelial (CU) de vies urinaries
superiors i de bufeta. Es centra en la recerca de biomarcadors diagnostics i pronostics amb

potencial utilitat a la practica clinica diaria en aquests tipus de tumors.

En la tesi per una banda s’identifiquen i validen biomarcadors pronostics tissulars i serics en el
carcinoma urotelial de vies urinaries superiors, i per | altra, es presenta una nova firma
d’expressid genica amb una alta precisié pel diagnostic i seguiment del CU de bufeta.
Finalment, també s’investiga si és pertinent realitzar analisis addicionals en pacients amb
citologia urinaria sospitosa per CU. Aquests estudis han donat lloc a 4 treballs, dos dels quals
estan ja publicats en revistes cientifiques internacionals (els dos a Oncotarget, Q1, IF: 5,17) i

els altres dos en vies de publicacié.

La memoria s’organitza en cinc blocs principals. Una introduccid general, on es presenten els
conceptes clinics i biologics basics del carcinoma urotelial. La hipotesi i els objectius, on es
descriu el plantejament global de I'estudi aixi com els objectius especifics del mateix. A
continuacié, a I'apartat de treballs, s’inclouen els 4 articles als que ha donat lloc aquesta tesi.
Els resultats dels treballs es discuteixen a I'apartat de discussid de manera general i individual.

Finalment, s’enumeren les conclusions obtingudes en aquest estudi.

La tesi que es presenta a continuacid ha estat escrita en catala, els treballs publicats i en vies
de publicacié es presenten en anglés amb un resum en catala precedint cadascun d’ells. Les
figures i taules suplementaries descrites als diferents treballs es presenten a I'annex de la tesi.
S’ha optat per no traduir els anglicismes més utilitzats a la practica clinica i cientifica, els quals
s’expressen al llarg de la memoria amb la terminologia emprada als serveis d’urologia i als

laboratoris d’investigacio.

Aquesta tesi ha estat realitzada sota la supervisid de professionals del Servei i Laboratori

d’Urologia de I'Hospital Clinic de Barcelona.



Abstract

ABSTRACT

This thesis is a contribution to the study of urothelial carcinoma (UC) in the upper
urinary tract and in the bladder. It focuses on the search for diagnostic and prognostic

biomarkers in these tumors with potential utility in daily clinical practice.

On the one hand, prognostic biomarkers for UTUC are identified and validated in tissue and in
serum and on the other hand, a new gene expression signature with high accuracy for the
diagnosis and surveillance of bladder cancer is also described. Finally, the utility of an
additional analysis in the follow up of patients with cytology suspicious for UC is investigated.
These studies have given rise to four works, two of which are already published in international

scientific journals (Oncotarget, Q1, IF: 5.17) and the other two are in the process of publication.

The memory is organized into five main blocks. A general introduction, where the basic clinical
and biological concepts of UC are presented. The hypothesis and the objectives section, which
describes the overall approach of the thesis as well as the specific objectives of the study. Next,
the works section includes the 4 papers that have originated from this thesis. The results of the
works are discussed in the discussion section globally and individually. Finally, the conclusions

obtained in this study are listed.

The thesis presented below has been written in Catalan, the published manuscripts and those
under review are presented in English with a summary in Catalan preceding each one of them.
Supplementary figures and tables are shown in annex section. It was chosen not to translate
the anglicisms used in clinic and scientific practice and they are expressed throughout the

memory with the terminology used in urology departments and research laboratories.

This thesis has been carried out under the supervision of professionals from the Laboratory and

Department of Urology of the Hospital Clinic de Barcelona.
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Introduccio

1.1 EL SISTEMA URINARI

El sistema urinari huma és I'encarregat de produir i excretar I'orina. Esta format per
dues parts: els organs secretors (ronyons) responsables de la produccié de 'orina i, el tracte
urinari o les vies excretores (pelvis renals, uréters, bufeta urinaria i uretra) que condueixen i
emmagatzemen l'orina fins que és excretada a I'exterior. Dels components del tracte urinari,
les pelvis renals i els ureters constitueixen el tracte urinari superior (TUS), i I'uréter distal, la

bufeta i la uretra formen el tracte urinari inferior (TUI) (Figura 1).

Ronyé
(tall obert)

G e

Tracte
- urinari
superior

_ Bufeta

Tracte
- urinari
inferior

Uretra

Figura 1. Esquema del tracte urinari huma (Font: http://dolordered.com/dolor-de-rinones).
Tot el tracte urinari esta constituit per tres capes:

= L'uroteli o epiteli de ceél-lules transicionals: habitualment format per sis capes que
s’agrupen en tres tipus cel-lulars: les cél-lules basals (localitzades a la base de I'uroteli),

les cél-lules poliedriques (situades a sobre de les basals) que s’organitzen en un

numero de capes variable depenent de la zona del tracte urinari on estiguin, i

finalment, les cél-lules de superficie 0 “en paraigiies” (les més superficials) que sén

cél-lules aplanades i grans. A més d’aquests tres tipus cel-lulars, al llarg de 'uroteli

també trobem nius de Brunn i focus dispersos de metaplasia escamosa glandular.

A excepcid d’una part de la uretra, tot el tracte urinari esta revestit per aquest epiteli
especialitzat i preparat pel contacte amb I'orina i les nombroses substancies toxiques
gue aquesta conté.

= Lamina propia: és la capa sobre la que descansa I'uroteli. Esta formada per teixit

connectiu fibroelastic i és relativament gruixuda, permetent una distensid
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considerable. Aquesta capa és travessada per nombrosos vasos sanguinis i conté
fibres de musculatura llisa.

= Capa muscular: esta formada per feixos de musculatura llisa que es ramifiquen i
entrellacen de manera laxa configurant tres capes: la longitudinal externa, la
circular mitja i la longitudinal interna. Aquesta malla muscular és la responsable
del peristaltisme del tracte urinari i permet el buidament de la bufeta. L’estructura
i composicidé d’aquesta musculatura varia lleugerament al llarg del teixit urinari aixi
com en funcid del sexe.
Externa a la capa muscular, trobem una capa de greix al voltant de la bufeta.
La irrigacid sanguinia de la bufeta es realitza per les branques arterials de la iliaca
interna. A nivell limfatic, la major part del drenatge passa als ganglis limfatics iliacs
externs, encara que també existeix drenatge als ganglis obturadors, iliacs interns i
comuns.
Per acabar, I'enervacio de la bufeta correspon tant al sistema nervids simpatic com

al parasimpatic.

1.2 EL CARCINOMA UROTELIAL

El carcinoma urotelial (CU), també anomenat carcinoma de cél-lules transicionals, és
una malaltia neoplasica que s’origina a I'uroteli. La interioritzacid de carcinogens al cos, ja sigui
mitjancant la ingesta, la inhalacié o I'absorcié per la pell, fa concentrar I'orina de residus toxics
qgue poden jugar un paper citotoxic a les cel-lules de la seva paret. Aquesta toxicitat, a vegades,
pot donar lloc a una desregulacié del cicle cel-lular i una proliferacié massiva de cél-lules

urotelials, constituent aixi una massa tumoral.

La localitzacié més freqiient del CU és la bufeta (90%), seguida pel TUS (5-10%) i finalment per
la uretra (1%). Els tumors al TUS (TM-TUS) es troben localitzats en un rati 2:1 a la pelvis renal

respecte als ureters i un 17% presenten tumor de bufeta concomitant [1].

1.2.1 Epidemiologia

El CU és el noveé tumor més freqlient a nivell global [2] (Figura 2). A la poblacié mundial
masculina, és el seté cancer més diagnosticat i quan es consideren ambdds sexes, a la Unid
Europea, es posiciona com a cinqué en incidencia [3]. La taxa d’incidéncia a la Unio Europea és
la més alta i es reparteix en 19.1 homes per cada 4 dones [4]. El 6.4% dels cancers
diagnosticats en adults al 2012 a Espanya van ser de bufeta, per tant, una incidéncia de 13,789

Casos en un any.
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Les divergéncies a la freqléencia entre géneres s’ha atribuit a les diferents exposicions als
factors de risc. De fet, tot i ser més freqiient al sexe masculi, s’"observa un augment clar de la
incidéncia al sexe femeni sobretot a partir de la decada dels 50, coincidint amb 'inici entre les

dones de I’habit del tabaquisme.

World: Both sexes, all ages
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Figura 2. Incidéncia dels cancers més comuns: estimacions del 2012 [3].

Pel que fa al TM-TUS, la incidencia a Europa és de dos casos cada 100.000 habitants. Al
diagnostic, el 60% dels tumors son muscul invasius, comparat amb el 15-20% de CU de bufeta,
i el 7% sén metastasics [5]. El pic d’incidéncia del TM-TUS és a una edat avangada i és tres

vegades més comu en homes que en dones [6].

1.2.2 Factors de risc

Tot i ser nombroses les causes que poden donar lloc a la malaltia, a continuacié es

resumeixen alguns factors que impliquen una major predisposicié:

= Tabac: és el factor de risc més relacionat amb aquesta patologia, sent el causant en un
50% dels casos del CU de bufeta [7,8] i incrementant el risc del 2.5 al 7 al TM-TUS
[9,10] amb un periode de laténcia d’uns 20 anys. Aquest risc augmenta amb el nombre
de cigarretes i la durada de I’habit. La toxicitat del tabac ve donada per la inhalacid
d’amines aromatiques, les quals sdn excretades per 'orina i sén toxiques per les

cel-lules urotelials.
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= Exposicié ocupacional a productes quimics: aquest és el segon factor de risc, causant
d’un 10% dels casos i es deu fonamentalment a la inhalacié d’anilines en industries
quimiques relacionades amb el cautxd i amb diferents tipus de colorants com tints,
pintures o vernissos. Un altre agent quimic rellevant sén els hidrocarburs policiclics
aromatics, relacionats amb el tractament de I’alumini, carbo, ferro i acer [11]. Avui en
dia, aquest risc va reduint gracies a les millores en els plans de salut laboral.

= Factor geneétics: tot i que la historia familiar sembla tenir poc impacte al
desenvolupament del CU [12], la predisposicid genética té una influencia en Ia
incidencia d’aquesta malaltia afectant a la susceptibilitat cap a altres factors de risc
gue si hi estan associats [13,14]. El TM-TUS i el CU de bufeta comparteixen alguns
factors de risc, pero fins ara s’han reportat dos polimorfismes especifics pel TM-TUS
[15].

= Factors ambientals: el consum d’aigua potable amb nivells alts en clor i arsenic,
I’exposicid de manera cronica a baixes dosis de radiacid ionitzant i I'Gs terapeutic
d’alguns isotops radioactius (com el 1-131 en el tractament del hipertiroidisme)
incrementen el risc d’aparicié del CU [16].

= Dieta: s’ha comprovat que dietes amb baix contingut en fruites i/o alt contingut en
greixos contribueixen a I'increment del risc de patir cancer de bufeta 1.4 vegades [13].

= Factors irritants, infeccid i calculs: els calculs, per la seva accié irritant sobre la mucosa
urotelial, associats o no a la infeccid cronica, s’han relacionat amb la metaplasia
escamosa i la leucoplasia, podent ser la base del carcinoma escamds o del
adenocarcinoma de via urinaria (molt poc freqlient). La esquistosomiasis d’uréter,
tipica de paisos en vies de desenvolupament, s’ha relacionat amb el desenvolupament
de carcinoma escamos [13].

= Herbes xineses: la ingestié de determinades herbes xineses per la pérdua de pes que
estan contaminades amb Aristolochia fangchi i Stephania tetranda indueixen una
nefropatia intersticial [9]. Entre els casos d’insuficiencia renal irreversible que van ser
sotmesos a nefroureterectomia profilactica bilateral, la meitat va presentar tumor de
vies urinaries superiors i d’aquests, el 18% eren muscul-invasius.

= Associaciéo amb la nefropatia dels Balcans: s’ha descrit una freqiencia major del que
és habitual en determinades arees dels Balcans on existeix una nefropatia endemica.
La incidencia del TM-TUS entre els afectats per la nefropatia és 100 vegades major,
mantenint-se inalterada la incidéncia de tumors de bufeta. La majoria dels tumors
eren no muscul invasius, multiples i bilaterals. No s’han detectat factors ambientals

[17].
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1.23

1.23.1

1.2.3.2

I'estadi

Tipus i classificacio

Segons el patré de creixement

El CU pot ser de diversos tipus segons el patré de creixement que presenti:

Papil-lar: aquest patrd es presenta en un 75-80% dels CUs. Els tumors papil-lars es
caracteritzen per presentar, tal com el seu nom indica, papil-les, que consisteixen en
prolongacions entapissades per cel-lules urotelials que contenen un estroma
fibrovascular al seu interior. Tendeixen a ser lesions multifocals i a recidivar. Aquest
patré de creixement també és caracteristic del papil-loma, que representa el 2.5% de
tots els tumors papil-lars de la bufeta. En aquest cas, les papil-les estan formades per
un eix fibroconjuntiu vascular revestit d’un epiteli de cél-lules transicionals normal.
Solid: aquest patré es dona aproximadament en el 10% dels CUs. Suposa una lesio
formada per illots cel-lulars que contenen grans nuclis hipercromatics. La preséncia
d’aquest patré implica un mal pronostic de la malaltia.

Mixte: es déna en el 20% dels CUs. Els tumors amb aquest patrdé de creixement
presenten caracteristiques papil-lars i solides al mateix temps.

Pla: al CU amb aquest patrd de creixement se li confereix una entitat propia de forma
gue passa a anomenar-se carcinoma in situ (Cis o Tis). Queda limitat a I'uroteli i té una

elevada capacitat invasiva. Pot presentar-se associat a lesions papil-lars i solides.
Segons histologia

A nivell histologic, el CU es classifica tenint en compte basicament dos aspectes:

d’invasié del tumor a les capes cel-lulars del tracte urinari i el grau de desdiferenciacio

cel-lular. A continuacid s’explica més detalladament cadascun dels aspectes.

2.1.1.1

Estadi

L’estadi indica el nivell d’extensié del tumor entre les capes del tracte urinari i fins i tot

si infiltra altres organs. El sistema per classificar-lo es denomina TNM (de I'angles, Tumour,

Node, Metastasis) i fa referéncia als seglients parametres:

T: indica el grau d’infiltracié del tumor a les capes del tracte urinari.

N: indica la preséncia o absencia de cél-lules tumorals als ganglis limfatics regionals.

M: informa de la preséncia o abséncia de metastasis a distancia.
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Aquests parametres poden avaluar-se a partir del teixit extret a la biopsia del tumor
(estadiatge clinic) i/o després de la cirurgia radical (estadiatge patologic). Quan es parla

d’estadiatge patologic a les categories T, N i M passen a dir-se pT, pN i pM, respectivament.

Segons |'estadi, el CU pot rebre diferents denominacions. Quan el tumor no arriba a envair la
capa muscular (Tis, Ta i T1) se 'anomena carcinoma no muscul-invasiu (NMI) o tumor no
invasiu de la capa muscular. En canvi, quan el tumor infiltra el muscul (>T2) se 'anomena
carcinoma muscul-invasiu (Ml). La classificaci6 TNM del CU de bufeta i de TUS es mostra a les

taules 1 2. A les figures 3 i 4 es mostra en detall el grau d’infiltracié dels tumors al TUS i a la

bufeta.

Taula 1. Esquema de la classificacid TNM al TM-TUS [18].

T - Tumor Primari

X
TO
Ta
Tis
T1
T2

T3

T4

El tumor primari no pot ser diagnosticat

No hi ha evidéncia de tumor primari
Carcinoma papil-lar no invasiu

Carcinoma in situ: ‘tumor pla’

El tumor envaeix el teixit connectiu subepitelial
El tumor envaeix el muscul

Pelvis renal El tumor envaeix per sota el muscul el greix peripelvic o el
parenquima renal

Ureter El tumor envaeix per sota el muscul el greix del voltant de
l'uréter

El tumor envaeix els 0rgans adjacents o a través del ronyd el greix
perinefritic

N — Noduls Limfatics Regionals

NX

NO
N1

N2

Els noduls limfatics regionals no poden ser diagnosticats

No hi ha metastasi als noduls limfatics regionals

Metastasi en un nodul limfatic Unic de 2cm o menys a la dimensié
maxima

Metastasi en un nodul limfatic Unic de més de 2cm, o a multiples noduls
limfatics

M - Metastasi a Distancia

MO
M1

No hi ha metastasi a distancia
Hi ha metastasi a distancia

Al TM-TUS trobem un 60% de tumors muscul-invasius al moment del diagnostic [5] i un 7%

presenten malaltia disseminada [19]. La supervivéncia als 5 anys no arriba al 50% per aquells

tumors que al diagnostic son pT2/pT3 i inferior al 10% quan es tracta de pT4 [20,21].
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Figura 3. Esquema de la classificacié en detall dels estadis del TM-TUS [22].

Aproximadament el 75% dels CU de bufeta es diagnostiquen inicialment com no muscul-
invasius (NMIBC). Desafortunadament aquests tumors estan caracteritzats per uns indexs de
recidiva que oscil-len entre el 60 i el 85% (un cop que el tumor primari ha estat tractat). A més,
entre el 15 i el 30% dels NMIBC progressaran a muscul-invasius (MIBC), podent arribar a
produir la mort del pacient [23]. Actualment, s’"ha generat una subclassificacié per I'estadi T1 ja
gue s’ha demostrat que la profunditat i la extensié de la invasié de la lamina propia per part

d’aquests tumors tenen valor pronostic [24,25].

Taula 2. Esquema de la classificacio TNM al CU de bufeta [26].

T - Tumor Primari

Tx El tumor primari no pot ser diagnosticat
TO  No hiha evidéncia de tumor primari
Ta  Carcinoma papil-lar no invasiu
Tis  Carcinoma in situ: ‘tumor pla’
T1  Eltumor envaeix el teixit connectiu subepitelial
T2  Eltumor envaeix el muscul
T2a Tumor envaeix el muscul superficial
T2b Tumor envaeix el muscul profund
T3  Eltumor envaeix el teixit perivesical
T3a Microscopicament
T3b Macroscopicament (massa extravesical)

T4 Eltumor envaeix algun del segiients: estroma prostatic, vesicules seminals, Uter, vagina, la
paret pelvica, la paret abdominal

T4a El tumor envaeix I'estroma prostatic, les vesicules seminals, I'Gter o la vagina
T4b El tumor envaeix la paret pélvica o abdominal
N — Noduls Limfatics Regionals

Nx  Els noduls limfatics regionals no poden ser diagnosticats
NO No hi ha metastasi als noduls limfatics regionals

N1 Metastasi en un nodul limfatic Unic a la pelvis

N2 Metastasi a multiples noduls limfatics regionals a la pelvis
N3  Metastasi en noduls limfatics iliacs comuns

M - Metastasi a Distancia

MO No hi ha metastasi a distancia

M1 Hiha metastasi a distancia
M1a No hi ha noduls limfatics regionals afectats
M1b Altres metastasis a distancia
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Figura 4. Esquema de la classificacio en detall dels estadis del CU de bufeta.

2.1.1.2 Grau

Els sistemes de gradacio dels tumors urotelials més difosos i ampliament acceptats han
estat els proposats per I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS). Al 1973 es va establir una
gradacid que s’ha estat utilitzant durant décades, la qual classificava els tumors en 4
categories: papil-loma, grau 1, grau 2 i grau 3. En aquest classificacid, els papil-lomes van ser
definits com a lesions exofitiques no malignes, formades per un eix fibroconjuntiu recobert per
un epiteli transicional normal. Per altra banda, les categories 1, 2 i 3 corresponien als diferents
graus d’anaplasia cel-lular, sent els tumors amb un grau 3 els que presentaven un grau
d’anaplasia més sever, suposant aixi un pitjor pronostic de la malaltia. L'anaplasia en aquesta
classificacié es va definir per la preséncia de cel-lules grans, amb irregularitat morfologica,
polaritat atipica, presencia de figures mitotiques anormals i amb variacions als patrons de
cromatina nuclears, entre d’altres. Una critica recurrent d’aquest sistema de gradacio va ser la
definicid poc exacta dels punts de tall entre els tres graus de malignitat [27]. Al 1998 aquest
sistema va ser modificat de manera que la classificacié va passar Unicament a considerar tres
grups de lesions: papil-loma, lesions de baix grau i lesions d’alt grau. Finalment, al 2004 la OMS
va afegir al sistema del 1998 una nova categoria que inclou les neoplasies urotelials papil-lars
amb baix potencial de malignitat o PUNLMP (de I'anglés, papillary urothelial neoplasm of low

malignant potencial) [28] (Figura 5).

PUNLMP Low grade High grade
I 1 I 2004 WHO

Grade 1 Grade 2 Grade 3

I | l { 1973 WHO

- .

Histologic Spectrum of TCC

Figura 5. Estratificacid dels tumors tenint en compte les classificacions del 1973 i del 2004 [29].
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1.2.3.3 Segons els grups de risc
Al 2016, les guies europees d’urologia [26] van descriure les recomanacions de
tractament segons uns grups de risc definits dins del CU de bufeta. En aquest sentit, els tumors

no muscul-invasius es divideixen en tres subcategories:

= Tumors de baix risc: comprenen tumors primaris, individuals, d’estadi pTa,

G1/PUNLMP, baix grau, menors de tres centimetres i sense Cis associat.

= Tumors de risc intermedi: tots els tumors compresos entre les categories de baix i alt

risc.

= Tumors d’alt risc: qualsevol tumor que compleixi alguna de les condicions de pT1, alt

grau, Cis i/o pTa de baix grau multiples, recurrents i grans (majors de tres centimetres).

1.2.4 Diagnostic i estadiatge
La clinica més habitual del CU és I'hematuria (és el signe més comu) seguida del
sindrome miccional irritatiu i del dolor lumbar. Durant la sospita de CU, les técniques que

s’utilitzen pel diagnostic i I'estadiatge sén les seglients:

1.2.4.1 Tecniques de radiodiagnostic
Dins d’aquestes técniques, la prova no invasiva, de baix cost economic i accessible més
utilitzada és I'ecografia, que permet visualitzar mitjangant ones acustiques d’alta freqiéncia

(1-20 MHz), organs i teixits de diferent impedancia acustica.

Aquesta técnica pot presentar una sensibilitat de fins al 98% en la deteccidé del CU. Per altra
banda, realitzada de manera trans-abdominal permet detectar tumors papil-lars d’entre 2 i 3
mm com a minim, sent la seva sensibilitat menor en tumors plans i localitzats a la cara anterior
de la bufeta. L'ecografia dona informacié de la via urinaria superior: presencia de
uretrohidronefrosi (indicador d’obstruccié de la via urinaria) i també es pot utilitzar en el

seguiment de la malaltia.

Quan existeix sospita de TM-TUS, la tecnica diagnostica gold estandard és la tomografia
computaritzada (TC). La TC permet la obtencié d’'imatges d’organs i teixits amb una alta
resolucio, gracies a la reconstruccié computaritzada de talls tomografics que sdn escanejats. Es
la técnica diagnostica que presenta millor rendiment amb una sensibilitat del 67 al 100% i una
especificitat del 93 al 99% [30]. També s’utilitza a I'estadiatge de la malaltia neoplasica tant al

TUS com a la bufeta.
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La ressonancia magneética per la seva banda, s’utilitza en casos excepcionals en aquells

pacients als que no se’ls hi pot administrar contrast radiologic.

1.2.4.2 Técniques endoscopiques

La cistoscopia urinaria consisteix en la visualitzacié directa de la bufeta mitjangant un
cistoscopi que esta format per una font de llum, un sistema optic i un aparell d’irrigacié (Figura
6). La combinacié d’aquests metodes de referencia també és clau per avaluar en controls
periodics als pacients amb historia prévia de CU. La periodicitat d’aquests controls dependra

del risc de recidiva del tumor.

bufeta

Figura 6. Esquema d’una cistoscopia (Font: https://www.mayoclinic.org).

Es important destacar que la sensibilitat de la cistoscopia és del 70-95%, depenent de la
proporcié de tumors Unics, superficials o in situ estudiats [31,32]. De fet, el limit de resolucié
de I'ull huma és limitat i pot no permetre detectar tumors de grandaria inferior a 0,5mm.

Amb la finalitat d’incrementar el percentatge de deteccid de carcinoma in situ s’ha
desenvolupat una tecnica de cistoscopia fluorescent, que consisteix en la instil-lacio
endovesical d’acid-5-aminolevulinic (5-ALA) o el seu éster derivat (H-ALA) o la utilitzacio de
Hypericin abans de realitzar la cistoscopia [33]. Aquests farmacs sdn agents fotosensibles.
L'administracié del farmac de manera intravesical donara lloc a I'acumulacié local de
molecules amb caracter fotoreactiu, en les cel-lules de les capes internes de la bufeta,
especialment en les cel-lules neoplasiques i preneoplasiques, degut a la seva major activitat

metabolica. Donat que aquests agents son capacgos d’emetre una llum vermella caracteristica

10
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en resposta a |'excitacié amb llum blava (de longitud d’ona entre 380 i 450 nm), les lesions
premalignes i malignes han de brillar en color vermell al ser il-luminades amb llum blava
durant la cistoscopia. Aquesta tecnica pot incrementar la deteccié de tumors o carcinoma in

situ fins al 30% per sobre de la técnica habitual de cistoscopia [34].

En el cas del TM-TUS, la cistoscopia urinaria es realitza sempre per descartar la preséncia de
tumor de bufeta concomitant. Quan el diagnostic mitjancant tecniques de radiodiagnostic no
és concloent es realitza la ureteroscopia. Es tracta d’'un procediment invasiu que es realitza
sota anestésia que permet la visualitzacié directa de tot el tracte urinari des de la insercid de

I'ureter a la bufeta fins als calces renals. Es poden utilitzar endoscopis rigids o flexibles.

1.2.4.3  Citologia urinaria
La citologia urinaria és un metode diagnostic no invasiu descrit per Papanicolau i
Marshall al 1945 [35]. Actualment, en combinacié amb la cistoscopia, és el “gold estandard” de

diagnostic del CU de bufeta, juntament amb la TC del TM-TUS.

L’exfoliacid cel-lular de l'uroteli a I'orina succeeix en condicions normals, existint, des d’un
punt de vista citologic, tres tipus cel-lulars que es reconeixen a I'orina i que presenten els tipus
de cel-lules que formen l'uroteli: cél-lules basals, cél-lules intermitges i cel-lules superficials o
“en paraiglies”. La citologia urinaria es basa en I’analisi morfologic d’aquesta cel-lularitat de
I'orina. Consisteix en una tincié hematoxilina-eosina (H/E) del sediment urinari (també
anomenada tincié Papanicolau). Es considera un métode economic, d’alta especificitat en la
deteccio del CU (al voltant del 95%) i amb una sensibilitat mitja que es troba entre el 35 i el
40%. La sensibilitat arriba al 84% a la deteccié de tumors d’alt grau a la bufeta i al TM-TUS,
perd disminueix al 16% detectant tumors de baix grau [36]. Els criteris que s’utilitzen per
determinar la preséncia de malignitat consideren, entre altres parametres, I'augment de la

relacié nucli-citoplasma i la preséncia de nucléols.

Normalment, la mostra utilitzada per aquest examen és lI'orina per miccid espontania pero
també es poden utilitzar mostres procedents de barbotatge o cateterisme ureteral. Aquestes
ultimes poden ser especialment Utils en casos de lesions sospitoses a I'ureter o la pelvis renal.
L’avantatge principal d’utilitzar I'orina per miccié espontania és la inexisténcia d’invasivitat a

I’hora de recollir la mostra i la possibilitat de ser seriada (molt Gtil al TM-TUS).

El Cis i els tumors d’alt grau representen la diana principal de la citologia urinaria, combinada

amb la cistoscopia. Pel que fa al Cis, donada la seva falta de cohesid, aquest tipus de tumor és
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més donat a exfoliar que els tumors papil-lars. Un altre tipus de lesions planes que poden
suggerir la preséncia de carcinoma sén la atipia reactiva o la neoplasia intraurotelial de baix
grau. En aquests casos i davant la preséncia de troballes inconcloents normalment s’adopta
una terminologia conservadora a l'informe citologic (per exemple, citologia sospitosa) per

evitar el sobre-tractament.

Donat que la majoria de TM-TUS sén d’alt grau, la citologia és especialment util en aquests
tipus de tumors. La citologia urinaria al TUS presenta una sensibilitat del 65-78% [37],
acostuma a fer-se seriada (recollida de 3 dies). També pot fer-se in situ a les cavitats renals o
ureters, sent més sensible ja que es recull la mostra a la localitzacié del tumor. La falta de
sensibilitat en aquests casos és justificable per la dificultat en la interpretacid de la mostra

degut a que les cel-lules benignes del TUS acostumen a tenir una morfologia atipica [38].

Finalment, s’ha de destacar que el fet de que pugui existir sincronia entre el CU de bufeta i el
TM-TUS implica que el resultat positiu de la citologia no permeti identificar I'origen del tumor
(bufeta o TUS). Una citologia positiva pot indicar un tumor a qualsevol lloc del tracte urinari,

en canvi una citologia negativa no exclou la preséncia de tumor.

1.2.4.4  Biopsia multiple normalitzada

La biopsia multiple normalitzada (BMN) és una téecnica de diagnostic que té per
objectiu identificar arees de displasia o de carcinoma in situ a la mucosa vesical mitjangant la
pressa, amb pinga freda, de fragments mucosos en localitzacions ja definides. El nimero de
biopsies que s’acostumen a realitzar al mapeig vesical per descartar un Cis varia segons el
centre, pero en cap cas ha de ser menor de quatre. Un esquema sobre les localitzacions més

freqlients d’on s’obté una biopsia a la BMN s’il-lustra a la figura 7.

1 = Trigone 6 = Anterior wall

2 = Right ureteral orifice 7 = Posterior wall

3 = Left ureteral orifice 8 = Dome

4 = Right wall 9 = Neck

5 = Left wall 10 - Posterior urethra

Figura 7. Esquema biopsia vesical multiple, amb les localitzacions comunes de recollida de mostra [26].
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1.2.4.5 Tecniques histopatologiques

La tincid H/E és la técnica estandard per I'analisi histopatologic de les mostres de
teixit. Es basa en l'avaluacié al microscopi optic de la morfologia cel-lular present en una
biopsia (de teixit urotelial o limfatic, principalment). El patoleg examina les preparacions
histologiques i no només diagnostica la preséncia de cél-lules tumorals a la mostra siné que
també avalua el nivell d’invasié del tumor a la paret del tracte urinari i el grau de diferenciacié

cel-lular.

La inmunohistoquimica (IHQ) és una técnica complementaria a la tincié H/E en aquells casos
en que la morfologia cel-lular posa en dubte el diagnostic del CU i/o de la seva disseminacid. Es

tracta d’una tecnica basada en la deteccié de marcadors moleculars (proteines).

1.2.5 Tractament

Després del diagnostic inicial del CU de bufeta o del TM-US, es realitzara una reseccié
del tumor per establir I'estadi i el grau i aixi dictaminar el tractament més adient depenent del
nivell d’infiltracié del tumor o de si es troba disseminat. A continuacid es detallen les opcions

terapeutiques més utilitzades en cada cas:

1.2.5.1 Tractament de la malaltia no muscul invasiu

1.2.5.1.1 Tractament quirurgic

La reseccid transureteral (RTU) és una intervencié quirurgica on s’extirpen les lesions
visibles del tumor de bufeta en petits fragments a través de la uretra, mitjangant un aparell
anomenat resectoscopi (Figura 8). Té doble finalitat: diagnostica, ja que permet la gradacié i
estadiatge del tumor, i terapéutica. Es el tractament d’eleccié en els pacients amb tumor de
bufeta inicial i en la majoria dels casos amb recidiva tumoral. Encara que com a tractament
aillat, la RTU s’utilitza només en els pacients amb tumors de baix risc de recidiva i/o progressio
(tumors Ta de baix grau sense Cis associat). A la resta de pacients amb tumors no muscul
invasius (de risc intermedi i elevat grau de recidiva i/o progressid) s’aconsella la utilitzacié de la
guimioterapia o immunoterapia intravesicals adjuvants, ja que han demostrat ser efectives per

a reduir el risc de recidiva i de progressio [26].

Com a regla fonamental, per certificar que la RTU s’ha realitzat correctament, entre els
fragments reseccionats ha d’estar representada la capa muscular. Si no existeix representacid
d’aquesta capa, el tumor haura de catalogar-se com a Tx i es valorara la realitzacié d’una nova

RTU per aconseguir la correcta estratificacid.
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El percentatge de complicacions d’aquesta cirurgia oscil-la entre el 4.7% i el 16%, trobant-se
relacionat amb la grandaria del tumor, amb el nimero de focus i amb la expertesa del cirurgia
[39]. La mortalitat intra o post-operatoria és molt baixa i sembla estar relacionada amb la

comorbiditat del pacient.

Urinary Bladder

Figura 8. Esquema i imatge real d’una reseccid transureteral (Fonts: https://bellurology.com i

http://www.drtimnathan-urology.com.au).

En el cas dels tumors localitzats al TUS, es pot realitzar un tractament conservador consistent
en l'ablaciéd per laser del tumor a través de l'ureterorenoscopia. Préviament a aquest
procediment, es realitza una citologia i una bidpsia per caracteritzar el tumor. El tractament
esta indicat principalment en aquells casos en que el tumor és de baix grau sense infiltrar el
muscul (estadiatge per imatge, citologia i biopsia), en lesions PUNLMP, en tumors menors de
2-3 cm i en pacients monorens. També s’utilitza quan la cirurgia radical esta contraindicada ja
sigui per la preséncia de malaltia bilateral, insuficiencia renal o comorbiditat del pacient

[40,41].

1.2.5.1.2 Tractament adjuvant endovesical

Quimioterapia endovesical

Tot i que la RTU per si mateixa pot eradicar un tumor d’estadi Ta o T1 completament,
aquests tumors recidiven amb alta freqiiéncia i poden progressar cap a CU muscul-invasius. Es
per aixd que el tractament adjuvant esta indicat en molts d’aquests pacients. En aquests casos

és la mitomicina C el tractament més habitual.

Una instil-lacié unica després de la cirurgia ha demostrat ser efectiva destruint cél-lules
tumorals circulants, a més de tenir un efecte abrasiu (reseccié quimica) a les cél-lules tumorals
residuals al lloc de la reseccid i a tumors infravalorats [42]. A més, diferents estudis demostren
que després de la RTU, una instil-lacié Unica redueix significativament les taxes de recidiva. En
canvi, si els pacients han presentat una taxa de recidiva de més d’una a I'any, es recomana la

realitzacié d’un tractament de quimioterapia adjuvant complert.
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No hi ha estudis aleatoritzats que demostrin la eficiencia d’aquest tractament en TM-TUS pel

gue no s’utilitza en aquests pacients.

Immunoterapia intravesical

La immunoterapia amb el Bacillus de Calmette-Guérin (BCG) després de la RTU ha
demostrat ser més efectiva que la RTU per si sola o que la RTU seguida de quimioterapia per a
prevenir la recidiva en els tumors no-muscul invasius al CU de bufeta [43,44]. S’ha observat
que I'efecte de la BCG es manté en el temps [45] i s’ha vist una reduccié també en el risc de
progressid. Tot i aquests beneficis, la BCG presenta més efectes secundaris que la
guimioterapia intravesical [46]. La immunoterapia amb BCG ddna lloc a una reaccid
immunologica activa (és a dir, que el sistema immune de I'hoste és I'efector) i inespecifica (ja
que implica una resposta inflamatoria independent de la antigenicitat tumoral) el
funcionament de la qual és la potenciacid de les cel-lules efectores dels sistema immune del
pacient. Consisteix en la instil-lacid intravesical, de manera periodica, de preparacions del bacil
Calmette-Guérin obtingudes a partir de soques modificades provinents d’una soca original de
Mycobacterium bovis. Aquestes instil-lacions desencadenen una reaccié immunologica per

part del pacient contra I'agent bacteria introduit.

Pel que fa al TM-TUS, la BCG es recomana en cas de Cis. Les instil-lacions retrogrades cap als
uréters es poden realitzar mitjancant catéters “pig tail” o doble-J per fer refluxos, amb uns
resultats molt discrets. Tot i aix0, un estudi recent demostra que els pacients amb TM-TUS no

muscul invasiu no es beneficien de la terapia amb BCG [47].

1.2.5.2 Tractament de la malaltia muscul-invasiva

1.2.5.2.1 Cirurgia radical

La cirurgia radical realitzada dependra de la localitzacié del tumor i del seu grau
d’invasivitat. Quan el tumor urotelial es troba localitzat a la bufeta, i a més es tracta d’un
tumor muscul-invasiu amb malaltia organ-confinada, la cistectomia radical amb
limfadenectomia és el tractament d’eleccid. En algunes ocasions aquest tractament també
s’aplica en el cas de tumors no muscul-invasius que han presentat freqlients recurrencies en
un curt interval de temps o han estat refractaris a la terapia de BCG realitzada després de la
RTU. Aquest tractament quirdrgic consisteix en I'extirpacid de la bufeta urinaria i dels ganglis
limfatics adjacents. En els homes la cirurgia també inclou I'extraccié de la prostata i en les
dones de 'uréter. D’aquesta manera es pretén I'eliminacid de la bufeta afectada aixi com de la

possible malaltia microdisseminada.
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La linfadenectomia pot donar lloc a complicacions com I'existéncia de limfocels encara que no
influeix en la mortalitat. Presenta un benefici terapéutic en el pacients amb CU de bufeta en
quant a supervivencia. Un cop extirpada la bufeta és necessaria una derivacié urinaria. Els
metodes més utilitzats per realitzar aquest procediment es divideixen en continents

(neobufeta i uretrosigmoidostomia) i incontinents (bricker i ureterostomia cutania).

Quan el CU es troba localitzat al TUS, el tractament estandard en pacients amb un tumor
muscul-invasiu és la nefroureterectomia radical. Aquest tractament consisteix en I'extirpacié
del ronyd, la pelvis renal i 'ureter afectat, junt amb una reseccié d’entre 1i 2 cm de la mucosa
vesical que envolta l'orifici ureteral. El fet de que en la majoria dels casos es valori el
tractament radical és degut a la alta tassa de recidiva i d’agressivitat d’aquests tumors, la seva
elevada multicentricitat i la baixa incidencia tumoral bilateral. Per aix0, es contempla un
tractament conservador només en aquells casos de tumors de baix grau, menors de 2cm, o
tumors d’alt grau i majors de 2cm en pacients monorens, en cas de TM-TUS bilateral o en
pacients amb insuficiencia renal i comorbiditat associada. Els tumors distals de baix estadi i
grau poden ser tractats mitjancant ureterectomia parcial, és a dir, Unicament extraient la part

de l'uréter afectada pel tumor.

1.2.5.2.2 Radioterapia i Quimioterapia

El CU és un tipus de tumor poc sensible a la radioterapia. Tot i que el tractament
estandard del CU de bufeta muscul invasiu és la cistectomia radical, la radioterapia forma part
de 'opcidé conservadora en el tractament d’aquesta malaltia en cas de preservacio de la bufeta

en combinacié amb la RTU i la quimioterapia sistemica.

La supervivencia als 5 anys després de la cistectomia radical no supera el 50% [48]. Per aquest
motiu, la quimioterapia neoadjuvant s’utilitza des del 1980 ja que augmenta la supervivéncia

[49].

Per la seva banda, la quimioterapia per si sola no comporta remissions tumorals duradores.
Per alguns pacients ben seleccionats, després d’una estratégia conservadora i quimioterapia
basada en plati es pot allargar la supervivéncia amb el manteniment de la bufeta intacta i fins i
tot considerar-se un tractament curatiu [50]. Després de la cistectomia radical, la

quimioterapia adjuvant es valora als pacients amb tumors d’estadi avangat (pT3-pT4).

Pel que fa al TM-TUS, la radioterapia no té un paper rellevant i hi ha pocs estudis que
demostrin I'eficiencia de la quimioterapia. A més, degut a I'edat avancada dels pacientsi a la

comorbiditat, no tots els pacients sén candidats a aquest tipus de tractament. Un estudi amb
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pacients sotmesos a quimioterapia mostra un benefici en la supervivéncia després del

tractament combinat amb nefroureterectomia radical [51].

1.2.6 Associacié del carcinoma urotelial en el tracte urinari superior amb el

carcinoma urotelial de bufeta

Els tumors localitzats al TUS estan fortament associats als de la bufeta.
Aproximadament el 20-50% de pacients amb TM-TUS desenvoluparan un CU de bufeta al llarg
de la seva vida, encara que només entre un 0.7-4% dels pacients amb CU de bufeta
desenvoluparan TM-TUS. Respecte a les recidives a la bufeta, s’ha observat que en la bufeta i
la uretra prostatica d’alguns dels pacients amb TM-TUS existeixen canvis pre-neoplasics
microscopics, especialment quan son d’alt grau. La majoria d’aquestes recidives acostumen a
donar-se dins dels 2 primers anys després del tractament quirurgic del TM-TUS, estant la mitja
entre els 5 i els 15 mesos posteriors [52,53]. La multifocalitat associada al CU en aquesta
localitzacid, I'estadi patologic i la historia de tumor de bufeta del pacient s’"han descrit com els
factors de risc més important per la recidiva tumoral a la bufeta [53]. L'alt index de recidiva a
la bufeta derivada d’un tumor al TUS implica la necessitat d’un rigords seguiment dels pacients
mitjangcant cistoscopia, especialment d’aquells amb antecedents de tumor de bufeta. A la
situacié contraria, la recidiva al TUS després d’un tumor de bufeta, existeix la hipotesi de que
la preséncia de reflux juga un paper actiu a la disseminacié de cel-lules canceroses des de la
bufeta fins la pelvis renal. Els factors més importants de prediccié de recidiva del tumor al TUS
son la multiplicitat del tumor de bufeta i I'estadi Tis. Finalment, cal destacar que els tumors
localitzats al TUS acostumen a presentar un major estadi i grau que els tumors de bufeta, fet
que confereix més agressivitat i pitjor pronostic [54]. Tot i compartir moltes caracteristiques i
ser un debat amb molta controversia, el CU de bufeta i el TM-TUS representen dues malalties

amb comportaments diferents encara que comparteixin el mateix origen histologic [55].

1.2.7 Pronostic

Ja que l'agressivitat de la malaltia del CU de bufeta i de TUS és diferent, dividirem la

seccid en dos apartats:

1.2.7.1 Pronostic del carcinoma urotelial de tracte urinari superior

Els TM-TUS que envaeixen la capa muscular (60%) acostumen a presentar un mal
pronostic. La supervivencia als 5 anys és inferior al 50% pels estadis T2 i T3 i menor del 10%
pels T4 [20]. L'edat és un factor important per predir la supervivencia al TM-TUS [56], tot i ser
insuficient per si sola per a predir I'evolucio de la malaltia.
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Els factors pronostics més ampliament reconeguts sén |'estadi patologic i el grau histologic
[57,58] pero també s’utilitzen el tamany (= 2-3cm) i la multiplicitat del tumor (Figura 9).
Aquests factors sén insuficients per predir I'evolucid dels pacients i la recerca a través

d’aproximacions de biologia molecular és de gran interés en aquesta malaltia.

CU de TUS

Factors pronostics —

|

Estadi

Grau

CIS

Invasio linfovascular

Multifocalitat

Grau (biopsia/citologia)
Edat avangada
Comorbiditat

Preséncia de noduls limfatics
Arquitectura del tumor
Marges quirurgics positius
Variants histologiques

ECOG >1

Consum de tabac

Cirurgia més tard dels 3 mesos
Localitzacio del tumor

Figura 9. Factors pronostics al carcinoma urotelial de tracte urinari superior [18].

1.2.7.2  Pronostic del carcinoma urotelial de bufeta

El tractament de la malaltia ha d’estar basat en la prediccié del pronostic del pacient.
Per aix0, s’ha desenvolupat una classificacié basada en el risc de recidiva i progressié per cada
pacient [59]. El sistema de classificacid es basa en els sis factors clinics i patologics que es
mostren a la taula 3 i assigna a cada factor un pes que afectara a la puntuacié final del test
pronostic pel CU de bufeta. D’acord amb aquesta puntuacié final, se li assigna a cada pacient

una probabilitat de recidiva i progressié (Taula 4).
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Taula 3. Pes assignat a cada factor per calcular la puntuacié de risc de recidiva i de progressié del CU de

bufeta [26].

Recidiva Progressio

Nombre de tumors

0 0

3 3

6 3
Diametre del tumor

0 0

3 3
Taxa de recidiva previa
tumor primari 0 0
< 1 recidiva/any 2 2
> 1 recidiva/any 4 2
Categoria

0 0

1 4
Cis concomitant

0 0

1 6

0 0

1 0

2 5
Puntuacié total 0-17 0-23

Taula 4. Probabilitat de recidiva i progressié de la malaltia d’acord amb la puntuacio de risc [26].

Puntuacio per

Probabilitat de recidiva

Probabilitat de recidiva

la recidiva a l'any als 5 anys
% (95% CI) % (95% CI)
0 15 (10-19) 31 (24-37)
1-4 24 (21-26) 46 (42-49)
5-9 38 (35-41) 62 (58-65)
10-17 61 (55-67) 78 (73-84)

Puntuacio per
la progressio

progressio a I'any

Probabilitat de

Probabilitat de
progressio als 5 anys

% (95% Cl) % (95% Cl)

0 0.2 (0-0.7) 0.8 (0-1.7)
2-6 1 (0.4-1.6) 6 (5-8)

7-13 5 (4-7) 17 (14-20)

14 -23 17 (10-24) 45 (35-55)
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1.2.8 Geneticai biologia molecular del carcinoma urotelial

1.2.8.1 Citogeneética del carcinoma urotelial

Com en altres tumors solids, al CU de bufeta es donen freqlientment aberracions
estructurals i numeriques dels cromosomes (aneuploidies, reordenacions, delecions,
amplificacions, etc.), que indiquen una inestabilitat genetica. Aquestes alteracions poden
donar lloc a nous gens de fusié o a canvis en la regié reguladora d’alguns gens i poden tenir un
impacte directe en el control de les funcions cel-lulars. Es creu que les cél-lules de I'epiteli
urotelial pre-cancerds ja presenten aquest tipus d’alteracions [60]. Els tumors muscul invasius
presenten moltes alteracions i generalment es tracta d’aneuploidies. Per contra, els CU no
muscul-invasius acostumen a presentar un cariotip proper al diploide i pocs reordenaments

genomics.

Els canvis cromosomics que donen lloc al CU de bufeta han estat ampliament estudiats. Alguns
treballs han revelat que en aquest tipus de tumor existeixen freqlients alteracions en un gran
nombre de cromosomes (1, 9, 7, 11, 17, entre d’altres), sent la perdua del cromosoma 9
I'alteracio més comu [61]. La trisomia del cromosoma 7 s’ha relacionat amb la recidiva tumoral
[62], mentre que la polisomia del cromosoma 17 i els guanys del cromosoma 8 s’han relacionat
amb un major grau i estadi, és a dir, amb la progressié tumoral [63]. Al NMIBC de baix grau
s’ha comprovat que sén infreqlients les alteracions genétiques del cromosoma 3. No obstant,
aquest cromosoma es troba freqlientment alterat en tumors d’alt grau i muscul-invasius [64].
En els NMIBC també es troben freqiients delecions als cromosomes 2, 4p, 8p, 11p, 13q, 17p i
18q [65]. Especificament a la regid 17p, que conté el gen TP53. Delecions de 4p també han

estat associades a fenotips tumorals més agressius [61].

Pel que fa al TM-TUS, encara que s’han realitzat escassos estudis citogenétics en aquest tipus
de tumor, el seu perfil citogenétic sembla similar al descrit al CU de bufeta, el que suggereix
gue aquests tumors presenten unes anomalies genétiques similars [52,61]. Concretament,
algunes de les alteracions més freqiients trobades en aquest tipus de tumors sén el guany de
1q, delecions de 1p, 5q, 8p, 14q, i trisomies dels cromosomes 7 i 20. També és frequent la
pérdua parcial o total del cromosoma 9 [61,66]. Les diferéncies genéetiques que semblen variar
segons la localitzacié tumoral en el tracte urinari sén les que comporten la inestabilitat de

microsatel-lits, descrites especialment al TM-TUS [67].
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1.2.8.2 Biologia molecular del carcinoma urotelial

La biologia molecular del CU és complexa. Es tracta de tumors que acumulen
inicialment un nombre important d’alteracions moleculars. Aquestes alteracions no només sén
més abundants a les lesions muscul-invasives que en les no muscul invasives, sind que a més a
més, semblen ser diferents. En general, les lesions moleculars que donen lloc a la formacié

d’una neoplasia ocorren als seglients tipus de gens reguladors:

= Protooncogens: la funcié normal del seu producte génic és promoure la proliferacio
cel-lular.

=  Gens supressors de tumors: regulen el creixement cel-lular descontrolat.

= Gens reparadors: codifiquen per proteines que serveixen per mantenir la integritat del

genoma.

Protooncogens

La principal funcié de les proteines codificades pels protooncogens és la transmissié de
senyals des de la superficie cel-lular al citoplasma o al nucli, aixi com la generacié d’una
resposta a aquestes senyals, a través de la fosforilacid6 de molécules diana i d’induir la
transcripcié del DNA. Les mutacions en aquests gens son de guany o canvi de funcid, i
promouen la proliferacié i la diferenciacié cel-lular. Les mutacions als protooncogens afecten
només a un al-lel i gairebé sempre sén canvis somatics. Els protooncogens mutats s’"anomenen

oncogens.

Els primers oncogens estudiats relacionats amb el CU van pertanyer a la familia RAS (H-RAS, K-
RAS, N-RAS). Aquestes proteines juguen un paper clau en la transduccié de senyals

intracel-lulars [68].

Altres oncogens que s’han trobat freqlientment sobre-expressats al CU sén EGFR i ERBB2,
localitzats en 7p i 17q, respectivament. Aquests gens codifiquen per proteines que intervenen
en la transmissié de senyals de I'exterior a linterior cel-lular. Especificament, la sobre-
expressid d’aquests oncogens s’ha relacionat amb el fenotip muscul-invasiu dels tumors de

bufeta [69-71].

El 80% dels tumors de bufeta d’estadi pTa presenten mutacions puntuals a FGFR3, el que
s’associa amb un pronostic favorable [72,73]. A I'estadi pT1 i en tumors muscul invasius, la
mutacié a FGFR3 és menys comu (10-20% en tumors d’estadi pT2 o superior) [74,75]. Tot i

aix0, FGFR3 esta implicat en el risc de desenvolupament de CU, aixi com en I'augment del risc
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de recidiva. A més, molts CUs, incloent aquells sense mutacions a FGFR3 presenten una sobre-
expressid d’aquest gen [74]. Els microRNAs (dels que parlarem més endavant) miR-99a i miR-
100, que regulen negativament I'expressié d’FGFR3, es troben comunament infra-expressats al
cancer de bufeta, particularment al NMIBC [76]. Tot i aix0, en CU no es troba una alta
freqiiéncia de mutacions a protooncogens a estudis de seqlienciacié de I'exoma, el que pot
indicar canvis més aviat epigenétics que no genetics. Existeix la hipotesis de que FGFR3 actua
activant vies de senyalitzacié en les que participa RAS, sent les mutacions en aquests dos gens
mutuament excloents [77]. També s’ha vist que sén excloents mutacions en FGFR3 i el gen
TP53 (gen supressor de tumors que codifica per la proteina P53) el que indica que intervenen

en vies alternatives de desenvolupament del carcinoma [78,79].

C-MYC, localitzat a 8q, és un oncogen que codifica una fosfoproteina nuclear. Entre les
funcions d’aquesta proteina s’inclouen la de promoure la replicacié del DNA i la de regular la
transicio GO/G1 al cicle cel-lular. Encara que la sobre-expressié d’aquest gen no estigui
relacionada amb la progressio i/o la supervivéncia, sembla presentar-se amb més freqtiéncia

en tumors de bufeta d’alt estadi i grau [80].

Un altre protooncogen a destacar és BCL-2, localitzat en 18q i que juga un paper fonamental a
la inhibicié de I'apoptosi. La seva sobre-expressio esta associada a fenotips poc agressius del

tumor [81].

Un dels principals protooncogens relacionats amb |'apoptosi i amb el CU és BIRC5, localitzat en
17q i que codifica per una proteina anomenada survivina. Aquesta proteina és multifuncional
ja que juga un paper clau a la inhibicié de I'apoptosi, intervé a la regulacié del cicle cel-lular i
promou l’'angiogénesi. S’ha vist sobre-expressada en diversos tipus tumorals, incloent el CU, i
donada la diferencia tan marcada d’expressio entre el teixit tumoral i el normal, ha estat

estudiada com a diana terapeutica [82] i com a marcador tumoral al CU [83].

Finalment, un altre protooncogen important relacionat amb la senyalitzacié en |'apoptosi és
FAS. Mutacions en aquest gen poden limitar la mort cel-lular programada afavorint el

desenvolupament del CU [84].

Gens supressors de tumors
Els gens supressors de tumors codifiquen per proteines que basicament controlen i
regulen el cicle cel-lular. En aquests gens, per donar lloc a la transformacié cel-lular, ambdues

copies han d’estar mutades, el que porta a la perdua de funcié del gen.
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Moltes de les afectacions a gens supressors de tumors estan relacionades amb el checkpoint
de la fase G1 del cicle cel-lular. A gairebé tots els MIBC es troben defectes en gens que
codifiquen per a proteines que controlen aquest punt. Entre ells, la inactivacié de TP53, RB1 i
CDKN2A, presenten un pronostic advers important [85]. En concret, la funcié de TP53 es troba
inactivada en el 76% dels MIBC [86]. Aquestes mutacions, en canvi, no son freqlients en estats
inicials de la malaltia. D’altra banda, la inactivacio de la ciclina CCND1 esta relacionada amb el
desenvolupament del NMIBC i pot representar un mecanisme d’inactivacié del checkpoint de

G1 en aquests tumors.

S’ha observat una perdua d’heterozigositat al locus de RB1 en un 29-33% dels cancers de
bufeta, també amb una major freqiieéncia en tumors muscul-invasius, i mutacions puntuals del
mateix gen en aproximadament el 27% de pacients [87]. A més, la perdua d’expressio de pl6,
freqlent alteracié al CU, esta inversament correlacionada amb I'expressié de RB1 i resulta en
un feedback d’alts nivells d’expressié en tumors amb péerdua de RB1 [88]. Els dos canvis sén
utilitzats com a biomarcadors adversos de progressio i es troben a més del 50% de MIBC [89].
L’'Us d’assajos que detecten la combinacié de TP53 i pRB millora la prediccid del pronostic del
CU de bufeta, en comparacié amb la deteccié de les mateixes proteines pero per separat. De
fet, existeixen estudis que demostren una activitat cooperativa de TP53 i PRb a la progressié
del CU [90]. Un altre dels gens supressors de tumors clau pel seu paper en la regulacié del cicle
cel-lular és CDKN1A, localitzat en 6p i que codifica per la proteina P21. Es un gen supressor de
tumors per la seva capacitat d’unié e inhibicié de l'activitat fosforilasa de les quinases
dependents de ciclines que regulen el cicle cel-lular. La seva expressié esta regulada de manera
directa per TP53, sent amb aquesta, mediador de la parada del cicle cel-lular quan es produeix
un dany al DNA. Estudis d’'immunohistoquimica han demostrat que en el Cis, I'existéncia d’'un
fenotip amb ambdues proteines mutades, TP53 i P21, esta relacionat amb un major risc de

recidiva, progressié i mortalitat [91,92].

Per ultim, cal destacar els gens CDKN2A i CDKN2B, que codifiquen per les proteines P16 i P15,
respectivament, i localitzades en la regidé 9p21, la qual es troba freqlientment delecionada en
estadis inicials del CU. Aquestes proteines sdn quinases dependents de les ciclines que regulen
el cicle cel-lular. Concretament la perdua d’expressié de P16, un inhibidor de la fosforilacié de
PRb i per tant inhibidor del cicle cel-lular, sembla presentar un efecte advers sobre la evolucié

clinica i la recidiva del tumor [93].
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Com hem dit, la delecié del cromosoma 9 és el fenomen més comu tant en NMIBC com en
MIBC i es presenta en més d’'un 50% d’aquests [94]. Aixo afecta a diferents gens supressors de
tumors com CDKN2A i CDKN2B [95], PTCH1 [96], DBC1 [97] i TSC1 [98]. Aquest ultim és un dels
gens més estudiats. Té la funcié de regular negativament I'expressié de la branca d’'mTOR a la
via de la PI3K. La perdua d’heterozigositat del cromosoma 9, la delecié homozigotica de
CDKNZ2A i la péerdua de I'expressido de p1l6 al NMIBC esta relacionada amb una reduccié del

temps lliure de recidiva en pacients amb CU [99,100].

Gens reparadors

Aquests gens codifiquen per proteines que detecten i reparen errors en la sintesi del
DNA. Quan no es corregeixen els errors a la sintesi del DNA s’incrementa molt el nombre de
mutacions a novell de tot el genoma. Aquests errors succeeixen normalment a seqliéncies

repetitives, les quals poden trobar-se en regions codificants i no codificants.

Trobem diversos gens reparadors del DNA mutats al CB. Pel que fa al MIBC, els gens
ERCC2 i ATM estan descrits a I’estudi del The Cancer Genome Atlas (TCGA) com a promotors de
progressié del CU [101]. La freqiiéncia de mutacions germinals en gens reparadors del DNA a
pacients amb CB és d’aproximadament el 10%, essent més freqlients a pacients amb MIBC que
als que presenten NMIBC i associant-se a un pronostic desfavorable [102]. Pel que fa al TM-
TUS, trobem una associacié entre mutacions germinals a gens reparadors del DNA causants del

Sindrome de Lynch i la predisposicié al TM-TUS [103].

1.2.8.3  Vies moleculars de progressio del carcinoma urotelial

El CU té un comportament bastant impredictible, donat que no tots els tumors amb el
mateix fenotip es comporten de la mateixa manera. Aquesta discrepancia porta a pensar en
I’existéncia de diverses vies de progressid de la malaltia amb diversos patrons d’alteracions
genetiques. La informacié sobre la genetica i la biologia molecular del CU ha ajudat a
hipotetitzar diferents models sobre el desenvolupament d’aquests tumors. La gran majoria de
models coincideixen en que la delecié del cromosoma 9, o com a minim, del seu brag p,
acostuma a océrrer d’hora en el desenvolupament del CU [104,105]. Tot i aixi, existeixen
diferents teories al voltant de la divergéncia genética entre els tumors muscul-invasius i els no

muscul-invasius.

Hoglund i col-laboradors al 2001 van proposar un model en el que es mostraven dues vies de

desenvolupament del CU [106]. Una d’aquestes vies s’iniciaria amb la perdua del cromosoma 9
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i continuaria amb les pérdues del 11p i amb guanys en I'1g. Aquesta seria la via que seguirien
aquells tumors que comencen sent Ta pero que després progressen a muscul-invasius. D’altra
banda, una segona via comengaria amb guanys al cromosoma 7 i continuaria amb perdues i
guanys del cromosoma 8q. Aquesta via presentaria una correlacié amb els estadis T1-T3. En
passos posteriors d’ambdues vies es donarien alteracions genetiques comuns, de forma que
aquestes dues vies serien inicialment independents pero convergirien en estadis avancats,

guan el nombre d’alteracions genétiques és molt elevat.

Més endavant, al 2005, Wu i col-laboradors plantegen també dues vies d’evolucié del CU
[107]. Una d’elles es caracteritza per la preséncia de mutacions a FGFR3 (70%) i H-RAS (30-
40%) a l'inici de la carcinogenesi. Posteriorment i associades a progressio, es produirien
delecions en 8p, 11p, 13qi 14g. Una segona via, que caracteritzaria als tumors muscul-invasius
d’alt grau, s’originaria a partir d’un Cis, d’'una displasia severa, o bé de novo. La majoria dels
tumors que anirien per aquesta via tindrien mutacions a TP53 o a RB1. A més, el 50% dels
tumors que seguirien aquesta via generarien metastasi al intervenir en el procés alteracions en

moléecules d’adhesio, en factors que intervenen en I'angiogénesi, entre d’altres.

Actualment i gracies als avancos en les tecniques de biologia molecular, s’estan confirmant les
teories de les dues vies: els tumors no muscul invasius, amb altes taxes de recidiva pero
geneticament estables, i els tumors muscul invasius, genéticament inestables i que acumulen

moltes alteracions (Figura 10).
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Figura 10. Potencials vies per la formacid del CU basades en observacions histopatologiques i
moleculars. Els marcatges blau i el vermellds indiquen les dues vies majoritariament reconegudes a les
dues ultimes décades. Actualment, la identificacié dels diferents subtipus moleculars suggereix vies

alternatives entre les dues principals [94].
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Cal destacar que s’han trobat tumors invasius que presenten mutacions a FGFR3 i perdua de
CDKN2A, el que podria suggerir una via per la qual tumors papil-lars no invasius de baix grau
poden progressar i envair el mascul i fins i tot arribar a metastatitzar. La recent identificacié de
multiples subtipus moleculars de NMIBC i de MIBC suggereix diverses sub-vies dins de les dues
vies principals que explicarien I’heterogeneitat i la variabilitat del comportament tumoral que

s’observa a la practica clinica (Figura 11).
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Figura 11. Proposta de model per la formacié del CU i la seva relacid amb els subtipus intrinsecs del
cancer de mama. A) Associacid de les alteracions genétiques als CU de baix i alt grau. B) Diagrama que

mostra la possible relacié entre els subtipus intrinsecs de cancer de mama i bufeta [94].

1.2.8.4  Subtipus moleculars del carcinoma urotelial

L'heterogeneitat en I'evolucid clinica dels pacients amb CU suggereix |'existéncia de
diferéncies biologiques rellevants a nivell molecular entre els tumors NMIBC i els MIBC. A la
literatura trobem diferents estudis que tenen com a objectiu caracteritzar els diferents
subtipus moleculars que es troben al CU. En aquests treballs s’analitza els tumors de bufeta
des de diferents aproximacions moleculars: estudis de mutacions del DNA, estudis d’expressio
genica, de metilacid, etc. (Figura 12). Fins al moment, els perfils transcripcionals en combinacio
amb l'estudi de mutacions presenten la millor definicid dels diferents subtipus tumorals. Un
extens estudi d’expressié en diversos tumors de bufeta de tots els estadis i graus dut a terme
per Sjodahl i col-laboradors (conegut com “estudi de Lund”) va identificar cinc subtipus
tumorals: urobasal (UroA), UroB, genéticament inestable (GU), carcinoma de cél-lules

escamoses (SCCL) i invasiu [108].
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El grup SCCL comparteix moltes caracteristiques amb el subtipus basal en cancer de mama pel
que s’ha decidit anomenar-lo basal també [109]. Els tumors UroA sén de bon pronostic; els GU
i els invasius presenten un pronostic intermig i els basals i els UroB tenen el pitjor pronostic.
Tot i que els tumors UroB tenen mutacions a TP53 i molts sédn muscul invasius, mostren
caracteristiques epitelials, incloent mutacions a FGFR3, el que pot indicar una evolucié des del
grup d’UroAs. Els tumors UroB també presenten deleci6 homozigotica de CDKN2A, el que
podria ser un mecanisme pel que els tumors no muscul invasius amb mutacié a FGFR3
progressessin [110]. Aquests subtipus moleculars no correlacionen exactament amb I'estadi
patologic i el grau histologic dels tumors inclosos a I'estudi, el que pot tenir implicacions

rellevants al tractament i pronostic d’aquests pacients.
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Figura 12. Subtipus moleculars del cancer de bufeta. Classificacié dels subtipus en referéncia als quatre
perfils d’expressid génica proposats. A) Sjodal i col-laboradors defineixen cinc subtipus anomenats
urobasal A (uroA), UroB, genéticament inestable (GU), carcinoma de cel-lules escamoses (SCCL) i invasiu
[108]. B) Damraurer i col-laboradors classifiquen en base a subtipus basals i luminals [111]. C) L'estudi
del TCGA defineix quatre grups d’expressio diferenciats [86]. D) Choi i col-laboradors defineixen el

subtipus luminal “p53-like” [112].
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Subsequents estudis en MIBC realitzats per Damraurer i col-laboradors, han definit els subtipus
transcripcionals [101,113,114] amb forga coincidéncia [115] ja que els dos subtipus majoritaris
(basal i luminal) mostren grans semblances amb els mateixos subgrups en cancer de mama. Els
tumors del subgrup luminal de MIBCs estan enriquits en uroplaquines, KRT20, ERBB2 i
marcadors de diferenciaci6 com FOXA1, GATA3, TRIM24 i PPARy, i a més presenten una

morfologia papil-lar i sobre-expressié o mutacié de FGFR3.

A I'estudi del TCGA s’han definit quatre grups basats en I'expressiod génica (I-IV). El grup | es
caracteritza per expressar marcadors luminals [86]. El grup Il comparteix caracteristiques de
luminal i d’'un subtipus anomenat “p53-like”. Aquest subtipus “p53-like” va ser descrit per Choi
i col-laboradors, definint-lo també com a luminal i caracteritzar per presentar activacions a la
via de TP53, baix nivells de marcadors de cicle cel-lular i de proliferacié i enriquiment de
marcadors de matriu extracel-lular [112]. El subgrup invasiu descrit per Sjédahl i col-laboradors
gairebé solapa amb aquest subtipus. En els tres estudis que acabem de descriure trobem
tumors expressant marcadors basals (KRT5, KRT6, KRT14, CD44 i CDH3). Dos d’ells identifiquen
tumors “low-claudin basal” que expressen marcadors caracteristics d’'EMT i amb baixos nivells
de citoqueratines, els quals sén analegs a alguns cancers de mama [111]. Globalment, en tots
els estudis, el grup SCCL (o basal) de MIBC presenta el pitjor pronostic, i aquells tumors amb
arquitectura papil-lar i sobre-expressid d’FGFR3, E-caderina, GATA3, FOXA1 i uroplaquines

tenen el millor pronostic.
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Figura 13. Subtipus moleculars del cancer de bufeta. a) Subtipus moleculars del NMIBC provinents de
I'estudi UROMOL. b) Nomenclatura i correlacié entre els subtipus moleculars descrits pels diferents

estudis transcripcionals pel MIBC. Imatge extreta de [116].
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Pel que fa a la classificacié molecular del NMIBC, a I'estudi de Lund es van incloure bastants
tumors no muscul invasius de baix grau, els quals es van classificar predominantment com a
UroAs. D’altra banda, I'estudi UROMOL [117], que s’ha centrat en la classificacio dels subtipus
moleculars del NMIBC, ha descrit tres subtipus moleculars. Els tumors agrupats a la classe 1
sén majoritariament Ta i mostren el millor pronostic. Les alteracions d’aquesta classe 1 sén
molt similars a les del grup d’UroAs de la classificacié de Lund. A la classe 2 s’agrupen tumors
T1 i tumors d’alt grau i la majoria dels tumors que van progressar cap a MIBC. La classe 3
inclou tumors amb caracteristiques compartides entre el grup d’UroAs i la classificacié basal

dels MIBC.

Un resum dels diferents subtipus moleculars del CU descrits fins al moment es mostra a la
Figura 13. Avui en dia s’esta treballant per definir una classificacié Unica de subtipus

moleculars per poder-la utilitzar a la practica clinica i millorar el tractament d’aquests tumors.

1.2.8.5 microRNAs

Els microRNAs (miRNAs) sdn RNAs no codificants de cadena simple formats per entre
18-25 nucleotids de llargaria i que constitueixen una nova classe de gens reguladors [118]. En
general, regulen negativament |'expressié de les seves dianes (un mRNA, de [l‘angles
Messenger RNA, és una diana d’'un miRNA si aquest miRNA regula el mRNA) d’una o dues

maneres depenent del grau de complementarietat entre el miRNA i |la seva diana (Figura 14).
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Figura 14. Resum dels elements basics que regulen el DNA, I'expressié en forma de mRNA i de les

proteines [119].
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En aquesta tesi s’han identificat miRNAs amb valor pronostic en TM-TUS, i per tant, a

continuacié es descriu la biogénesi, nomenclatura i relacié dels miRNAs amb el cancer:

Biogénesi dels microRNAs

La transcripcid dels gens dels miRNAs per la polimerasa Il déna lloc a la generacié d’un
transcrit primari del miRNA (pri-miRNA). Un complex format per les proteines Drosha i DGCR8
constitueix el microprocessador que talla el pri-miRNA per a formar la forquilla del miRNA
precursor o pre-miRNA [120]. El pre-miRNA és exportat al citoplasma per una exportina i alla
és tallat per Dicer, una RNAsa (l'activitat de la qual pot estar regulada per proteines
accessories) i es forma un duplex que anomenarem miRNA intermediari. Aquest duplex conté
dos fragments madurs de miRNA, els que s’"anomenaran 5p i 3p. El fragment que es transcriu
en la direccid original de traduccié sera el 5p, mentre que el 3p sera el complementari.
Normalment, un d’ells és immediatament degradat (normalment el fragment 3p). La base de
dades on es recullen els miRNAs humans descoberts és I’'anomenada miRBase data base [121].
En versions anteriors d’aquesta base de dades, el fragment de miRNA degradat s’Tanomenava
amb un asterisc (miR-X*) i I'altre sense cap més identificacié que el nimero. En canvi, algunes
vegades els dos fragments romanen estables i funcionals a la cél-lula [122]. Per aix0, en

versions més recents de miRBase, el miRNA madur esta referit com a ‘-5p” i *-3p’.
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Figura 15. Biogénesis de I'RNA i el seu sistema d’accié [123].
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Aguest miRNA madur s’integra a un complex multiproteic anomenat complex miRISC (de
I"'anglés, miRNA-induced silencing complex). Aquest complex és guiat fins al mMRNA diana i quan
ambdds hibriden, preferiblement a localitzacions properes al 3’UTR del mRNA, pel que es
requereix una complementarietat completa al que anomenem seed del miRNA pero no a altres
parts de la unid, dues opcions sén possibles: la repressié translacional o la degradacié del
mRNA diana, on aquesta degradacio ocorre al voltant del 84% de les vegades [124]. En ambdds
casos, la proteina mai es forma. El mecanisme detallat de miRISC és encara controvertit pero
requereix de la funcid d’altres proteines (helicases com MOV10 i DDX6 o proteines d’unio a

I'RNA com FMR1 o PUM2) (Figura 15).

Es creu que més del 60% dels mRNA presents a una cél-lula estan possiblement regulats per
miRNAs [125]. Tot i que no hi ha un limit biologic descrit, mentre que un miRNA pot tenir molts
mMRNA diana, no s’espera que un mateix mRNA tingui molts miRNAs que tinguin com a diana el
seu extrem 3’ ja que cada miRNA necessita la seva propia seqliéncia de RNA per reconeixer-la i

hibridar (la seqiiéncia referenciada abans com a seed).

Els miRNAs s’agrupen en families o clusters. Una familia de miRNAs esta formada per diferents
miRNAs que comparteixen la mateixa regié seed. Aquesta regidé seed consisteix en els primers
vuit nucleotids a I'extrem 5’ i és important pel reconeixement miRNA-mRNA [126]. Per tant,
normalment els miRNAs de la mateixa familia comparteixen moltes de les seves dianes. Per
contra, els clusters sén grups de miRNAs que es transcriuen junts per la seva proximitat al
genoma pero no sén necessariament membres de la mateixa familia i la seva seqliéncia pot ser

molt diferent aixi com les seves dianes.

Els gens dels miRNAs poden estar a diferents llocs del genoma. Un mateix miRNA pot estar
codificat per més d’'un cluster, cadascun localitzat a un cromosoma diferent. Els dos gens

produiran el mateix miRNA, el qual no es podra diferenciar.

microRNAs en cancer

Els miRNAs, com a reguladors de I'expressid genica, participen en tots els processos
associats a la carcinogénesi, controlant un ampli ventall de funcions biologiques com la
proliferacié cel-lular, la diferenciacié o I'apoptosi. A més, algunes vies moleculars estan
interconnectades, evidenciant que el rang de funcions que poden estar regulades per un
miRNA pot ser molt ampli. Els miRNAs poden actuar tant com oncogens com gens supressors

de tumors depenent de la funcié que tingui el mRNA diana que regulin. Encara més, factors
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necessaris per a la biogenesi dels miRNAs han estat associats amb varis tipus de cancers i

poden ells mateixos actuar com a oncogens o gens supressors de tumors [127].

L'estudi dels perfils d’expressié dels miRNAs ha demostrat la seva utilitat com a meétode per a
la classificacid de diferents subtipus de cancer. Aquestes molécules poden convertir-se en una
eina molt potent pel diagnostic, pronostic o tractament d’aquesta malaltia. Pel que fa a la
utilitat dels miRNAs com a biomarcadors diagnostics, Hanke i col-laboradors han observat la
seva estabilitat a la orina i identifiguen miR-126 i miR-152 com a marcadors prometedors pel
diagnostics pel CU [128]. Recentment, al nostre grup de recerca s’ha dut a terme I'estudi dels
miRNAs en orina de pacients amb cancer de bufeta, generant una firma de miRNAs amb alta

precisio diagnostica i pronostica per aquesta malaltia [129,130].

Els miRNAs tenen també un paper fonamental en les vies moleculars de progressié del CU.
Com hem vist, les vies moleculars del tumors de baix grau i d’alt grau sén diferents. En
particular, els tumors de baix grau, presenten infra-expressido de miRs-99a/100 que indueixen
la sobre-expressié d’FGFR3. Els tumors d’alt grau, per contra, desenvolupen nombrosos
esdeveniments genétics i epigenetics, incloent la transicié epiteli-mesénquima mitjancada per
la familia miR-200, la supressio de la via de TP53 (per miR-21), I'apoptosis (pels miRs-143/145)
i la proliferacié mitjancada per la sobre-expressio del factor de transcripcié E2F3 seguit de la

infra-expressio de miR-125b .

1.2.8.6 Biomarcadors

La identificacié de biomarcadors en CU és de gran importancia per millorar diferents
aspectes en el seu diagnostic , pronostic o per predir la resposta a tractaments. Tant al TM-TUS
com al CU de bufeta, cap dels biomarcadors descrits als Gltims temps ha estat implementat a
la practica clinica diaria. A continuacid es resumeix I'estat dels biomarcadors proposats pel

pronostic o diagnostic d’ambdues patologies.

1.2.8.6.1 Biomarcadors pel tumor de tracte urinari superior

Marcadors en teixit

A la literatura s’ha descrit el paper pronostic de diferents proteines involucrades al
cicle cel-lular com a potencials biomarcadors de la malaltia [131]. S’ha relacionat TP53 amb
I'agressivitat dels tumors i la supervivencia dels pacients [132,133]. A més, s’ha relacionat Ki-
67 amb la proliferacié cel-lular i s’ha associat amb un estadi i grau tumoral avancat en TM-TUS
[134]. En tercer lloc, la Uroplaquina lll i la proteina Snail també s’han correlacionat amb la

supervivencia cancer especifica i amb la recidiva del TM-TUS [135,136]. Pel que fa als
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marcadors d’apoptosis, la survivina s’ha descrit com a predictora de la supervivéncia al TM-
TUS [137]. En quant a I'angiogenesi, HIF-1a també s’ha associat a la supervivéncia cancer
especifica de TM-TUS [138]. Finalment, estudis de molécules d’adhesié com I'E-caderina han
demostrat que aquesta molécula podria ser un predictor independent de la recidiva o la
supervivencia cancer especifica [139,140]. El nostre grup va determinar el perfil d’expressio
genica del TM-TUS [141] i va descriure miR-31-5p i miR-149-5p com a biomarcadors pronostics
de progressié de la malaltia [142]. Cap d’aquests marcadors descrits s’ha implementat a Ia
practica clinica molt probablement per la manca d’estudis de validacié multicéntrics que

confirmin aquests resultats i determinin la utilitat clinica final d’aquestes molécules.

L’'anomenada inestabilitat dels microsatel-lits (MSI) ha estat estudiada en diferents cancers i la
seva presencia s’ha descrit en pacients amb TM-TUS. Només un estudi ha demostrat que la
MSI pot ser un predictor independent de la supervivéncia a la malaltia en pacients amb TM-
TUS avangat (estadi T2 o més), per tant la validacié dels resultats és necessaria per determinar

la seva utilitat com a marcador [67].

La hipermetil-lacié de promotors també ha estat estudiada i relacionada amb la supervivencia
lliure de progressié al TM-TUS [143]. Finalment, mutacions a FGFR3 també han demostrat
estar associades amb estadis no muscul-invasius a TM-TUS i amb un millor pronostic de Ila

malaltia [144].

Marcadors en sang

Els estudis de biomarcadors a la sang de pacients amb TM-TUS sén escassos i els pocs
que trobem descrits estan en fases encara molt preliminars. A més a més, cap d’ells s’ha
relacionat amb la prediccid de recidiva o supervivencia de la malaltia, ni ha estat validat en

treballs multicéntrics [145,146].

Marcadors en orina

La orina, al estar en contacte amb I'epitel-li urotelial és un medi molt adient per la
recerca de biomarcadors, aixi com propici pel desenvolupament d’un test diagnostic o
pronostic no invasiu. Una citologia positiva és altament suggestiva de TM-TUS quan la
cistoscopia és normal i en el cas de que s’hagi descartat un Cis a la bufeta o a la uretra
prostatica [18]. Diferents estudis han avaluat el paper de la citologia per a determinar I'estadi i
el grau del tumor i la seva utilitat predictiva preoperatoria [147,148]. A nivell molecular,
I’estudi de FISH en pacients amb TM-TUS ha demostrat que aquesta teécnica presenta una alta

sensibilitat per la deteccid de la malaltia pero no s’utilitza de manera rutinaria [149,150].
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1.2.8.6.2 Biomarcadors en orina pel seguiment del carcinoma urotelial de
bufeta

La identificacié de biomarcadors en orina és de gran importancia en el cancer de
bufeta per reduir la freqiéncia de cistoscopies en el diagnostic i seguiment d’aquest tumor,
per detectar possibles progressions de la malaltia de manera precog, aixi com per predir la
resposta a tractaments [151]. En aquesta tesi ens hem centrat en la identificacid de
biomarcadors per a la millora de la deteccié del NMIBC en pacients en seguiment per CB, ja
que el 70% de les recidives sén tumors no muscul-invasius, i un marcador amb una altra

precisid diagnostica en aquests pacients seria de gran utilitat a la practica clinica actual.

A la literatura s’han descrit diferents biomarcadors en orina pel diagnostic i seguiment del CU, i
fins i tot sis d’ells han estat aprovats per la Food and Drug Administration (FDA); cinc d’ells han
estat aprovats pel diagnostic i el seguiment del CU de bufeta (NMP22 test kit, NMP22
BladderCheck Test, BTA TRAK, BTA stat i I'UroVysion) i el darrer (uCyt+) ha estat aprovat
només pel seguiment de pacients amb NMIBC. Tot i aixi, cap d’aquests tests ha estat

implementat a la practica clinica diaria.

També trobem biomarcadors comercialitzats que es troben en fases de desenvolupament
(fase I-1I-1ll) que encara no estan aprovats per la FDA. A la taula 5 es mostren en resum els
diferents biomarcadors descrits fins al moment per la deteccié i seguiment del NMIBC a les

diferents fases de desenvolupament:

= Fase 0: desenvolupament del test

=  Fase |: estudi retrospectiu

= Fase Il: validacié en una série més amplia

= Fase lll: validacié externa multicentrica amb assajos clinics prospectius

= Fase IV: informe post-aprovacié
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Taula 5. Resum dels diferents biomarcadors descrits pel diagnostic i/o seguiment del CU de bufeta no

muscul invasiu [171].

Test Metodologia Sens(:;:;lltat Espe(c;:;utat Font
NMP22BC ELISA [152]
MAE::ED"?T\S/ - NMP‘Z:EEB;IIa(\dder POC test 50-85 46-93 [153]
(aprovats per la BTA TRAK ELISA 54-61 74-86 [154]
FDA) BTA Stat POC test [155]
ImmunoCyt*/uCyt* | Inmunofluorescéncia 62-85 74-93 [156]
Urovysion FISH 13-94 63-100 [157]
CxBladder
MARCADORS EN Monitor RT-qPCR 93 - [158]
FASE [I-Il UBC Test ELISA/POC test 12-80 77-92 [159]
Xpert BC Monitor RT-gPCR 84 91 [160]
FAS soluble ELISA - - [161]
Acid Hialuronic ELISA i RT-gPCR 91 70 [162]
Survivina ELISA 64 93 [163]
FGFR3 Analisi de mutacions 58 - [164]
MARFiAS'Z?_ﬁS EN Me“';;? del Sequienciacié 58-89 66-97  |[165,166]
Combinacio Analisi de mutacions
FGFR3+Metil-laci6 + sequienciacid 79-95 75-77 [167,168]
del DNA
VEGF ELISA - - [169]
Microsatel-lits RT-gPCR 58 73 [170]

Finalment, comentar que hi ha una llarga llista de biomarcadors relacionats amb les vies

moleculars de progressié del CU que estan sent actualment investigats. A continuacié es

resumeixen a la taula 6 els biomarcadors moleculars estudiats pel CU agrupats per les

diferents vies de senyalitzacio cel-lulars a les que intervenen i la seva relacié amb la malaltia.
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Taula 6. Principals biomarcadors moleculars descrits al carcinoma urotelial [171].

. Expressi6 al carcinoma » . L.
Biomarcador . Funcié normal Impacte pronostic
urotelial
Cicle cel-lular
. ., Augment de la recidiva tumoral,
p53 Alterada Inhibeix la progressié G1-S X e L, .
disminucié de la supervivéncia
Inhibidor de ciclines depenents de Augment de la recidiva tumoral,
p21 Infraexpressada o perduda . P . s L -
quinases disminucié de la supervivéencia
Promou la degradacio al proteasoma Incrementa amb l'estadi i el grau
Mdm?2 Sobreexpressada g P 8
de p53 tumorals
pl4 Infraexpressada o perduda Inhibeix MDM2 Disminucid de la supervivéncia
Inhibidor de ciclines depenents de Augment de la recidiva tumoral,
pl6 Infraexpressada o perduda . P . s L -
quinases disminucié de la supervivéencia
. " - ., . Augment de la recidiva tumoral,
PRb Perduda o hiperfosforilada Inhibeix la progressié del cicle cel-lular e L, .
disminucié de la supervivéncia
. Incrementa amb l'estadii el grau
CDK4 Sobreexpressada Forma part de la transicié G1-S 8
tumorals
Inhibidor de ciclines depenents de -
p27 Infraexpressada o perduda . P Augment de la recidiva tumoral
quinases
Fas Infraexpressada o perduda Promou I'apoptosi Disminucid de la supervivéncia
Bcl-2 Sobreexpressada Inhibeix I'activacié de caspases Disminucid de la supervivéncia
. Mal pronostic, disminucid de la
Bax Infraexpressada o perduda Promou l'apoptosi P .
supervivencia
Caspasa 3 Infraexpressada o perduda Promou I'apoptosi Augment de la recidiva tumoral
Proliferacio
FGFR3 Sobreexpressada Transmissié de senyals de creixement Augment de la recidiva tumoral
L, X Promou la progressid, disminueix la
EGFR Sobreexpressada Transmissié de senyals de creixement . p' &
supervivencia
ErbB-2 Sobreexpressada Transmissié de senyals de creixement Disminucié de la supervivéncia
L, N . Incrementa amb l'estadii el grau
VEGFR2 Sobreexpressada Transmissio de senyals d'angiogénesi ) . ‘g )
tumorals, la invasid i la metastasi
Ki67 Sobreexpressada Promou la proliferacié cel-lular Augment de la recidiva tumoral
Transduccio de senyals
HRAS Sobreexpressada Activa Raf i PI3K Incrementa a Ta
PKC Sobreexpressada Activa Raf, c-Fos, NF-kB, i inhibeix Bad Augment de la recidiva tumoral
L. 5 ., Disminueix amb l'estadii el grau
PTEN Infraexpressada o perduda Antagonica a la senyalitzacié de PI13K g
tumorals
Regulacio génica
STAT3 Sobreexpressada Regula I'expressio génica Augment de la recidiva tumoral
Insercid o delecid a la regid .. .
NF-kB g Regula I'expressio génica Augment de la recidiva tumoral
promotora
c-Fos Sobreexpressada Regula I'expressio geénica Incrementa amb el grau tumoral
o Augment de la recidiva tumoral,
c-Jun Sobreexpressada Regula I'expressio geénica K e . .
disminucié de la supervivéncia
Angiogeénesi
Transcriu gens responsables de Augment de la recidiva tumoral,
HIF Sobreexpressada BN & . P K e . ..
I'angiogénesi disminucié de la supervivéncia
Augment de la recidiva tumoral i de la
VEGF Sobreexpressada Promou l'angiogénesi progressio, disminucié de la
supervivéncia
Promou la secrecié de VEGF i de IL-8, -
TP Sobreexpressada . ) Augment de la recidiva tumoral
indueix MMP
. Increment la progressio, disminucid
uPA Sobreexpressada Degrada la matriu extracel-lular ) p g
de la supervivéncia
N R Incrementa amb |'augment del grau
aFGF Sobreexpressada Promou l'angiogénesi e g
tumoral
bFGF Sobreexpressada Promou l'angiogénesi Incrementa el risc de recidiva tumoral
SF Sobreexpressada Promou l'angiogénesi Augmentat respecte controls
- L . Augment de la recidiva tumoral,
TSP-1 Infraexpressada o perduda Inhibeix I'angiogénesi K e . .
disminucié de la supervivéncia
Invasio
Augment de la recidiva i la progressio
E-cadherina Infraexpressada o perduda Implicada a I'adhesid intracel-lular tumoral, disminucié de la
supervivéncia
Integrina a6p4 Sobreexpressada Transduccid de senyals reguladores  Disminuci6 de la supervivéncia
. Augment de la recidiva tumoral,
MMP-2 Sobreexpressada Degrada la matriu extracel-lular X e . .
disminucié de la supervivéncia
. Incrementa amb I'estadi i el grau
MMP-9 Sobreexpressada Degrada la matriu extracel-lular g
tumorals
. L, Augment de la recidiva tumoral,
TIMP-2 Dubtosa Antagonitza amb la funcié deles MMP .~ -
disminucié de la supervivéncia
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HIPOTESI

En aquesta tesi s’han estudiat dos tipus de carcinomes urotelials (CU); el tumor de
tracte urinari superior (TM-TUS) i el cancer de bufeta (CB). En cadascun d’ells hem identificat
diferents aspectes clinics susceptibles de ser millorats a partir dels quals hem generat les

seglients hipotesis de treball.

El carcinoma urotelial de tracte urinari superior és un tumor de mal pronostic. Actualment,
I’estadi patologic i el grau histologic sén els factors pronostics més habitualment utilitzats a la
practica clinica, tot i que resulten insuficients per a predir I’evolucié de la malaltia de manera
individualitzada, donat que pacients amb els mateix fenotip tumoral presenten evolucions
cliniques diferents. La nostra hipotesi de treball es basa en que tot i presentar les mateixes
caracteristiques histopatologiques, a nivell molecular els tumors dels pacients que progressen
son diferents dels tumors dels pacients que no progressen. La identificacié de biomarcadors
que complementin als factors pronostics actuals i ens permetin identificar de manera precog
aquells pacients amb majors probabilitats de progressar comportaria una millora en la pressa
de decisions cliniques al tractament del TM-TUS. A més a més, si aquests marcadors pronostics
es poguessin detectar als pacients d’'una manera no invasiva, la seva translacié a la rutina
assistencial es podria donar d’'una manera senzilla, pel que tindrien una alta acceptacid dintre

de la comunitat urologica.

El gold estandard de diagnostic i seguiment del CB és la cistoscopia combinada en alguns casos
amb la citologia urinaria. La cistoscopia és un metode invasiu, incomode i dolorés pels
pacients. D’altra banda, el métode no invasiu, la citologia urinaria, presenta una baixa
sensibilitat, sobretot en els tumors de baix grau. Tot i els nombrosos esforgos descrits a la
literatura per identificar biomarcadors no invasius pel diagnostic i seguiment del CU de bufeta,
els biomarcadors estudiats fins al moment no superen la precisid diagnostica d’aquesta
combinacié (aproximadament SN=80%, SP=90%) i per tant, no han estat implementats a la
practica clinica. Previament a aquest treball, el nostre grup havia desenvolupat i validat 4
firmes d’expressid génica en orina pel diagnostic no invasiu del CU de bufeta. Als estudis de
validacié d’aquestes firmes, la especificitat del test va quedar confirmada, pero la sensibilitat
disminuia, essent lleugerament inferior al 80%. Aquesta disminucié de la sensibilitat era
deguda fonamentalment a la perdua diagnostica dels tumors de bufeta no muscul invasius
(NMIBC) de risc baix/intermedi, el que provoca una reduccié de la sensibilitat global del test.

La nostra hipotesi de treball es basa en que la identificacié de biomarcadors especifics de
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NMIBC de risc baix/intermedi i posterior combinacié amb els préviament identificats, permetra
generar un test global amb alta precisié pel diagnostic i seguiment del CB. El desenvolupament
d’'un test amb aquestes caracteristiques permetria la substitucid, al menys parcial, de la

cistoscopia en el diagnostic i seguiment del CU i per tant, milloraria el maneig dels pacients.

En aquesta mateixa linia de treball de diagnostic i seguiment del CU, ens trobem amb
freqliencia amb el dilema clinic de com interpretar una citologia sospitosa per CU en els
pacients amb una cistoscopia negativa. Actualment, aquests pacients sén inclosos al mateix
protocol de seguiment que aquells pacients amb citologia i cistoscopia negatives. En aquesta
tesi s’ha hipotetitzat que un diagnostic de citologia sospitosa per CU té un significat clinic
diferent al de la citologia negativa, donat que el patoleg observa canvis morfologics en les
cél-lules que no pot classificar com a normals. La identificacié de biomarcadors per determinar
el significat clinic de les citologies reportades com a sospitoses per CU podria permetre aclarir
el diagnostic en aquests pacients, i fins i tot podria permetre predir la presencia de tumor

d’una manera precog. Aixo milloraria I'esquema de seguiment d’aquests pacients.

HYPOTHESIS

In this thesis two types of urothelial carcinomas (UC) have been studied; upper urinary
tract tumors (UTUC) and bladder cancer (BC). In each of them we have identified different
clinical issues with potential for improvement, from which we have generated the following

work hypotheses.

UTUC is a tumor of poor prognosis. Pathological stage and Histological grade are the most
commonly used prognostic factors in clinical practice. However, they are insufficient to predict
the evolution of the disease individually since patients with the same histopathological tumor
type have different clinical outcomes. Our working hypothesis is based on the fact that even
these tumors share histopathological characteristics, on the molecular level, tumors from
patients that progress are different from those that do not progress. The identification of
biomarkers that complement the current prognostic factors and allow us to identify earlier
those patients with higher probability of tumor progression would let to an improvement in
clinical decision making in the treatment of TM-TUS. In addition, if these prognostic markers
could be detected in patients in a non-invasive way, their translation to clinical practice would

be simpler, which would have a high acceptance within the urological community.
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The BC gold standard for diagnosis and follow-up is cystoscopy, combined in some cases with
urinary cytology. Cystoscopy is an invasive, uncomfortable and painful method for patients. On
the other hand, the non-invasive method, urinary cytology, has a low sensitivity (SN), especially
in low-grade (LG) tumors. Despite the numerous efforts described in the literature to identify
non-invasive biomarkers for the diagnosis and monitoring of BC, the biomarkers studied so far
do not exceed the diagnostic accuracy of this combination (approximately SN = 80%, specificity
(SP) = 90%) and therefore, they have not been implemented in clinical practice. Prior to this
work, our group had developed and validated four gene expression signatures in urine for the
non-invasive diagnosis of BC. In the validation studies of these signatures, the SP of the test
was confirmed, but the SN was slightly below 80%. The decrease in SN is mainly due to the loss
of diagnostic of low/intermediate risk non-muscle invasive BC (NMIBC), which causes a
decrease in the overall SN of the test. Our hypothesis here is that the identification of
low/intermediate risk NMIBC biomarkers and their subsequent combination with the previously
identified ones would allow us to generate a global test with higher accuracy for the diagnosis
of BC. This classifier would allow the replacement, at least partially, of cystoscopy in the
diagnosis and monitoring of UC. The development of a classifier with these characteristics
would improve diagnosis and surveillance in BC patients which would have a great impact on

care.

Eventually, patients with a suspicious for UC cytology and negative cystoscopy are included in
the same follow-up protocols as patients with both negative cytology and cystoscopy. In this
thesis it is hypothesized that a diagnosis of suspicious cytology has a clinical significance and it
may be different from negative cytology, since the pathologist observes morphological changes
in cells that cannot be classified as normal. The identification of biomarkers to determine the
clinical significance of the cytologies reported as suspicious for UC could lead to the
clarification of the diagnosis in these patients and could even allow for the earlier prediction of

tumor presence, consequently improving the follow-up schedule for these patients.
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OBJECTIU GENERAL

Identificar biomarcadors per a la millora diagnostica i pronostica del carcinoma urotelial

To identify biomarkers for the diagnosis and prognosis of urothelial carcinoma

OBJECTIUS ESPECIFICS

2.1 Carcinoma urotelial de tracte urinari superior

Validar els microRNAs miR-31-5p i miR-149-5p, préviament identificats pel grup
com a biomarcadors pronostics del TM-TUS, en una série independent i

multicéntrica de pacients amb TM-TUS

To validate miR-31-5p and miR-149-5p miRNAs, previously identified as UTUC
prognostic biomarkers, in an independent and multicentric cohort of UTUC

patients

Identificar un perfil d’expressié de microRNAs pronodstic en serum de pacients

amb TM-TUS i validar aquest perfil de microRNAs en una cohort independent

To identify and validate a serum microRNA prognostic profile for UTUC patients in

an independent cohort

2.2 Carcinoma urotelial de bufeta

C.

Identificar en orina els gens diferencialment expressats especificament en NMIBC

de risc baix/intermedi

To identify differentially expressed genes specifically in wurine from

low/intermediate risk NMIBC patients
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Desenvolupar una firma d’expressidé génica amb una alta precisidé per la deteccid
del CU en orina amb utilitat en el seguiment clinic dels pacients amb cancer de

bufeta

To develop a global gene expression classifier with high accuracy for UC diagnosis

in urine and useful for BC surveillance

Aclarir el significat clinic de les citologies urinaries sospitoses per carcinoma

urotelial mitjancant la utilitzacié de biomarcadors

To elucidate the clinical significance of suspicious for UC urinary cytology and to

improve patient’s clinical management by using urinary biomarkers
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MicroRNAs PRONOSTICS EN EL TUMOR DE TRACTE URINARI SUPERIOR:
ESTUDI DE VALIDACIO INTERNACIONAL | MULTICENTRIC

Objectiu: L'objectiu d’aquest treball és validar els microRNAs préviament identificats pel
nostre grup (miR-31-5p i miR-149-5p) com a factors pronostics pel TM-TUS en una cohort de

pacients independent i multicéntrica.

Material i Metodes: Estudi restrospectiu, internacional i multicéntric en el que s’han inclos
103 pacients amb TM-TUS (45 casos que presenten progressid de la malaltia i 58 sense
progressid). Tots els pacients van estar sotmesos a nefroureterectomia. A partir de les mostres
tumorals parafinades, es va aillar i retrotranscriure el RNA total. L'expressié dels dos
microRNAs diana (miR-31-5p i miR-149-5p), aixi com la del control endogen (miR-218-5p), va
ser avaluada a totes les mostres mitjancant RT-gPCR. Es va utilitzar la regressiéo de Cox per
avaluar la relacié entre I'expressié dels microRNAs i les variables cliniques relacionades amb la
progressié de la malaltia. Finalment, es vas generar corbes de Kaplan-Meier per analitzar la
supervivencia lliure de progressid i la supervivéncia cancer especifica dels pacients en relacié a

I’expressié dels microRNAs diana.

Resultats: La mitjana d’edat (rang) de la cohort va ser de 67 (33-94) anys. Un total de 45
pacients (43,7%) van progressar i 32 (31,2%) van morir. D’aquests 32 pacients, 20 (62,5%) van
morir degut al TM-TUS, després d’una mitjana de seguiment de 36 mesos. La mitjana de
progressidé tumoral i de supervivencia cancer especifica va ser de 15 i 20 mesos,
respectivament. La supervivencia lliure de progressid pels estadis <pT2 va ser del 58%, pels
pT3 del 36% i pels pT4 del 0%. Pel que fa a la supervivencia cancer especifica, pels tumors <pT2
va ser del 67,8%, pels pT3 del 50,6% i pels pT4 del 0%. A I'analisi multivariant, es va identificar
I'expressié de miR-31-5p com a factor pronostic independent de progressié tumoral (HR 1.1;
95% Cl 1.039-1.273; p=0.02). Les corbes de Kaplan-Meier evidencien que I'expressié de miR-
31-5p és capag de discriminar entre dos grups de pacients amb TM-TUS que presenten diferent

probabilitat de progressié tumoral (p=0.007).

Conclusions: Al present estudi, s’han validat els resultats previs en una cohort independent,
multicéntrica i internacional de pacients amb TM-TUS, suggerint que miR-31-5p podria ser
d’utilitat com a biomarcador pronostic de progressié pel TM-TUS. La determinacié dels valors
d’expressid d’aquest microRNA a la practica clinica podria refinar els factors pronodstics actuals

i predir I'evolucié dels pacients d’'una manera més personalitzada.
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ABSTRACT

Objective: To validate previously discovered miRNAs (miR-31-5p and miR-149-
5p) as prognostic factors for UTUC in an independent cohort of UTUC patients.

Patients and Methods: Multicenter, international and retrospective study of
formalin-fixed paraffin-embedded tissue samples from 103 UTUC patients (45
progressing and 58 non-progressing) who underwent radical nephroureterectomy.
Total RNA was isolated and reverse transcribed. The expression of target miRNAs
(miR-31-5p and miR-149-5p) and the endogenous control miR-218-5p was evaluated
in all samples by reverse transcription quantitative PCR. Normalized miRNA expression
values were evaluated by multivariate forward stepwise Cox regression analysis.
Kaplan Meier curves were used to discriminate between two groups of patients with
a different probability of tumour progression.

Results: The mean age (range) of the series was 67 (33-94) years. Overall, 45
patients (43.7%) developed tumour progression and 32 patients (31.2%) died, 20 of
these (62.5%) due to their UTUC, after a median follow-up of 36 months. The mean
time for tumour progression and cancer-specific survival were 15 and 20 months,
respectively. Five year tumour progression free survival and cancer-specific survival
were 58% for < pT2, 36% for pT3 and 0% for pT4 and 67.8% for < pT2, 50.6% for
pT3 and 0% for pT4, respectively. In the multivariate analysis, expression of miR-31-
5p was found to be an independent prognostic factor of tumour progression (HR 1.1;
95% CI 1.039-1.273; p=0.02). Kaplan Meier curve shows that miR-31-5p expression
values are able to discriminate between two groups of UTUC patients with a different
probability of tumour progression (p=0.007).

Conclusions: We have been able to validate our previous results in an independent
multicentre international cohort of UTUC patients, suggesting that miRNA-31-
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5p could be a useful prognostic marker of UTUC progression. The application
of miRNA expression values to clinical practice could refine the currently used
clinicopathological-based approach for predicting UTUC patients’ outcome.

INTRODUCTION

Upper tract urothelial carcinomas (UTUCSs) are
uncommon and account for only a small number (5-
10%) of urothelial carcinomas. The majority of UTUCS
are invasive at diagnosis compared to bladder tumours
having only up to a quarter invasive at presentation[1,
2]. Due to the aggressive nature of UTUC, radical
nephroureterectomy (RNU) remains the “gold standard”
treatment for localized tumours [3].

Established prognostic factors associated with
tumour progression and survival are pathological stage
and tumour grade are. However, they are insufficient to
predict the individual outcome for UTUC patients [4,
5]. A greater understanding of the biological behaviour
of tumours would allow individualized medicine, in an
attempt to decrease morbidity and importantly improve
survival. microRNAs (miRNAs) are a family of short
(average of 22nt long), naturally occurring, small antisense
non-coding RNAs, that have emerged as important post-
transcriptional regulators of gene expression [6]. They
have wide distribution as endogenous controllers of
gene expression by binding to the 3 -untranslated region
of specific miRNAs [7, 8]. As miRNAs may regulate a
significant portion of the transcriptome and proteome,
considerable attention has focused on miRNAs as
mediators or biomarkers of disease [9, 10]. miRNAs
are critical to cancer pathogenesis, as they can act as
oncogenes or tumor suppressor genes. They may also have
potential value as prognostic or diagnostic biomarkers
in the clinical setting[11]. Many cancers have had
dysregulation of miRNAs documented [12-14], including
urothelial tumours such as bladder cancer [15] and UTUC
[16, 17].

We have previously examined the miRNA
expression pattern of UTUC tissue samples from
progressing and non-progressing patients in order to
identify putative miRNAs that may be used as prognostic
markers in UTUC,. miRNA-31-5p and miRNA-149-
5p have been identified as prognostic factors of tumour
progression and cancer specific survival [17]. In the
present study, we aim to retrospectively validate miRNA-
31-5p and miRNA-149-5p as prognostic markers of
UTUC in a multicenter cohort of UTUC patients.

RESULTS

Patient characteristics

The final cohort consisted of 103 patients. Median
age (range) of the cohort was 67 (33-94) years. Gender
balance favored men 83:20. The median (range) follow-

up oin this series was 36 (6-384) months. The patients’
histopathological characteristics are outlined in Table 1.

Overall 45 patients (43.7%) recorded progression
of their tumours at a median follow-up of 36 months.
Tumour progression occurred at a median of 15 (2-168)
months. By pathological stage, one and five year tumour
progression free survival were 80% for < pT2, 76% for
pT3 and 45% for pT4 and 58% for < pT2, 36% for pT3
and 0% for pT4, respectively (p<0.05) (Figure 1).

During follow-up, 32 patients (31.2%) died, 20 of
them (62.5%) due to their UTUC. One was pTa (5%), two
were pT1 (10%), three pT2 (15%), eight pT3 (40%) and
six pT4 (30%). Disease other than UTUC accounted for
mortality in twelve patients. The median (range) time to
cancer-specific death was 20 (9-85) months. Based on
pathological stage, the one and five year cancer-specific
survival were 96.5% for < pT2, 65.7% for pT3 and 40%
for pT4 and 67.8% for < pT2, 50.6% for pT3 and 0% for
pT4, respectively (p<0.05).

Correlations between clinical features and
miRNA expression

We found that histological grade correlated with
pathological stage (R=0.53, p=0.001). In addition,
miRNA-31-5p correlated with histological grade (R=0.21,
p=0.03) and pathological stage (R=0.29, p=0.002). Non-
significant correlations were found between miRNA-149-
5p with histological grade (p=0.589) and pathological
stage (p=0.495).

Association of miRINA expression with
progression and survival

The expression pattern of miR-31-5p and miR-
149-5p are provided in Supplementary Figure 1 of
supplementary material. To verify whether these two
selected miRNAs (miR-31-5p and miR-149-5p) were
independent prognostic factors of patients’ progression
and survival, the miRNAs expression were analyzed
using a Cox regression model. Univariate analysis
including miRNA-31-5p and miRNA-149-5p showed
that the expression of miRNA-31-5p was an independent
prognostic factor of tumour progression (HR=1.107; 95%
CI 1.008-1.217, p=0.033 and HR=0.998; 95% CI 0.831-
1.199, p=0.985, respectively). Multivariate regression
analysis demonstrated that expression of miRNA-31-
Sp was an independent prognostic factor of tumour
progression (HR=1.1; 95% CI 1.039-1.279, p=0.02).
Contrarily, the two miRNAs were not associated with
cancer-specific survival.
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Table 1: Histopathological features of patients with UTUC

Radboud Instituto Hospital Hospital Total (%)
University Valenciano de Universitario Clinic de
Nijinegen Omncologia  Reina Sofiade  Barcelona
Medical Cordoba
Centre
Patients 36 22 5 40 103 (100)
Gender (male/ 31/5 18/4 4/1 30/10 —
female)
Median age 64 67 74 73 —
Histological I 1 8 2 2 13 (12.6)
Grade
1I 9 10 0 18 37 (35.9)
III 26 3 20 53 (51.5)
Pathological pTa 8 4 1 8 21(204)
Stage
pT1 4 2 1 8 15 (14.6)
pT2 5 8 1 7 21 (20.4)
pT3 11 8 2 12 33 (32)
pT4 6 0 0 5 11 (10.7)
pTis 2 0 0 0 2(1.9)
N+ 5 7 0 8 20(19.4)
M+ 2 3 0 1 6(5.8)

miRNA-31-5p expression values are able to
discriminate between two groups of UTUC patients with
a different probability of tumour progression (p=0.007)
using Kaplan Meier curves. UTUC samples with miRNA-
31-5p expression values (ACt) greater than the cutoff value
(-2.27) have a greater risk of tumour progression (high-
risk group) and samples with miRNA-31-5p expression
values lower/equal than the cutoff value have low risk
tumour progression (low risk group) (Figure 1).

Target Prediction and functional enrichment of
miR-31-5p

The DIANA-miRPath miRNA analysis, with
miRNA-31-5p, shows several statistically significant
predicted Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) terms related with the adherens junction, TNF
signalling pathway, ¢cGMP-PKG signalling pathway
among others (Supplementary Table 1 of supplementary
material).

DISCUSSION

The prognosis of UTUC remains unpredictable
in many instances. Approximately one third of UTUC

patients die from their tumour after five years of follow-
up and the commonly utlised prognostic factors are unable
to accurately predict individual tumour behaviour [18].
Therefore predicting disease progression in a specific
patient remains a challenge. Several molecular prognostic
biomarkers have been previously investigated in UTUC
patients [19-27], but have not transitioned to becoming
clinically valuable tools as yet.

Identification of new prognostic tools is of great
interest in UTUC to adapt treatments according to
the molecular risk of a particular tumour. If we could
identify a patient with a high risk of progression (clinical,
molecular or both), it would be possible to increase
surveillance intervals and/or consider additional treatments
such as chemotherapy. Experimental work has shown
that miRNAs are dysregulated in most cancer types and
have demonstrated significant diagnostic and prognostic
value in different malignancies [28-31]. In the case of
UTUC, there are only a few studies evaluating miRNAs as
diagnostic biomarkers. Kriebel ef a/. reported that miRNA
expression is altered in UTUC and showed that circulating
miRNA-141 may be useful as diagnostic biomarker [32].
Tao ef al. identified a ten-serum miRNA-based expression
profile that was useful in discriminating between UTUC
cases and controls [16].
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However, as far as we could ascertain, our group
was the first to explore the potential prognostic value of
miRNA expression profiles in UTUC patients [17]. Using
aglobal miRNA profiling of UTUC samples, we identified
26 miRNAs differentially expressed within tissue samples
from patients with progressive and non-progressive
UTUC. After validation of such miRNAs using an
independent multicenter cohort, we were able to identify
miRNA-31-5p and miRNA-149-5p as independent
predictors of tumour progression. Here, we report the
validation of these two previously discovered prognostic
miRNAs in an independent international multicenter
series of UTUC patients. As demonstrated, miRNA-
31-5p expression predicts tumour progression in this
independent cohort. Hence miRNA-31p-5p discriminated
between two groups with a highly significant differential
probability of tumour progression. Thus, miRNA-31-5p
provides a biomarker to identify a sub-group of patients
with a poorer prognosis and may help redefine the current
clinicopathological approach making it a valuable clinical
tool.

In addition, we found a statistical correlation
between miR-31-5p with the most established prognostic

factors in UTUC, histological grade and pathological
stage.

miRNA-31-5p has been previously reported to be
upregulated in colon, lung and cervical cancer [33-35]. On
the other hand, miRNA-31-5p was found down-regulated
in bladder, prostate, gastric, breast and serous ovarian
cancer [36, 37]. These data suggested that miRNA-31-5p
can behave either as tumour suppressor or as an oncogenic
miRNA, which may be dependent on the cancer type. In
concordance with our previous results, we found a down-
regulation of miRNA-31-5p in progressive UTUC patients
[17]. Interestingly, Wang et al. revealed that miRNA-
31-5p was down-regulated in bladder cancer patients
with an unfavourable outcome [38]. The miRNA-31-5p
gene is located on 9p21.3. DNA lost at 9p21 has been
frequently observed in bladder and UTUC patients [39,
40]. Across differing cancer types, genetic variants of the
9p21 region have been associated with the development of
multiple cancers which suggests this region’s importance
[41]. Therefore, downregulation of miRNA-31-5p is in
accordance with the loss of this chromosomal region in
urothelial cancers. Moreover, in support of our study, it has
been reported that suppression of miRNA-31-5p enhances
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Figure 1: Kaplan Meier curve of tumor progression according to miRNA-31-5p expression values.
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chemotherapy effectiveness (5-fluoracil) at earlier stages,
and additionally interferes with cell migration and
invasion of colon cancer cells [37].

Furthermore, analysis of KEGG pathways
corroborates that miRNA-31-5p is biologically
meaningful. Several possible signalling pathways,

such as the adherens junction, TNF signalling pathway,
c¢cGMP-PKG signalling pathway were predicted to be
modified by miRNA-31-5p. Among others, the adherens
junction contributes to cells physical linking and
regulating of cell-cell contacts- both critical for tissue
and organ morphogenesis and remodeling.. TNF is a pro-
inflammatory cytokine that plays a crucial role across a
range of cellular activities from proliferative through to
apoptotic events., TNF has also been identified in cell
dysregulation that leads to disease. making it a target of
interest for molecular study.. It appears that many signal
pathways are involvedwhich lead to the observed TNF-
mediated biological responses. [42]. ¢cGMP-PKG is
implicated in the regulation of cell division and synthesis.

One of the potential strengths of this study is The
methodology whereby we were able to use archival
FFPE samples to obtain miRNA expression patterns.
This has implicftions for clinical practice due to the
ability to quickly translate results from “bench-to-
bedside”.. Moreover, this study represents a multicenter
international cohort with long-term follow-up, making
the data more generizable than in a single institutional
cohort. There are some limitations. Firstly, although
multi-center, the final number of patients studied may
still be considered insufficient. Secondly, in the pursuit
of in robust data, a cutoff of RNA quality was used,
and a high percentage of samples were excluded from
the analysis. Although the methodology reported could
be refined in future studies, we maintain that we have
a reliable prognostic biomarker for UTUC patients.
Thirdly, although we found miRNA-31-5p down-
regulated in progressing patients, the literature supports
the clinical value of down-regulated biomarkers in
cancer [43]. As such, we strongly believe that our results
are clinically applicable.

In conclusion, the current results support the
validation of our previous finding n an independent
cohort, confirming that miRNA-31-5p is a discriminator
between two groups of UTUC patients having differeing
probabilities of tumour progression. Ultinately being
able to identify new miRNAs associated with tumour
progression in UTUC patients will allow individualized
medicine with tailored treatment and surveillance strategies.

PATIENTS AND METHODS

Patient population

A retrospective study in which a total of 103
patients with UTUC who underwent nephroureterectomy

in 4 different centres (Radboud University Nijmegen
Medical Centre-Nederlands, Instituto Valenciano de
Oncologia-Spain, Hospital Universitario Reina Sofia
of Cordoba-Spain, Hospital Clinic of Barcelona-
Spain) between 1990 and 2012 were included. The
only exclusion criterion was lack of tissue from the
archive blocks. Histopathological characteristics of
the UTUC patients are shown in Table 1. None of the
patients received neoadjuvant chemotherapy. A total of
13 patients (12.6%) received adjuvant chemotherapy.
Tumours were graded and classified according to
the WHO’s [44] and the TNM’s classification of the
International Union Against Cancer [45].

Tissuesamples were obtained under istitutional
review board-approved protocol.

All patients were followed up postoperatively at
3-month intervals for the first year, at 6-month intervals
for the next 2 years, and annually thereafter. Physical
examination, abdominal and pelvic CT scan, cytology and
cystoscopy were used to follow these patients up.

Tumour was considered to be progressing when
distant metastasis or pathological nodes developed during
the follow-up.

Tissue specimens and RNA isolation

Upon obtainment, the tissue was fixed in 10%
formalin within 24h and subsequently embedded in
paraffin. A slide of each specimen was stained with
haematoxylin-eosin to determine the presence of tumour
cells. The pathologist revised haematoxylin-eosin slides
and only those paraffin blocks with a minimum of 75%
of tumour cells were selected. Total RNA was isolated
from specimens (80-Am) using the RecoverAll Total
Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion INC) according to
the manufacturer’s protocol. Total RNA was quantified
by spectrophotometric analysis at 260 nm (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA).

miRNA validation by reverse transcription
quantitative PCR (RT-qPCR)

RT-qPCR reactions were performed according to the
manufacturers’ instructions (Exiqon, Vedbaek, Denmark).
Briefly, cDNA was synthesized using a poly(T) primer
and was amplified with locked nucleic acid (LNA)
primers and SYBR Green master mix. Specific LNAPCR
primer sets used were miRNA-31-5p and miRNA-149-
5p. miRNA-218-5p was used as an endogenous control
[17] and its expression was assessed in all samples. Those
samples with a Ct value > 30 for endogenous control were
considered of low RNA quality and were excluded from
the analysis (n=68). In the remaining samples, expression
of miRNA-149-5p and miRNA-31-5p was analyzed.
PCR reactions were carried out using specific miRNA
protocol conditions provided by the manufacturers in an
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ABI7900HT instrument. At the end of the PCR cycles,
melting curve analyses were performed.

Data analysis

RT-qPCR data was analyzed using SDS 2.4 software
(Applied Biosystems). An automatic baseline and a
manual threshold of 2.0 were used for all miRNAs to
record Cq values. Each experiment included a negative
non-template control and an inter-experiment control.
miRNA-218-5p was selected by using GeNorm as
reference miRNA [46,47]. Relative expression levels of
target miRNAs within a sample were expressed as ACt
(Ct Ct

miR218 " target miRNA)'

Statistical analysis

The probabilities of progression-free survival and
cancer-specific survival were calculated using Kaplan-
Meier curves. Statistical differences were identified
by the log-rank test. Hazard ratios and their confidence
interval were calculated. Spearman Test was used for
correlations. In the multivariate analysis forward stepwise
Cox regression was performed. Statistical significance
was established at a p-value of 0.05, and accordingly 95%
confidence intervals (CI) around hazard ratios (HR) are
presented. SPSS 23.0 software was used for statistical
analysis. Thereafter, Kaplan-Meier curves were generated.
For this analysis, miRNA expression was dichotomized
using the median value (-2.27) of miRNA-31-5p as a cut-
off value.

Pathway enrichment analysis

The DIANA-mirPath tool [48], using TargetScan as
the target prediction algorithm, was used to identify the
targets of miR-31-5p, and subsequent target enrichment
analysis was performed in order to discover possible
canonical altered pathways.
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VALOR PRONOSTIC DELS MicroRNAs LLIURES CIRCULANTS AL TUMOR DE
TRACTE URINARI SUPERIOR

Introduccidé: Es necessari identificar biomarcadors pronostics pel tumor de tracte urinari
superior per a predir la progressié de la malaltia d’'una manera més personalitzada. L'objectiu
d’aquest estudi és la identificaci6 de microRNAs lliures circulants al serum de pacients amb
TM-TUS que puguin ser utilitzats com a biomarcadors minimament invasius de la progressié

tumoral i la supervivencia cancer especifica.

Material i Métodes: Un total de 33 pacients amb TM-TUS sotmesos a nefroureterectomia
radical a I'Hospital Clinic de Barcelona van ser inclosos prospectivament en aquest estudi. Es va
avaluar I'expressid de 800 microRNAs a mostres de serum obtingudes d’aquests pacients
mitjancant el nCounter miRNA Expression Assay (NanoString Technologies). L'estudi es va
dividir en dues fases: una fase inicial exploratoria (n=12) i una fase de validacié (n=21). La
valoracié de la progressié tumoral i la supervivéncia cancer especifica es va dur a terme

mitjangant regressio de Cox i corbes Kaplan-Meier.

Resultats: La mitjana de seguiment (rang) de la cohort va ser de 42 (9-100) mesos. A la primera
fase de I'estudi es van identificar 38 microRNAs diferencialment expressats en el serum de
pacients amb TM-TUS que progressen en comparacié amb els pacients que no progressen
(p<0.05). A la segona fase de I'estudi, la validacié d’aquests 38 microRNAs en una série
independent de pacients va confirmar I'expressié diferencial en 18 d’ells (p<0.05). L’analisi
multivariant mostra miR-151b i I'estadi patologic com a factors pronostics independents de
progressié tumoral (HR=0.33, p<0.001 i HR=2.62, p=0.006, respectivament) i de supervivéncia
cancer especifica (HR=0.25, p<0.001 i HR=3.98, p=0.003, respectivament). L’analisi de
supervivéncia mostra que I'expressié de miR-151b discrimina entre els dos grups de pacients
amb diferent probabilitat de progressié tumoral (p=0.006) i de supervivencia cancer especifica

(p=0.034).

Conclusions: En aquest estudi pilot, demostrem que hi ha una expressié diferencial de
microRNAs en serum de pacients amb TM-TUS que progressen i els que no. Més
concretament, hem identificat que I'expressié diferencial de miR-151b en seérum de pacients
amb TM-TUS podria emprar-se com a eina pronostica minimament invasiva en aquesta
malaltia. La validacié d’aquests resultats en una cohort independent i més amplia confirmaria

el valor pronostic real d’aquest microRNA al TM-TUS.

62



Treball 2

www.oncotarget.com Oncotarget, 2018, Vol. 9, (No. 24), pp: 16691-16700

Research Paper

Prognostic value of circulating microRNAs in upper tract urinary
carcinoma

Ruth Montalbo’, Laura Izquierdo®’, Mercedes Ingelmo-Torres’, Juan José
Lozano? David Capitan*, Antonio Alcaraz® and Lourdes Mengual*

IDepart:ment: and Laboratory of Urology, Hospital Clinic, Institut d Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer, Universitat
de Barcelona, Barcelona, Spain

2CIBERehd, Plataforma de Bioinformatica, Centro de Investigacion Biomédica en red de Enfermedades Hepaticas y Digestivas,
Universidad de Barcelona, Barcelona, Spain

“These authors have contributed equally to this work

Comespondence to: Lourdes Mengual, email: Imengual@clinic.cat

Keywords: biomarkers; microRNA; serum; tumour progression; upper urinary fract urothelial carcinoma

Received: November 22, 2017 Accepted February 26, 2018 Published: March 30, 2018

Copytright: Montalbo et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Atfribution License
3.0 {(CC BY 3.0), which permits unresiricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and
source are credited.

ABSTRACT

The identification of upper tract urinary carcinoma (UTUC) prognostic biomarkers
is urgently needed to predict tumour progression. This study aimed to identify serum
microRNAs (miRNAs) that may be useful as minimally invasive predictive biomarkers
of tumour progression and survival in UTUC patients. To this end, 33 UTUC patients
who underwent radical nephroureterectomy at the Hospital Clinic of Barcelona were
prospectively included. Expression of 800 miRNAs was evaluated in serum samples
from these patients using nCounter® miRNA Expression Assays. The study was
divided into an initial discovery phase (n=12) and a validation phase (n=21). Cox
regression analysis was used for survival analysis. The median follow-up (range) of
the series was 42 months (9-100 months). In the discovery phase, 38 differentially
expressed miRNAs were identified between progressing and non-progressing UTUC
patients (p<0.05). Validation of these 38 miRNAs in an independent set of UTUC
patients confirmed the differential expression in 18 of them (p<0.05). Cox Regression
analysis showed miR-151b and pathological stage as significant prognostic factors
for tumour progression (HR=0.33, p<0.001 and HR=2.62, p=0.006, respectively) and
cancer specific survival (HR=0.25, p<0.001 and HR=3.98, p=0.003, respectively).
Survival curves revealed that miR-151b is able to discriminate between two groups
of UTUC patients with a highly significant different probability of tumour progression
(p=0.006) and cancer specific survival (p=0.034). Although the data needs to be
externally validated, miRNA analysis in serum appears to be a valuable prognostic
tool in UTUC patients. Particularly, differential expression of miR-151b in serum may
serve as a minimally invasive prognostic tool in UTUC.

INTRODUCTION patient survival, but they are insufficient to predict
the individual outcome of UTUC patients [2]. More
Radical nephroureterectomy (RNU) is the accurate knowledge regarding the biological behaviour
accepted treatment for localized upper tract urinary of tumours would allow for tailored treatment
carcinoma (UTUC) [1]. Pathological stage and schedules to be offered to patients (such as neodjuvant
tumour grade are the most established prognostic chemotherapy or early radical surgery), in an attempt to
factors associated with tumour progression and increase survival and decrease morbidity.
www.oncotarget.com 16691 Oncotarget
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The rapid advance in the understanding of the
molecular biology of UTUC has led to the appearance of
promising new biomarkers such as microRNAs (miRNAs)
[3—6]. miRNAs are an abundant class of newly identified
endogenous non-protein-coding small RNAs with a 20-
25 nucleotide length [7], which can negative-regulate
protein expression of target genes. Recent studies show that
several miRNAs are differentially expressed in different
human cancers, which indicate that miRNAs may have a
role in the carcinogenetic processes of numerous tumours
[8-11]. Interestingly, these miRNA differences have also
been observed in human biofluids [12, 13]. It has been
recently demonstrated that circulating miRNAs in the
blood stream are present in a stable and reproducible state
[14]. Moreover, blood samples are easily acquired in a
relatively non-invasive manner and miRNAs from blood
can be readily detected [15]. Notably, the serum miRNA
expression profile has been used as a fingerprint for various
malignancies, including carcinomas of the urinary tract
[13, 16]. In particular, diagnostic miRNAs in serum have
been described for UTUC [17]. However, to the best of
our knowledge, the prognostic global circulating miRNA
pattemns from UTUC patients have not been studied as yet.

In the present work, we aim to determine the
differential miRNA expression patterns in serum of
progressing and non-progressing UTUC patients in
order to identify putative miRNAs that may be used as
prognostic markers.

RESULTS

Clinical features

Median age (range) of the series was 70 (53-90)
years. The median (range) follow-up of the cohort was
42 (9-100) months. Tumour progression was documented
in 13 patients (39%). The median (range) time of tumour
progression was 10 (2-46) months. Eleven patients (33%)
died due to their UTUC. The median (range) time of cancer
specific death was 24 (6-48) months. Two patients with
tumour progression died from diseases other than UTUC.

Discovery phase

Overall, 38 miRNAs were identified as differentially
expressed between progressing (n=5) and non-progressing
(n=7) UTUC patients. Of these, nine miRNAs were up-
regulated and 29 down-regulated in progressing patients.
A heat map based on the differentially expressed miRNAs
between the two groups of UTUC patients is shown in Figure 1.

Validation phase

All 38 miRNAs previously identified as
differentially expressed were analyzed in an independent
set 0f 21 UTUC serum samples (8 progressing and 13 non-

progressing). Eighteen microRNAs remained differentially
expressed between these two groups of UTUC patients;
all of them were down-regulated in progressing patients
(Table 1).

Survival analysis

Multivariate Cox regression analysis including
clinical covariates and serum expression levels of the 18
differentially expressed miRNAs showed that miR-151b
and pathological stage were significant prognostic factors
for tumour progression (HR=0.33; p<0.001 and HR=2.62;
p=0.006, respectively) and cancer specific survival
(HR=0.25; p<0.001 and HR=3.98; p=0.003, respectively).

Thereafter, the median expression value of miR-
151b was used as a cut-off point to classify patients into
a high-risk group (61%) and a low-risk group (39%) for
tumour progression. Figure 2 depicts Kaplan-Meier curves
generated using the selected cut-off point. As shown, the
miR-151b expression value was able to discriminate
between two groups of UTUC patients with a highly
significant different probability of tumour progression
(p=0.006) and cancer specific survival (p=0.034).

Pathway analysis

Ingenuity® Pathway Analysis (IPA®) software
predicted 104 target genes for miR-151b (Supplementary
Table 1) while miRWalk analysis identified 1063 seed
sequences (corresponding to 368 genes). There were 53
predicted gene targets for miR-151b with a statistically
significant relation identified in common for both
softwares (Supplementary Figure 1). Afterwards, Network
Analyst showed several of these predicted targets to be
related to Cancer pathways (Figure 3).

DISCUSSION

UTUC is considered to have an unpredictable
prognosis. In the present series, more than one third of
the patients developed tumour progression and died from
their cancer within four years of follow-up. Pathological
stage and histological grade are the most commonly used
prognostic factors for UTUC, but they are insufficient to
accurately predict tumour progression. The identification
of minimally invasive prognostic UTUC biomarkers would
help to accurately estimate the progression risk at the time of
diagnosis, and consequently to identify the most appropriate
therapy for each individual patient. Furthermore, it may be
useful for monitoring tumour progression after RNU.

Our group has prior experience in miRNA analysis
from different types of urothelial cell carcinoma samples.
On the one hand, we provided evidence that miRNAs
can be used as prognostic biomarkers in UTUC in tissue
samples [3, 4]. On the other, we showed that miRNAs
can be useful diagnostic and prognostic biomarkers for
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bladder cancer in urine samples [12, 18]. Here, we evaluate
circulating miRNA in the bloodstream from UTUC patients
as minimally invasive predictive biomarkers of tumour
progression and patient survival.

It has been previously described that circulating
miRNAs in the bloodstream may be used as disease
markers due to their methodological advantages over gene
expression assays. First, it is easier to obtain short mature
serum miRNAs than long-chain serum mRNA, since
they are more stable against nuclease degradation [19].
In addition, the average copy number of an individual
miRNA has been estimated to be ~ 500 per cell, which
may be higher than the average mRNA species [20].
Consequently, less total RNA is required for a miRNA
than for an mRNA assay. Regarding the technology used to

quantify miRNA expression, here we have used nCounter
(NanoString Technologies). This system is a simple and
cost-effective methodology that allows gene expression
quantification in a multiplex format. In addition, it does
not need any nucleic acid amplification and it provides
more accurate miRNA quantification than PCR or
microarray-based methods, especially in samples with
low abundant and degraded RNA [21-23]. Actually, this
system is already used in clinical settings for diagnostic as
well as prognostic purpouses [24, 25].

Therefore, circulating miRNAs may be a potentially
useful blood-based tool for monitoring human cancers
or predicting tumour outcome. In the case of urothelial
carcinoma, some diagnostic miRNAs have been identified
in serum samples from bladder cancer patients [26, 2

Progression
hsa-miR-940
hsa-miR-1185-5p
hsa-miR-1289
hsa-miR-27b-3p
hsa-miR-523-3p
hsa-miR-320e
hsa-miR-33a-5p
hsa-miR-146bh-3p
hsa-miR-485-5p
hsa-miR-937-3p
hsa-miR-548d-5p
hsa-miR-9-5p
hsa-miR-924
hsa-miR-5010-5p
hsa-miR-600
hsa-let-7f-5p
hsa-miR-151b
hsa-miR-1224-3p
hsa-miR-1279
hsa-miR-132-3p
hsa-miR-614
hsa=-miR=376b=3p
hsa-miR-504-3p
hsa-miR-198
hsa-miR-5056-5p
hsa-miR-873-5p
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Figure 1: Heat map showing the 38 miRNAs differentially expressed between patients with progressing and non-
progressing UTUC (N=12). Red pixels correspond to a greater abundance of miRNA in the serum samples, whereas green pixels
indicate lower miRNA levels. Rows represent individual miRNAs and columns represent experimental samples.
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Table 1: List of the 18 differentially expressed miRNAs and their FC values in the validation phase

miRNA p-value FC FDR (%)
hsa-miR-600 0.001 -2.32 2.07
hsa-miR-504-3p 0.002 -2.30 2.431
hsa-miR-1279 0.003 -2.29 2.712
hsa-miR-198 0.001 -2.28 2.141
hsa-miR-151b 0.003 -2.13 2.747
hsa-miR-499b-3p 0.010 -1.99 3.329
hsa-miR-937-3p 0.008 -1.94 3.199
hsa-miR-1909-3p 0.018 -1.87 3.995
hsa-miR-383-5p 0.031 -1.86 5.357
hsa-miR-376b-3p 0.024 -1.86 4.755
hsa-miR-924 0.039 -1.82 6.143
hsa-miR-1254 0.016 -1.82 3.846
hsa-miR-1204 0.041 -1.80 6.332
hsa-miR-1272 0.020 -1.77 4.185
hsa-miR-132-3p 0.032 -1.76 5.416
hsa-miR-614 0.044 -1.74 6.489
hsa-miR-1234-3p 0.042 -1.73 6.385
hsa-miR-199b-5p 0.037 -1.72 5.89

P-value = Student’s # test. Statistically significant FDR<10%
Abbreviations: FC=Fold Change; FDR=False Discovery Rate.

Jiang X et al [28] evaluated miRNA expression in serum prognostic value in these patients. In the case of UTUC,
samples from muscle-invasive bladder tumour, and they there are only few studies evaluating UTUC circulating
found two miRNAs (miR-486-3p and miR-103a-3p) with miRNAs, and all of them have been focused on identifying
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Figure 2: Kaplan Meier curves for (A) tumour progression and (B) cancer-specific survival according to miR-151b expression values (N=33).
Green line represents patients at low risk (expression cutoff>4.21) and blue line represents patients at high risk (expression cutoff<4.21).
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diagnostic biomarkers. Kriebel ef al., reported alterations in
miRNA expression, both in serum (n=44) and tissue (n=47)
samples from UTUC patients. They showed that circulating
miR-141 may be useful as diagnostic biomarker [29]. Tao
et al. using 46 serum samples from UTUC patients and 30
controls identified a tenserum miRNA-based expression
profile that was useful in discriminating between UTUC
cases and controls [17]. However, as far as we could
ascertain, this is the first study that shows differences in
the miRNA expression profile between serum samples
from progressing and non-progressing UTUC patients and

identifies a prognostic circulating miRNA (miR-151b) that
independently predicts tumour progression and cancer
specific survival. Unfortunately, neither the diagnostic nor
prognostic serum miRNAs identified in bladder cancer
samples are shared with miRNAs found in serum UTUC
samples, supporting the previous genetic differences found
in both tumour types [30, 31].

In accordance with our results, down-regulation
of circulating miR-151b is described in primary CNS
lymphoma patients [32]. Furthermore, in silico analysis
shows that one of the target genes of miR-151b, CCNE/,
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Figure 3: Network Analyst-derived protein—protein interactions network results. Network constructed with the 53 genes
shared across most of data sets as seed proteins. Red nodes are most important interactions, followed by pink nodes and finally purple

nodes. Nodes in blue represent those proteins interacting in Cancer pathways.
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Table 2: Pathological features of UTUC patients

Progressing UTUC Non-Progressing UTUC Total
N (%) N (%) N (%)

N° Patients 13 20 33
Gender

Male 8 (62) 15.(75) 23 (70)

Female 5(38) 5(25) 10 (30)
Tumor location

Pelvis 5 14 19 (38)

Ureter 7 5 12 (36)

Both 1 1 2 (6)
Pathological Stage

pTa 1(8) 6 (30) 7(21)

pT1 1(8) 4 (20) 5195

pT2 3(23) 4 (20) 7 (1)

pT3 6 (46) 6(30) 1237)

pT4 2 (15) 0(0) 2 (6)
Histological Grade

Low 2 (15) 4 (20) 6 (18)

High 11 (85) 16 (80) 27 (82)
Metastasis

Local 3(24) - 3(24)

Distant 5@37) - 5(37)

Local + Distant 2 (15) - 2 (15)

Nodes 3(24) - 3(24)
Chemotherapy

Adjuvant 9 (69) - 9 (69)

is involved in T-cell signaling, cell-cycle, DNA-damage
induced signaling and breast, pancreas, lung and prostate
cancer pathways. Interestingly, CCNE! has been
previously suggested as a prognostic biomarker for UTUC
[33]. Wu S et al. [34] demonstrated that over-expression of
C'CNE 1 is associated with lower overall survival in UTUC
patients, which is in concordance with our results showing
down-regulation of miR-151b in progressing patients.
We are aware, however, that the study has some
limitations. First, the total number of patients analyzed can
be considered as low. It should be taken into account that
UTUC is a rare disease, accounting only for 5-10% of all
urothelial carcinomas, which makes it difficult to obtain
large prospective series. Furthermore, we followed a very
restrictive inclusion criterion, excluding all those patients
having UTUC and other active neoplasms. Second,
miRNA isolation from serum samples is challenging

since the amount of circulating miRNA is low. Even so,
we were able to analyze miRNA expression in all samples
except two (informative specimen rate of 94%). Finally,
the data reported warrants further prospective evaluation
in carefully and specifically designed studies.

In conclusion, our results demonstrate that serum
samples from progressive and non-progressive UTUC
patients show a differential miRNA expression pattern.
We also show that expression of miRNA-151b in serum
samples significantly predicts progression and cancer-
specific survival m UTUC patients, indicating that it
may be a novel potential minimally invasive biomarker
for prognosis of UTUC patients. Although independent
validation of the data is necessary, the identification of
new circulating miRNAs associated with poor outcome
in patients with UTUC may help tailor treatment and
surveillance strategies in these patients.
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MATERIALS AND METHODS

Patients and clinical samples

Prospective study including 35 UTUC patients
who underwent radical RNU at the Hospital Clinic of
Barcelona from January 2008 to August 2014. Finally, 33
UTUC patients (12 progressing and 21 non-progressing)
were analyzed. Consecutive patients with a minimum of
36 months of follow-up were enrolled. Exclusion criteria
were presence of another active neoplasm or absence
of UTUC confirmation. Patients’ histopathological
characteristics are summarized in Table 2. Histological
Grade and Pathological Stage of the tumors were
determined according to WHO criteria and TNM
classification, respectively [35, 36]. Institutional Review
Board approval and patients’ informed consents were
obtained from all patients.

All patients were diagnosed by computed
tomography (CT) scan and followed-up postoperatively
with CT scan and cystoscopy at 3-month intervals for
the first year, at 6-month intervals for the next 2 years,
and annually thereafterr Tumours were considered as
progressing when distant metastasis or pathological nodes
were developed during follow-up.

This study was split into a two-stage approach with
an initial discovery phase (training set) and a validation
phase (testing set). Initial discovery phase included 12
UTUC patients, 5 progressing [1 pT2, 3 pT3 and 1 pT4,
all high grade (HG)] and 7 non-progressing (2 pTa, 1 pT2
and 4 pT3, all HG). Validation phase comprised 21 UTUC
patients, 8 progressing [1 pTa low grade (LG), 1 pT1LG, 2
pT2 HG, 3 pT3 HG and 1 pT4 HG] and 13 non-progressing
(4 pTaLG, 4 pT1 HG, 3 pT2 HG and 2 pT3 HG).

Serum sample processing and RINA isolation

Whole blood samples were collected in the operating
room before RNU in a BD Vacutainer 10mL sterile tube
coated with silicone and micronized silica particles and stored
at 4°C. Blood was left to clot for aminimun of one hour and,
within four hours, tubes were centrifuged for 15 minutes
at 3500rpm, 4°C. Serum was immediately transferred to a
cryotube and stored in aliquots at -80°C until use.

Total RNA was isolated from 500uL of serum
aliquots using mirVana PARIS Kit (Themmosfisher
Scientific) according to the manufacturer’s instructions.
Before RNA isolation, 5uL. at 200pM of five Spike-
In controls (ath-miR-159a, cel-miR-248, cel-miR-254,
osa-miR-414 and osa-miR-442) were added to each
sample. Total RNA was quantified with a NanoDrop1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA).

Expression analysis

Expression profiling of 800 human miRNAs from
miRBase v3 was analyzed with the nCounter Human v3

miRNA Expression Assay Kit (NanoString Technologies)
following manufacturer’s instructions. Briefly, the assay
uses molecular barcodes called nCounter Reporter Probes
to detect microRN As. The reaction involves amultiplexed
hybridization of the specific probes to their target miRNA
and an enzymatic purification to remove the unligated
probes on the nCounter Prep Station. Data is finally
collected by direct digital counting of the target molecules
in each sample using the nCounter Digital analyzer. The
assay contains positive and negative controls, reference
genes and spike-in controls.

Five spike-in controls were used to compensate
variations in RNA recovery between samples. Six
established housekeeping miRNAs for serum already
included in the assay (hsa-miR-16-5p, hsa-miR-484, hsa-
miR-126-3p, hsa-miR-191-5p, hsa-miR-93-5p and hsa-
miR-24-3p) were used to normalize microRNA expression
levels [37-39]. After normalization, fold change
expression between progressing and non-progressing
patients was calculated using the moderate p-value (FDR)
of the limma-R package [40].

Statistical analysis

Univariate Cox regression analysis was performed
on the established clinical prognosticators of UTUC
(stage and grade) and the 18 differentially expressed
miRNAs to examine its influence on tumor progression
and cancer specific survival;, afterwards, multivariate
forward stepwise Cox regression analysis was performed
on significant covariates. Statistical significance was
established at a p-value of 0.05 and according to 95%
confidence intervals (CI). miRNA expression was
dichotomized using the median expression value of
miR-151b (cutoff = 4.21). Thereafter, Kaplan-Meier
curves were generated. SPSS 23.0 software was used for
statistical analysis.

Pathway enrichment analysis

The biological targets of the miRNAs identified
were investigated using IPA®. Interactions and networks
between significant miRNAs and genes were mapped to
pathways, regulators, diseases, and functions based on
direct/indirect and experimentally validated targets.

The miRWalk software [41] was used to predict
putative miRNA binding sites in target genes, in order
to discover possible canonical altered pathways. Finally,
Network Analyst [42] was used to determine protein-
protein interactions of the resulting genes from the
previous analysis.

Abbreviations

RNU, Radical Nephroureterectomy; UTUC, Upper
Tract Urothelial Carcinoma; CI, confidence interval, CT
scan, computed tomography scan, LG, low grade; HG,

www.oncotarget.com

Oncotarget



Treball 2

high grade; HR, hazard ratio; IPA, Ingenuity Pathway
Analysis; miRNA, microRNA.
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CLASSIFICADOR D’EXPRESSIO GENICA EN ORINA PEL SEGUIMENT DEL
CARCINOMA UROTELIAL DE BUFETA

Objectiu: Desenvolupar un test no invasiu basat en I'expressié génica en orina amb una alta

precisio diagnostica pel CU en el seguiment dels pacients amb aquesta malaltia.

Metodologia: Un total de 597 pacients amb cancer de bufeta, pacients en seguiment per la
malaltia (sense tumor) i controls van ser inclosos a I'estudi. Es van recollir mostres d’orina per
miccid espontania de tots els pacients i controls i es va extreure RNA de les cél-lules
descamades a la orina. L'estudi es va dividir en 3 fases, en cadascuna de les quals
s’augmentava progressivament el nombre de mostres incloses i es reduia el nombre de gens a
analitzar. A la primera fase es va dur a terme el descobriment de biomarcadors especifics del
grup de risc de cancer de bufeta baix/intermedi mitjancant seqiienciacié del RNA a 84 orines
incloses retrospectivament de pacients amb CU de bufeta i controls. A la segona fase es va
desenvolupar el test analitzant I'expressié de 132 gens seleccionats a la fase anterior. La
quantificacid de I'expressid geénica es va realitzar mitjancant el nCounter (NanoString) en 214
orines de pacients en seguiment per CU de bufeta recollides prospectivament (98 d’ells amb
tumor). El test es va desenvolupar utilitzant regressié logistica. Finalment, a la fase de validacié
del test, es van incloure 248 orines (134 amb tumor i 114 pacients sense tumor pero en
seguiment per CU de bufeta) provinents de diferents centres internacionals per avaluar la

precisio diagnostica del test.

Resultats: S’han identificat 521 gens diferencialment expressats entre les mostres de pacients
amb cancer de bufeta de risc baix/intermedi i la resta de grups (p<0.05). S’ha desenvolupat un
test basat en I'expressio de 8 gens en orina amb una AUC de 0.893 i s’ha validat el test en una
cohort independent multicéntrica i internacional presentant una sensibilitat (SN) i un valor
predictiu negatiu (NPV) del 96% i el 97%, respectivament (AUC=0.823). Aquesta precisid
diagnostica es manté a les mostres de CU de bufeta de risc baix/intermedi (SN=94%;

NPV=98%).

Conclusions: El classificador d’expressié génica de 8 gens desenvolupat en aquest treball té
una alta SN i NPV en un escenari clinic real (pacients en seguiment per CU de bufeta). L’Us del
test durant el seguiment dels pacients amb CU de bufeta podria reduir el nombre de
cistoscopies a les que estan sotmesos els pacients. La validacié del test en un estudi prospectiu

aleatoritzat determinaria el paper final del test a la practica clinica diaria.
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Urine gene expression classifier for bladder cancer surveillance

Ruth Montalbo?, Juan J. Lozano®, Laura lIzquierdo?, Mercedes Ingelmo-Torres?, Carmen Bafos?,
Joan Palou®, Antoine G. Van der Heijdend, Rafael Medina®, Joerg Schmidbauer’, Aleix Prat9, Maria
J. Ribal?, Antonio Alcaraz® and Lourdes Mengual?
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(IDIBAPS), Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain.

bBioinformatics Platform, CIBEREHD, Barcelona, Spain.
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90ncology Department, Hospital Clinic, Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain.

This study aimed to develop a high accuracy non-invasive bladder cancer (BC) surveillance test
focusing on the detection of non high-risk non-muscle invasive BC (NMIBC) tumors. A total of 597
urines from BC patients, controls and patients in follow up for BC (PFBC) were included. The study
was divided into three phases. In the urinary biomarker discovery phase, 84 urines from BC and
control patients were retrospectively included and analyzed by RNA sequencing. In the classifier
development phase, a total of 132 selected genes from previous phase were evaluated by
nCounter® in 214 prospectively collected urines from PFBC (98 with tumor). Then, a diagnostic
classifier was generated by logistic regression. Finally, in the classifier validation phase, a
multicentric and international cohort of 248 urine samples (134 BC and 114 non-recurrent PFBC)
was used to validate classifier performance. A total of 521 genes were found differentially
expressed between non high-risk NMIBC samples and all other groups (p<0.05). An 8-gene
diagnostic classifier with an AUC of 0.893 was developed. Validation of the 8-gene classifier in an
independent cohort of PFBC achieved an overall sensitivity (SN) and a negative predictive value
(NPV) of 96% and 97%, respectively (AUC=0.823). Of note this accuracy was maintained in non
high-risk NMIBC group (SN=94%; NPV=98%). In conclusion, this 8-gene expression classifier has
high SN and NPV in a real clinical scenario (PFBC). The use of this classifier can reduce the
number of follow up cystoscopies in PFBC, although assessing its final place in clinical setting is

necessary.

Key words: bladder cancer; biomarkers; diagnostic test; gene expression profiling; urine

Abbreviation BC: bladder cancer; NMIBC: non-muscle invasive bladder cancer; SN: sensitivity; SP:
specificity; LG: low grade; NR-PFBC: non-recurrent patients in follow up for bladder cancer; C: control; MIBC:
muscle invasive bladder cancer; PCA: principal component analysis; FDR: false discovery rate; FC: fold
change; AUC: area under curve; NPV: negative predictive value; PPV: positive predictive value; HG: high
grade; RT-gPCR: reverse transcription quantitative PCR; GO: Gene ontology
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Introduction

Seventy to 80 percent of bladder cancer (BC)
cases are non-muscle invasive BC (NMIBC)
at diagnosis. As the recurrence rate of NMIBC
is approximately 70% at 5 years, these
patients require long term monitoring by
cystoscopy and cytology [1]. Cystoscopy is an
invasive technique with patient discomfort and
possible complications. Moreover, it has been
estimated that it can overlook 10-20% of the
papillary lesions and 50% of flat bladder
lesions, and could also be inconclusive some
cases [2;3]. For this reason, cystoscopy is
in BC
diagnostic and follow up schedules as its

always associated with cytology

specificity (SP) reaches 98% [4]. Cytology is
a non-invasive methodology but it has low
sensitivity (SN), inter-observer variability,
subjective evaluation and low-accuracy in low-

grade (LG) tumors [5].

Over the last decades, many studies have
attempted to identify urinary biomarkers that
could replace cystoscopy. In fact, several
urinary biomarkers have been reported in the
literature and some of them are even FDA-
approved, but none of these tests have been
incorporated into routine clinical practice due

to their insufficient diagnostic performance [6].

We have previously reported and validated

several gene expression classifiers in
exfoliated urinary cells with a diagnostic
accuracy equal or superior to the current gold
standard (cystoscopy combined with cytology)
[7-9].

sensitivity in low-grade recurrences and were

However, these classifiers lack

only evaluated in case-control cohorts. Here

78

we investigate the gene expression profile
specifically associated with non high-risk
NMIBC tumors in order to identify a specific
set of urine biomarkers in this subgroup of
patients. The combination of the newly
identified biomarkers with the previously
reported by our group could lead to the
development of a more accurate classifier for
detecting low-grade tumors. This would allow
us to replace cystoscopy during follow up or
lower cystoscopy frequency in a routine

fashion.

Materials and methods

Patients and samples

Multicentre and international study performed
according to STARD guidelines [10] and
reported according to REMARK guidelines
[11].

institutional

The protocol was approved by an
review committee at Hospital
Clinic, local

Barcelona (Spain), and by

committees of the four external participating

institutions;  Fundacié  Puigvert (Spain),
Radboud University Nijmegen (The
Netherlands), Hospital Virgen del Rocio

(Spain), University of Vienna (Austria).

The study was divided into three phases:
identification of non high-risk NMIBC specific
urinary  biomarkers  (discovery phase),
development of a diagnostic classifier (training
set phase) and validation of the diagnostic
classifier (testing set phase) (Figure 1). A total
of 597 urine samples from BC patients, non-
recurrent patients in follow up for BC (NR-
PFBC)

urological disease (C) were enrolled between

and controls without neoplasic
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April 2008 and June 2016 in the different

centres. External centres were asked to
collect and prepare the urine samples for final
After

(see

processing at the Hospital Clinic.

excluding non-evaluable samples
nCounter Elements gene expression analysis
secction), 546 samples were included in the
study (Table 1). The grade and stage of the
tumours were determined according to WHO
criteria [12] and TNM classification [13],
respectively. Tumours were classified into
three categories according to their risk: non
high-risk NMIBC, high-risk NMIBC and muscle
invasive BC. BCG treatments were applied

following EAU guidelines [1].

Urine cytology

Urine cytologies were performed according to
Papanicolau staining and were evaluated by
expert pathologists in each participating
centre blinded to the patient’s clinical history.
The

positive, negative, or suspicious. Suspicious

results were either considered as
cytology was defined as those samples that
contained cells with morphologies that could
not be clearly classified as tumour cells or

normal cells.

RNA isolation
Around 50-100 ml

collected from all patients of the series. Urine

of voided urine was
samples were processed as previously
described [14], except that collected urines
were stored at 4°C and processed within the
next 24 hours instead of ice cooled. After
processing, TRIzol

reagent (Invitrogen,

80

Carlsbad, CA, USA) was added and samples
were frozen at -80°C until RNA isolation.
RNAs from the urinary cell pellets were
extracted following manufacturer’s instructions
NanoDrop1000
DE,

USA). In the discovery phase, RNA integrity

and quantified with a

(NanoDrop Technologies, Wilmington,

was assessed with Agilent Bionalyzer by
using Eukaryote Total RNA Nano kit (mean
RIN value was 2.5; range: 0-8.9).

Library preparation and sequencing
method

RNA sequencing of 20,000 RefSeqs was
lon

performed in the discovery phase.

AmpliSeq™ Transcriptome Human Gene
Expression Kit (Thermo Fisher Scientific, P/N
A26325) was used for library preparation.
Briefly, cDNA was synthesised from total RNA
by using the SuperScript® VILO™ cDNA
Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific) from
10 ng of RNA. Then, cDNA was amplified
using lon AmpliSeq™ technology. Finally,

after a partial digestion of the primer
sequence with FUPA reagent, ligation of the
barcoded adapters,
Agencourt® AMPure® XP Reagent of the

amplified cDNA, the library was quantified

and purification by

with lon Library TagMan™ Quantitation Kit
(Thermo Fisher Scientific).

An input concentration of eight pooled
libraries copy/lon Sphere Particles (ISPs) was
added to the emulsion PCR master mix and
the emulsion was generated using the lon
Chef™ Instrument (Thermo Fisher Scientific)

using the
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Table 1. Clinicopathological and demographic characteristics of the study population classified by

A) the study phase and B) the participating centre (testing set).

A) DISCOVERY TRAINING SET TESTING SET
PHASE

Bladder Cancer Patients N (%) N (%) N (%)

Gender

Male 45 (79) 73 (74) 100 (75)

Female 12 (21) 25 (26) 34 (25)

Age

Mean 69 72 73

Range 53-95 46-90 30-94

Pathological Stage

pTa 42 (74) 64 (65) 73 (54)

pT1 6 (11) 14 (14) 44 (33)

pT2 7 (12) 15 (15) 7 (5)

pTis 2(3) 5(6) 10 (7)

Histological Grade

Low 44 (77) 61 (62) 49 (37)

High 13 (23) 37 (38) 85 (63)

Subtotals 57 98 134

Non-Recurrent Patients in Follow Up N (%) N (%) N (%)

for BC

Gender

Male 5(63) 75 (71) 97 (85)

Female 3(37) 31 (29) 17 (15)

Age

Mean 67 71 73

Range 53-84 48-90 40-89

Pathological Stage before TURB

pTa 6 (75) 68 (64) 76 (67)

pT1 2 (25) 21 (20) 31 (27)

pT2 - 12 (11) 5(4)

pTis - 5(5) 2(2)

Histological Grade before TURB

Low 6 (75) 67 (63) 78 (68)

High 2 (25) 39 (37) 36 (32)

Subtotals 8 106 114

Control Patients without Neoplasic N (%) N (%) N (%)

Diseases

Gender

Male 9 (47) 6 (60) -

Female 10 (53) 4 (40) -

Age

Mean 69 63 -

Range 35-84 39-83 -

Urinary Condition

Urolithiasis 12 (63) 7 (70) -

BPH 7 (37) 3 (30) -

Subtotals 19 10 -

TOTAL 84 214 248

Abbreviations: NMIBC, Non-Muscle Invasive Bladder Cancer; MIBC, Muscle Invasive Bladder Cancer;
TURB, Trans-uretheral resection of the bladder; BPH, Benign Prostate History.

81



Treball 3

B)
TESTING SET
Hospital Fundaci6  Radboud  Virgen University
Clinic Puigvert University del Rocio of Vienna
Nijmegen
Bladder Cancer Patients N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Gender
Male 33(77) 37 (77) 16 (84) 9 (56) 6 (75)
Female 10 (23) 11 (23) 3(16) 7 (44) 2 (25)
Age
Mean 74 71 74 69 76
Range 55-91 39-89 30-86 45-82 67-94
Pathological Stage
pTa 18 (42) 31 (65) 15 (79) 10 (63) 4 (50)
pT1 14 (33) 14 (29) 4(21) 5 (31) 2 (25)
pT2 1(2) 3(6) - 1(6) 2 (25)
pTis 10 (23) - - - -
Histological Grade
Low 31(72) 31 (65) 17 (89) 11 (69) 4 (50)
High 12 (28) 17 (35) 2(11) 5(31) 4 (50)
Subtotals 43 48 19 16 8
Non-Recurrent Patients in Follow Up N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
for BC
Gender
Male 75 (87) 5(83) 14 (82) - 3 (60)
Female 11 (13) 1(17) 3(18) - 2 (40)
Age
Mean 74 70 74 - 77
Range 40-89 60-78 47-89 - 69-80
Pathological Stage before TURB
pTa 65 (76) 6 (35) - -
pT1 15 (17) - 7 (41) - -
pT2 4 (4) 2(12) - -
pTis 2(3) 2 2(12) 5 g
Histological Grade before TURB
Low 67 (78) - 6 (35) - -
High 19 (22) - 11 (65) - -
Subtotals 86 6 17 - 5
TOTAL 129 54 36 16 13

Abbreviations: NMIBC, Non-Muscle Invasive Bladder Cancer; MIBC, Muscle Invasive Bladder Cancer; TURB, Trans-

uretheral resection of the bladder.

lon PI™ Hi-Q™ Chef Kit (Thermo Fisher
Scientific). Template-positive ISPs were
enriched, and sequencing was undertaken
using an lon Pl v3 (Thermo Fisher Scientific)
on the lon Proton sequencer (Thermo Fisher

Scientific) using the lon PI™ Hi-Q™
Sequencing 200 Kit (Thermo  Fisher
Scientific).

Read alignment and differential gene

expression analysis
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Partek Flow 6.0 (http://www.partek.com/) was

used to analyse AmpliSeq transcriptome data.

Briefly, primary read alignment for AmpliSeq

sequencing data of all samples was
performed wusing the Torrent Mapping
Alignment Program (TMAP). After

quantification, features with a minimum < 1.0

were excluded. Between-sample
normalization at gene level was performed

using the trimmed mean method (TMM)


http://www.partek.com/

Treball 3

followed by quantile normalisation. Gene-
specific analysis (GSA) was used to identify a
statistical model that is the best for a specific
transcript, and then the best model was used
to test for differential expression.

nCounter Elements gene expression
analysis

Gene expression levels in training and testing
the

according to

sets were quantified via nCounter

Elements approach,

manufacturer’'s  instructions  (NanoString
Technologies, Seattle, WA). Briefly, probes
were designed to target sequences of interest
and the corresponding Elements TagSet
(consisting of a fluorescently labelled specific
Reporter Tag and a biotinylated universal
Capture Tag). The probes were hybridized
with the Elements TagSet and 250ng of RNA
for a minimum of 16 hours at 67°C in a
thermocycler. Samples were stored at 4°C for
a maximum of 24h until purified in the
nCounter Prep Station to remove unligated
probes. Expression data was collected by
direct digital counting of the target molecules
in each sample using the nCounter Digital
analyser. Those samples with less than 10
counts were excluded from the analysis.
Relative expression values for the genes
analysed were used to calculate the risk of
presenting BC. If the predicted probability of
the model was higher than the established
cut-off point value, the samples were
classified for the gene expression signature
as tumour sample. All the researchers from

the Hospital Clinic involved in this analysis

83

were blinded to the patients’ clinical data,

ensuring the reliability of the results.

Data analysis

NanoString raw data was processed in the R

statistical environment (v3.3.2) and
normalization was performed using the
NanoStringNorm package [15]. The

normalization setting was performed using the
geometric mean of the two housekeeping
genes (BGUS, PPIA). Logistic regression was
used to (generate diagnostic models.
Performance was evaluated by ROC curves.
Comparisons with a p-value < 0.05 were

considered statistically significant.

ToppGene (https://toppgene.cchmc.org/) [16]
was used to detect functional enrichment of
the 8 genes from the classifier. Gene-gene
interaction networks for the genes of the
the GeneMANIA
Cytoscape 3.0.0 plugin [17]. Physical, co-

model were built by

expression and pathway gene-gene

interactions were evaluated.

Results

Urinary biomarkers discovery

Initial exploratory assessment of the RNA-seq
dataset was performed using principal
component analysis (PCA). As shown, there
is a noticeable overlap of urine samples from
non high-risk NMIBC and all other groups.
Nevertheless, 521 genes were found to be
specifically differentially expressed (p<0.05)
between non high-risk NMIBC and all the

other groups (Figure 2 and Table S1).
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Classifier development

A total of 114 key differentially expressed
genes selected from phase
(FDR<0.12 and absolute FC=21.5) plus 16

selected genes from our previous classifiers

previous

[7-9] (Table S2) were analysed in 136 urine
samples. Thereafter, 60 genes were selected
(FDR<0.12 and absolute FC=1.5) to be tested
in 79 independent additional samples (Table
S3). Logistic regression analysis was used to
generate an 8-gene expression classifier
(ANXA10, IGF2, KIFC3, KRT20, LCNZ2,
MAGEA3, RPS21 and SLC1A®6) that achieves
an AUC=0.893 for detecting BC. At a fixed SN
of 80%, the classifier reaches 89% SP.

Gene ontology (GO) analyses of the 8 genes
included in the classifier revealed highly
significant enrichment of diseases associated
with bladder malignances (Figure 3A). The
generated network by GeneMANIA shows
that there are no direct interactions between
the eight genes of the model although four of

them show co-expression (Figure 3B).

Classifier validation

The 8-gene classifier was validated in an
independent multicentric and international
cohort of 249 voided urine samples from
patients in follow up for BC (PFBC). The 8-
gene classifier performed well in this real
clinical scenario (AUC=0.823), achieving an
overall SN of 96%. More importantly, the SN
of the classifier in non high-risk NMIBC group
was 94%. Notably, the SN of the classifier in
the subset of recurrent tumors (SN=92%;
n=72) was comparable to that of primary

tumors (SN=100%; n=62).

On the other hand, the SP of the classifier
decreased to 18% in this validation set, as
evidenced in ROC curves and AUC values
(Table 2 and Figure 4). Interestingly, we found
that the performance of the 8-gene classifier
was not affected by number of tumors
(p=0.43) nor by tumor size (p=0.34). Figure 4
depicts the risk probabilities derived from the
8-gene classifier in NR-PFBC, non high-risk

NMIBC and high-risk NMIBC+MIBC, both in

Figure 2. A) Heat map representation of the top 50 differentially expressed genes between low grade NMIBC and the other groups from the
discovery set. Red pixels correspond to an increased abundance of mMRNA in the urine samples, whereas green pixels indicate decreased mRNA

levels. B) PCA representation of differences between all samples.

A)

and MIBC

Non High-risk NMIBC

C, NR-PFBC, High-risk NMIBC

B) s

Abbreviations: NMIBC, Non-Muscle Invasive Bladder Cancer; MIBC, Muscle Invasive Bladder Cancer; NR-PFBC, non-recurrent control patients in follow up for BC; C, controls without

neoplasic urological disease.
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Figure 3. Functional gene enrichment analysis (A) and gene-gene interaction network (B) for the 8 genes of the classifier.

A) significant Terms For. Disease

training and testing sets.

In this phase, we oversampled patients with
BC. We therefore cannot directly calculate
predictive values from the test results. In daily
practice, it is known that recurrence is
detected in approximately 10% of all follow up
cystoscopies performed (90% of patients
previously diagnosed with NMIBC are without
recurrence at time of follow up cystoscopy). In
order to calculate predictive values that reflect
values in real clinical practice, we assumed
the distribution of recurrent vs. non-recurrent
to be 10 vs. 90%. For this, we multiplied the
NR-PFBC samples by 10. Thus, the positive
and negative predictive value (PPV and NPV,
respectively) in the validation phase become
66% and 97%, respectively. If NMIBC patients
with a negative classifier do not undergo
cystoscopy, this means that ~17% of all
cystoscopies can be prevented at the cost of
2% of recurrences remaining undiagnosed.

Performance

comparison of 8-gene

classifier and urine cytology
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Overall cytology results were available for 198
patients in training and 209 in testing set.
Performance of cytology in detecting BC is
shown in Table 2. In both training and testing
set, SN of the 8-gene classifier (80% and
96%, respectively) was higher than that of
urine cytology (35% and 43%, respectively) in
our cohort of samples. NPV is also higher in
both training and testing sets for the 8-gene
classifier than for urine cytology (Table 2).
This means, in the case of the testing set, that
53% of the tumors (51 out of 96) that were
missed by urine cytology were detected by the
8-gene classifier. Notably, the classifier only
misses four tumors (all were non high-risk
NMIBC) which also were not detected by
cytology. On the contrary, PPV and SP are
higher for urine cytology than for the 8-gene

classifier (Table 2).

The combination of the 8-gene model and
urinary cytology results does not significantly
improve the diagnostic performance of the 8-
gene classifier alone, neither in the training
set (AUC 0.903) nor in the testing set (AUC
0.825) (Figure S1).
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Table 2. Diagnostic performance of the 8-gene test, cytology and combination of both in testing
set (at fixed sensitivity of 80% in the training set).

TRAINING SET TESTING SET
flagsesri]fei!er Cytology* flfsi?f?er Cytology* Combination
N samples 213 198 249 209 209
AUC 0.893 - 0.823 - 0.825
Sensitivity Overall 80% 35% 96% 43% 96%
Non High-risk NMIBC 86% 15% 94% 40% 97%
High-risk NMIBC 96% 56% 97% 54% 85%
MIBC 87% 75% 100% 60% 100%
LG 87% 14% 96% 33% 95%
HG 92% 68% 95% 51% 96%
NPV Overall 85% 68% 97% 67% 98%
Non High-risk NMIBC 92% 73% 98% 70% 99%
High-risk NMIBC 99% 91% 99% 94% 99%
MIBC 98% 97% 100% 98% 100%
LG 91% 72% 99% 80% 99%
HG 97% 91% 98% 80% 99%
Specificity NR-PFBC 89% 92% 18% 96% 22%
C 80% 100% = = =

*Cytology was only available for a subset of samples

Abbreviations: NMIBC, Non-Muscle Invasive Bladder Cancer; MIBC, Muscle Invasive Bladder Cancer; LG,
Low Grade; HG, High Grade; NR-PFBC, Non-recurrent Patients in Follow up for Bladder Cancer; C, Non-

neoplasic Controls.

Figure 4. Performance of the 8-gene classifier. A) ROC curve of 8-gene model in both training (black line)
and testing set (blue line). B) Risk of tumor probability representation according to the 8-gene expression
classifier in training and C) testing sets (cut-off = 0.425).
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NMIBC, Non-Muscle Invasive Bladder Cancer; MIBC, Muscle Invasive Bladder Cancer.
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: AUC, Area Under de Curve; BC, Bladder Cancer; NR-PFBC, non-recurrent control patients in follow up for BC;
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Discussion

Patients with NMIBC are submitted to
frequent invasive cystoscopies during their
surveillance. Cytology is useful, particularly as
adjunct to cystoscopy, if high-grade disease is
present, but it presents low sensitivity in low-
grade tumors. Thus, the identification of a
reliable non-invasive tool for overall detection
of BC would be of great usefulness in the
clinical setting, especially for the non high-risk
NMIBC group. Considering this lack of
accurate tests for non high-risk NMIBC, in this
study, we applied an RNA-seq methodology
to identify non high-risk NMIBC specific
Moreover, the

identified

urinary RNA biomarkers.

combination of these new
biomarkers with our previously described BC
urine biomarkers has allowed us to develop
and validate an improved 8-gene expression

classifier useful for BC monitoring.

To the best of our knowledge, this is the first

time that a list of genes differentially
expressed specifically in non high-risk NMIBC
tumors is reported. To identify these genes, 5
subgroups of urine samples were evaluated
and only those genes differentially expressed
specifically in the non high-risk NMIBC group
of patients were selected for further analysis.
As we aimed at developing a test for the
global diagnosis of BC, the 16 genes reported
in our previous classifiers with a high
diagnostic performance in high-grade tumors
[7-9] were also included in the subsequent
analysis. After two validation rounds of all
these selected key genes, we have been able

to develop a global 8-gene expression
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classifier that performs equally in all BC risk
groups. Overall SN of the classifier is 96%,
with no significant difference in low (96%) and
high-grade (HG) (95%) tumors. Of note, the
classifier was validated in an international and
multicentric cohort of samples. Furthermore,
with the aim of translating our classifier to
routine clinical setting, we have developed the
classifier using a non-observer dependent and
non-labour-intensive methodology. The eight
genes included in the classifier can be easily
analysed in a multiplex format using the

nCounter technology [18].

Recently, several urinary tests for BC follow
up have been described. Sin et al [19] used
RNA-seq to develop a three-biomarker test to
predict BC with an overall SN of 83% and SP
of 89%. However, they designed a case-
control study and, although it has been tested
in 6 PFBC, validation of the results in an
independent cohort is necessary to determine
the usefulness of the classifier in a real clinical
hand,

currently two commercially available tests

scenario. On the other there are
based on gene expression quantification by
RT-gPCR of five markers in urine samples;
Cxbladder (Pacific Diagnostics) achieved an
AUC of 0.87 in a cohort of firstly diagnosed
BC patients while AUC values drop to 0.66 in
a surveillance cohort. This performance in
surveillance was improved with the
development of CxBladder Monitor test which
presents an AUC value of 0.73 [20]. Xpert
Bladder Cancer (Cepheid) achieves an AUC
of 0.87 in a validation cohort of PFBC. Of

note, SN in primary and recurrent tumors was
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73% and 77%, respectively. However, SN
65% in
two out of the five genes

drops to low-grade disease.
Interestingly,
included in their final classifier were selected
from our previously reported classifiers [7-9].
A test with high SN and NPV is crucial in the
BC surveillance scenario to safely lower the
number of follow up cystoscopies. Our 8-gene
expression classifier outperforms the current
gold standard and previously developed gene
expression tests in terms of SN and NPV [7-
9]. Using the test, ~17% of PFBC from our
validation cohort could safely skip cystoscopy.
The PFBC should

cystoscopy. This is not a major problem, since

remaining undergo
in normal daily practice PFBC would have
undergone a cystoscopy anyway. Using our 8-
gene classifier, six recurrent PFBC were
wrongly diagnosed as not having a
recurrence; four of them had TalLG, one had a
Tis and one had a T1HG tumor. Of note,
cytology also missed these six tumors.
Furthermore, it is known that cystoscopy, our
gold standard, misses up to 15% of the

papillary and up to 30% of the flat lesions [21].

It should be considered that a high proportion
of patients who presented non high-risk
tumors are being long term monitored. In our
series, 60% of the BC samples analysed are
non high-risk NMIBC and a SN of 94% and
NPV of 98% was found in this subgroup of
patients. This population may be hugely
benefited from the avoidance of continuing
surveillance procedures which are invasive.
Of importance, the 8-gene classifier maintains
a high SN and NPV in high-risk NMIBC
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disease (97% and 99%,

guarantying the detection of potential life-

respectively)

threatening tumors. Lastly, the accuracy of
our 8-gene classifier was not affected by
number of tumors neither did it correlate with
tumor size, further supporting its usefulness in

the follow up of BC patients.

We found that the 8 genes composing the
classifier regulate the carcinogenesis process
via different mechanisms. This is shown by
the fact that the genes of the model have no
direct interactions and derive from different
pathways. This 8-gene classifier incorporates
three genes not previously included in our
LCN2, RPS21 and
KIFC3. LCN2 facilitates tumorigenesis by

reported classifiers:

promoting survival, growth and metastasis
[22] and it has been reported several cancers
[23]. Preliminary evidence also suggests that
LCN2 may be used as a prognostic urinary
biomarker of breast cancer [24]. According to
our results, Arthurs et al [25] found that
RPS21 presented significantly raised levels of
expression in malignant prostate cancer
tissue. Finally, KIFC3 plays a role in the
formation, maintenance and remodeling of the
bipolar mitotic spindle. It has been not related
previously with carcinogenetic processes. Go
analysis confirmed that the genes included in
the classifier are highly related to bladder
malignancies, corroborating the suitability of
these genes to be useful for the detection of

BC.

The strengths of this study lie in the fact that
we have chosen a three-stage approach using

PFBC, the patients in whom the test should
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be applied. We have also used a blind
approach to identify genes particularly related
with non high-risk BC patients. Furthermore,
the use of voided urine samples to analyze
gene expression allows for the development
of a non-invasive BC diagnostic tool with an
easy translation into clinical practice. Lastly,
the test is based on a multiplexing format
directly quantifiying by an hibridization gene
expression. However, some limitations should
be mentioned. To avoid inefficiency, patients
with recurrence were oversampled by also
recruiting patients who were scheduled for a
bladder transurethral resection of a proven
bladder tumor. Consequently, some of the
patients had primary tumors. Moreover, the
number of NR-PFBC was misrepresented in
the validation series and we had to make an
the
cystoscopies that could be skipped. Secondly,

estimation to calculate number of
8.5% of samples had to be excluded due to
technical failures. Eventually, the low SP of
the test should be improved to prevent

unnecessary cystoscopies.

In conclusion, our 8-gene expression classifier
has high SN and NPV in a real clinical
scenario and this performance is maintained
in non high risk NMIBC group. If only patients

with a positive classifier result would be
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cystoscopied, 17% of all cystoscopies can be
prevented. For a definitive conclusion, these
results must be validated through prospective
trials  for

large-scale randomized clinical

assessing its final place in clinical setting.
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S’THAN DE REALITZAR ANALISIS ADDICIONALS ALS PACIENTS AMB
CITOLOGIA URINARIA SOSPITOSA PER CARCINOMA UROTELIAL?

Objectiu: Esbrinar el significat clinic de la citologia urinaria sospitosa per carcinoma urotelial

(CU) en pacients amb cistoscopia negativa.

Pacients i métodes: Estudi prospectiu en qué es van analitzar 83 mostres d'orina de pacients
amb diagnostic de citologia urinaria sospitosa per CU i cistoscopia negativa. Es va recitar als
pacients en un termini mitja de dos mesos després del diagnostic de citologia urinaria
sospitosa per CU per repetir la cistoscopia i recollir una mostra d'orina. Les orines es van
analitzar mitjancant citologia, hibridacid in situ fluorescent (assaig FISH, Urovysion®),
mutacions de DNA en els gens FGFR3 i TERT i el classificador d'expressio de 8 gens (GE). Tots
els pacients van completar un minim de 15 mesos de seguiment endoscopic i clinic. Els

resultats d'aquestes técniques es van comparar amb I’evolucid clinica de cada pacient.

Resultats: En aquesta cohort, es va detectar la presencia de tumor en 29 (35%) pacients; 25
d’ells en el moment de la segona avaluacid i quatre durant el seguiment. Globalment, 21 (84%)
dels tumors identificats a la segona avaluacio van ser d'alt risc, per contra, els quatre pacients
als que se’ls va detectar el tumor durant el seguiment van presentar tumors TalLG. En 63
pacients, es van poder realitzar tres de les técniques proposades: la citologia urinaria, la FISH i
el GE. Aquestes técniques van detectar el 52%, el 100% i el 90% dels tumors al moment de la
segona avaluacié, respectivament. El 100%, el 83% i el 84% dels tumors detectats per la
citologia, la FISH i el GE, eren d'alt risc, respectivament. Tant la FISH com el GE van predir la
preséncia de tumor en el 100% dels casos durant el seguiment dels pacients, mentre que la
citologia no en va predir cap. L’analisi per cistoscopia i I’analisi de mutacions van identificar la

presencia de tumor només en el 14% dels casos.

Conclusid: A la nostra serie, el 35% dels pacients amb citologia sospitosa per CU i cistoscopia
negativa presenten CU. El 84% dels pacients que presenten CU van ser identificats a la segona
avaluacio. Sorprenentment, el 84% d’aquests tumors detectats a la segona avaluacié eren d’alt
risc. Aquestes dades suggereixen que la citologia urinaria sospitosa per CU té un alt impacte
clinic i que és recomanable utilitzar assaigs addicionals, com una segona citologia, I'analisi per

FISH o el GE, per aclarir la seva importancia.
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IS A SECOND EVALUATION MANDATORY FOR UROTHELIAL
CARCINOMA SUSPICIOUS URINE CYTOLOGY PATIENTS?

Ruth Montalbo?, Mercedes Ingelmo-Torres?, Laura lzquierdo?, Pilar Galve?, Manel Solé® Agustin Franco?,
Maria José Ribal®, Antonio Alcaraz® and Lourdes Mengual®

“Department and Laboratory of Urology, Hospital Clinic, Institut d’Investigacions Biomédiques August Pi i
Sunyer (IDIBAPS), Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain.

bDepartment of Pathology, Hospital Clinic, Barcelona, Spain.

Objective

To elucidate the clinical significance for urothelial
carcinoma (UC) suspicious urinary cytology in
patients with negative cystoscopy.

Patients and methods

Prospective study in which 83 urine samples from
patients with a diagnosis of UC suspicious urine
cytology and negative cystoscopy were analyzed.
Patients were reprogrammed within a mean of
the
diagnosis to perform a second cystoscopy and to

two months after suspicious cytology

collect a second urine sample. Urines were

cytology,
(Urovysion®

fluorescent in situ

FISH DNA
mutations in FGFR3 and TERT genes and an 8-
(GE)
completed at least 15 months of endoscopic and

analyzed by
hybridization assay),

gene expression classifier. All patients

clinical follow up (FU). Results from these
techniques were compared with the clinical

outcome of each patient.

Results

In this cohort, tumour presence was found in 29
(35%) patients; 25 patients had tumour presence
at second analysis and 4 patients showed tumour
presence during the FU. Overall, 21 (84%) of the
tumours detected at second analysis were high
risk tumours and all four patients who had tumour
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presence during the FU had a TalG tumour.
Results from urine cytology, FISH and GE were
available for 63 patients. These techniques were
able to diagnose 52%, 100% and 90% of tumours
at second analysis, respectively. Notably, 100%,
83% and 84% of the tumours detected by
cytology, FISH and GE, respectively, were high risk
tumours. Both, FISH and GE were also able to
predict 100% of the tumours during patients’ FU,
while cytology did not predict anyone. Both,
cystoscopy and mutation analysis identified only
14% tumours.

Conclusion

Presence of tumour at second analysis was
observed in 35% of patients with UC suspicious
urine cytology and negative cystoscopy, and 84%
of these patients showed tumour presence
already at second analysis. Strikingly, 84% of
tumours were of high risk of progression at
second analysis. This data suggests that UC
suspicious urine cytology has a strong clinical
significance and additional assays, such as second
cytology, FISH and/or GE analysis should be used
to elucidate its significance.

Keywords
bladder cancer, FISH, surveillance, non-invasive
biomarkers, gene expression, suspicious cytology
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Introduction

At presentation, 75% of the urinary bladder
cancers (BC) are non-muscle invasive bladder
cancers (NMIBC), of which 20 to 80%, depending
of the risk group, will have one or several
recurrences and 15 to 25% of the high-risk NMIBC
will progress to muscle invasive tumours.
Consequently, NMIBC patients require frequent
and long-term surveillance. The follow up (FU)
schedule consists of cystoscopy and in case of
high risk NMIBC, cystoscopy combined with urine
cytology. Depending on the patient’s risk profile
the European Association of Urology guidelines
recommend up to 15 cystoscopies during the first
5 years of FU [1].

Cystoscopy has a high sensitivity (SN) but is an
invasive methodology, observer dependent,
bothers some patients and misses up to 15% of
the papillary and up to 30% of the flat recurrences
[2,3]. Urine cytology, on the other hand, exhibits
excellent specificity (SP) but presents low SN,
especially in low-grade (LG) tumours, ranging
between 4-31%

[4,5]. cytology

Furthermore,
results are referred sometimes as suspicious,
which are challenging because it raises the
possibility of a tumour even with normal
cystoscopy. In this scenario, there are no specific
recommendations to guide clinicians when
deciding whether to perform further analysis or
alter surveillance. Consequently, a group of
patients remains who are over investigated or,
even worse, being diagnosed late. The
development of a urinary tool to predict tumour

presence in these patients would greatly improve
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patient’s management and probably lower the
number of investigations performed.

Several urine biomarkers for the surveillance of
BC patients have been proposed and some of
them are even FDA-approved [6—8]. For instance,
UroVysion FISH assay (Abbot Laboratories) has
shown greater sensitivity than cytology to
diagnose BC in urine cells [9] even though it does
not achieve its specificity. On the other hand,
mutations in the promoter region of the
telomerase reverse transcriptase (TERT) and in
the fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3)
genes have also been suggested as useful
biomarkers of BC in urine cells. Mutations in the
core promoter region of TERT gene emerged as
the most frequent somatic genetic alterations
found in both NMIBC and muscle invasive BC
(MIBC) [10,11]. Furthermore, about 70% of LG
NMIBC have a mutation in FGFR3 [12].
Alternatively, promising urine gene expression
tests have also been developed for the non-
invasive diagnosis of BC [13—15]. Specifically, we
have developed and validated different urine
gene expression classifiers [16-18]. More
recently, we have demonstrated the utility of an
8-gene expression classifier to detect BC
recurrences in patients in FU for BC [19].

Here, we aimed to determine how to deal with
patients with urothelial carcinoma (UC) suspicious
cytology and normal cystoscopy by repeating
cytology, cystoscopy and testing different urine-
based biomarkers. The final clinical goal is to

avoid over examination and prevent delayed
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diagnosis when tumour, or even progression, is

present.
Patients and methods

Patients and samples

Prospective study including 95 patients with urine
cytology suspicious for UC and negative
cystoscopy enrolled between April 2014 and
September 2016. After excluding those non-
evaluable samples (insufficient number of urine
cells), 83 samples were analyzed (Table 1).

Table 1. Histopathological characteristics of the
study population.

Patients N %
Mean age (range), years 74 (54-92) -
Sex
Male 71 86
Female 12 14
Cohort features
Patients with suspected BC = 15 18
Patients in FU for BC 68 82
Before suspicious cytology in patients in FU for BC
Pathological Stage
pTa 39 58
pT1 18 26
pT2 3 4
pTis 8 12
Histological Grade
Low grade 23 34
High grade 45 66
Prior recurrence
Primary tumour 33 49
Recurrent tumour 35 51
Tumour Focality
Multiple 46 68
Solitary 22 32
Tumour diameter
<3cm 55 81
23cm 13 19
Subtotal 68 100
TOTAL 83 100

Abbreviations: BC, bladder cancer; FU, follow up
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Hospital ethics committee approved the study
and all patients provided their informed consent

before being enrolled.

Suspicious cytology patients with negative
cystoscopy were reprogrammed (mean time: 2
months; 0.5-5 months) to

range: repeat

cystoscopy and collect urine samples by
barbotage. Urine samples were divided into four
aliquots, each one for cytology, UroVysion FISH
assay, FGFR3 and TERT mutations and 8-GE
classifier. Samples were stored at 4°C until
processing within the next 4 hours. The urine
aliquot used for GE analysis was mixed with 1/25
volumes of 0.5 M EDTA pH 8.0 to prevent RNA
degradation before being stored at 4°C.

Results from these techniques were compared
with the clinical outcome of each patient. Tumour
presence was defined as a histological proven
tumour after bladder biopsies or trans-ureteral
resection of the bladder (TURB). None of the
patients presenting tumour had adjuvant
treatments, including BCG, at least two years

before sample collection.

Cytology analysis

Urine cytologies were performed according to
Papanicolaou’s staining and were evaluated by an
uro-pathologist blinded to the patient’s clinical
(MS). classified as

history Cytologies were

positive, negative or suspicious. Suspicious
cytology was defined as a sample containing cells
with morphologies not clearly classifiable as

tumour cells.
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FISH test (UroVysion® Bladder Cancer Kit)

FISH analysis was performed following
manufacturers’ instructions. Briefly, urine samples
were centrifuged at 1800 rpm for 10 min at room
temperature. Subsequently, cell pellets were
washed once with PBS 1X and then fixed with
Carnoy’s solution (3:1 methanol/glacial acetic
acid). Then, cells were extended in methanol pre-
treated slides and FISH was performed. The
criteria for positivity of a single cell was the
identification of morphologically abnormal nuclei
showing either a gain of multiple chromosomes
for more than 1 of the probes CEP 3 red, CEP 7
green, or CEP 17 aqua, or a homozygous loss of
9p21 (no signals for LSI 9p21 yellow). Analysis
continues until either 2 4 cells with gains of
multiple chromosomes or > 12 cells with
homozygous loss of 9p21 are detected, or until

the entire sample is analyzed.

Mutation detection analysis

Urines were centrifuged at 2400rpm, 10’, 4¢9C.
DNA from cell pellets was isolated using the
QIAmp DNA mini kit following manufacturer’s
instructions (QIAGEN). In some cases (n=36), the
volume of urine samples collected was insufficient
to perform all the analysis. In these cases, DNA
was extracted from cells extended in the FISH
slides once the FISH analysis was finalized. Briefly,
cells were scraped off the glass slides in a laminar
flow hood with a sterile scalper blade and the
resulting powdered material was transferred to a
1.5mL Eppendorf tube containing 1mL of cell lysis
buffer (0.01M Tris-HCl pH=7.5, 0.4M NaCl, 2mM
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EDTA pH=8), 30uL of Proteinase K and 100uL of
SDS 10%. Tubes were incubated at 55°C for at
least 2 hours. Then, phenol-chloroform DNA
isolation was performed.

Isolated DNA was quantified with a NanoDrop ND-
1000 and PCR amplified using 20ng of the isolated
material, 20pmols of the specific primers (Table
S1A) and 10uL of KAPA2G Robust HotStart
ReadyMix (Kapa Biosystems) in a total volume of
20uL following the same protocol as described in
previous studies [10,20,21]. The PCR products
were treated with EXO-SAP (Affimetrix-Applied
Biosystems). This step was followed by a single-
nucleotide probe extension assay using the
SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosystems) in
which probes were designed to anneal to either
the forward or reverse strand adjacent to the
mutation site under investigation. These probes
were fitted with T-tails of different lengths at their
5 ends to allow separation of the extension
size (Table S1B). After

product by single-

nucleotide primer extension, products were
treated with one unit of SAP at 37°C for 60
minutes followed by 15 minutes at 75°C. Final
products were run on an ABI PRISM 3130 XL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Results
were analyzed by Peak Scanner 2 software

(Applied Biosystems).

Gene expression analysis

The 8-gene expression classifier previously
developed by our group was tested [19]. Urines

were centrifuged at 2400rpm, 10°, 4°C and RNA
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from cell pellets was isolated using TRIZOL
reagent following manufacturer’s instructions. A
total of 250ng of RNA were analyzed using
nCounter Elements methodology. The mixture of
RNA and the target probes (Table S2) hybridized
for at least 16 hours at 67°C. After hybridization,
washing and purification were carried out in the
nCounter Prep Station and finally, digital counting
was performed in the nCounter Digital Analyzer.
Resulting counts were normalized using two
housekeeping genes in the NanostringNorm R

Package. Differential expression assessment was

obtained using limma-voom pipeline.
Results

Characteristics of the series

In this cohort of patients with urine cytology
suspicious for urothelial carcinoma (UC), tumour
presence was observed in 29 (35%) patients
(Table 2); 25 patients had tumour presence at
second evaluation (mean time to second
evaluation 2 months, range 1-4) and 4 patients
showed tumour presence during later FU (mean

time to tumour detection 7 months, range 3-8).

Overall, 84% of the tumours detected at patients’
second evaluation (n=21) were high risk tumours.
All four patients who had tumour presence during
the FU had a TalLG tumour. The mean FU time

(range) of the series was 28 (15-44) months.

Urine cytology
Second urine cytology was performed in the 83
patients with previous urothelial carcinoma (UC)

suspicious cytology and negative cystoscopy.
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Table 2. Histopathological characteristics of the

tumours.

Patients N %
Mean age (range), years 76 (60-91) -
Sex (males) 25 86
Pathological Stage
pTa 8 28
pT1 5 17
pT1 +CIS 1 3
pTis 13 45
pTX 2 7
Histological Grade
Low grade 9 31
High grade 20 69
Risk Group
Low-risk 2 7
Intermediate-risk 6 21
High-risk 21 72
TOTAL 29 100

A total of 13 (15.6%) positive, 57 (68.8%) negative
and 13 (15.6%) suspicious cytologies were found
in this second cytology (Table 3). Eleven of the 13
(85%) patients with positive cytology had tumour
presence, all of them at the time the of patients’
second evaluation and all were high-risk tumours.
Overall, eleven of the 57 (19%) patients with
negative cytology had tumour presence; eight
(73%) patients showed tumour presence at
second evaluation (4 high and 4 low risk tumours)
and 3 showed tumour presence during later FU;
all TaLG tumours (mean time to tumour presence
6 months, range 3-8). Overall, 7 of the 13 (54%)
patients who remained with suspicious cytology
at second cytology had a tumour presence; 6
(86%) patients at second evaluation, all of them
high-risk tumours, and one patient (TaLG) during

later FU (time to tumour presence 8 months).
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Cystoscopy

A second cystoscopy was performed in all
patients, 4 (5%) had positive and 79 (95%)
negative cystoscopy. Three of the four patients
with positive cystoscopy had tumour presence,
two of them at patients’ second evaluation (all
high-risk tumours). Twenty-six of the 79 patients
(33%) with negative cystoscopy had tumour
presence; 23 (88%) patients at second evaluation,
19 of these tumours (83%) being of high-risk.
Three patients showed tumour (TaLG) during later

FU (mean time to tumour progression 6 months,

range 3-8).
FISH test (UroVysion)

From the 83 samples analyzed by UroVysion FISH
assay, 35 (42%) had a positive FISH result. From
this 35, presence of tumour was confirmed in 28
(80%) by TURB or biopsy; 24 (86%) patients had
the tumour at second evaluation (20 of them

were high risk tumours) and 4 (14%) during later

FU (all TaLG). All negative FISH samples, except

one (pTis), did not showed tumour.
Mutation analysis

Mutation analysis was performed in 62 samples.
Overall, mutation in FGFR3 and TERT were found
in 6 patients. Mutations in FGFR3 gene were
found in four patients (2x S249C, 3x Y375C and
K652E/Q). Two additional patients had mutations
in the promoter region of TERT gene [hTERT
1,295,228 C228T/A) and hTERT hTERT 1,295,242
C242A]. Three of the six patients showed tumour
presence at second evaluation (2 of them were h
igh risk tumours). Twenty-two of the 58 patients
(38%) without mutation in these genes had
tumour presence; 19 (86%) patients at second
evaluation, 16 of these tumours (84%) being of
high-risk. Three patients showed tumour presence
(TaLG) during later FU (mean time to tumour

presence 6 months, range 3-8).

Results of the different methodological approaches

CYTOLOGY
N Patients 83
POSITIVE 13
TRUE POSITIVE 11
POSITIVE AT SECOND EVALUATION 11
HIGH RISK TUMOUR 11
NEGATIVE 57
FALSE NEGATIVE 11
POSITIVE AT SECOND EVALUATION 8
HIGH RISK TUMOUR 4
SUSPICIOUS 13
TRUE POSITIVE 7
POSITIVE AT SECOND EVALUATION 6
HIGH RISK TUMOUR 6

Abbreviations: GE, gene expression
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CYSTOSCOPY  FISH MUTATION GE
83 83 62 63
4 35 6 42
3 28 3 23
2 24 3 19
2 20 2 16
79 48 58 21
26 1 22 2
23 1 19 2
19 1 16 2
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Gene expression analysis

RNA samples were available for 63 patients. The

8-gene expression classifier determined 42
samples to be positive, 23 (55%) of them were
confirmed as positive by biopsy or TURB; 19 (83%)
of them at patients’ second evaluation (16 of
them were high risk tumours) and 4 (17%) during
later FU (all of them TalLG). On the other hand,
from the 21 samples considered as negative for
the classifier, 19 (90%) did not show tumour
presence. The remaining two patients had a CIS at

patients’ second evaluation.

Performance comparison of the different
methodological approaches

Patients’ second cystoscopy and mutation analysis
were excluded from further comparisons due to
their limited diagnostic performance in this
subgroup of patients (Table 3). Cytology, FISH and
GE were analyzed in 63 patients. Of these 63
patients, 25 showed tumour presence; of which
21 were detected at patients’ second evaluation.
Cytology, FISH and GE were able to identify
tumour presence in 11, 21 and 19, respectively.
Furthermore, FISH and GE were also able to

predict the four tumours at later FU while

cytology failed in all cases.

Figure 1 shows the results of the FISH and GE in
this cohort stratified according to cytology results.
Eleven of the 12 positive cytologies confirmed by
biopsy/TURB are high risk tumours. FISH was able
to detect all the tumours and GE analysis missed
one case of CIS. From the 40 negative cytologies,

8 showed tumour presence; 5 at patients’ second
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evaluation (2 high and 3 low risk tumours) and 3
during later FU (all TaLG). FISH was able to detect
all the tumours and GE analysis missed one case
of CIS. Finally, from the 11 UC suspicious
cytologies, 6 patients showed tumour presence; 5
at patients’” second evaluation (all high risk
tumours) and 1 during later FU (TalG). GE was
able to detect all the tumours and FISH missed a

case of CIS.

Discussion

Suspicious urine cytology represents a diagnostic
and therapeutic challenge. In the case of a
suspicious cytology and negative cystoscopy, if no
additional testing is performed, there is risk of
misdiagnosing UC. The use of an additional, non-
invasive technique to detect or predict tumour
presence would improve patient’'s disease
management and outcome.

In the present study 35% (29 out of 83) of
analyzed patients with suspicious cytology and
negative cystoscopy showed tumour presence.
Notably, 25 out of the 29 (86%) patients showed
tumour at patients’ second evaluation and 21
(84%) of them presented high risk tumours. These
patients with putative life-threatening tumours
would have not been re-evaluated until a
minimum of 3-6 months later, depending of the
patient’s risk profile and FU schedule. However, a
second urine cytology analysis in these patients
within a mean of 2 months as of the suspicious
diagnosis, identified 13 patients that changed the
cytology results from suspicious to positive.
Biopsy/TURB demonstrated that 11 of these 13

patients (85%) had high risk tumours.
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Consequently, only one second urine cytology
showed a direct benefit in these patients. This is
in line with the EAU guidelines suggestion to
repeat cytology analysis in case of a suspicious
cytology finding [22].

Of note, FISH also identified all 11 tumours while
GE analysis missed one. Contrarily, 4 of the 29
patients had a tumour presence during their later
FU, all of them presenting TaLG tumours. Cytology
was unable to predict these 4 tumours while FISH

and GE analysis predicted all.

On the other hand, 14% of patients with negative
second cytology presented a tumour at patients’
second evaluation and 5% had tumour presence
during later FU. Overall, 73% of these tumours
FISH and GE achieved a

were low grade.

sensitivity of 100% and 88%, respectively,
detecting tumour presence in this subgroup of
patients. Nevertheless, urine biomarkers improve
the detection of tumour presence, it has been
shown that a delay of 6 months in the diagnosis of
a LG tumour does not adversely affect the
patient’s outcome [23]. Eventually, in our series,
16% of second cytologies remained with a
suspicious result and 88% of the patients showed
tumour presence at patients’ second evaluation.
Of note, all these tumours were of high risk.
Sensitivity for FISH detecting these tumours was
83%, while the gene expression classifier achieved
100% sensitivity. In this ambiguous scenario of a
second suspicious for UC cytology, the use of
urine markers and biopsy, upper tract imaging or

close cystoscopy evaluation after a positive FISH

in these cases has to be considered [24,25]. Our

Positive
(n=13)

85% tumour presence

results highly support the use of complementary
evaluation using urine biomarkers to elucidate
this uncertain cytology diagnosis. In this sense,
both FISH and GE classifier could be useful tools

for implementing in the clinical setting (Figure 2).

FISH is very useful to predict tumour presence in
the case of atypical cytology with negative
cystoscopy. Kim et al., in a cohort of 243 patients
with negative cystoscopy and suspicious cytology,
found positive FISH in 41% patients, and 23% of
them recurred [26]. These results are in
accordance with those reported here where 42%
patients with suspicious cytology had positive
FISH and 35% of them had tumour presence. To
the best of our knowledge, this is the first time a
GE classifier and mutation analysis to predict
tumour presence in patients with suspicious

cytology is used. Even though in our cohort of

Figure 2. Patients’ evaluation proposal for UC suspicious
urine cytology.

Suspicious cytology + Negative cystoscopy

Second cytology
(n=83)

Suspicious
(n=13)

54% tumour presence
83% HG tumours

!

Biomarkers

/

Negative
(n=57)

19% tumour presence
73% LG tumours

!

Follow normal
schedule

100% HG tumours

!

Biopsy/TURB

Abbreviations: HG, high grade; TURB, transurethral resection of the
bladder; FISH, fluorescence in situ hybridization
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patients with suspicious cytology mutation
analysis does not perform well, it has shown to be

useful in other studies [10,12].

In contradiction, the GE classifier was able to
predict tumour patients in patients with two
consecutives

100%).

suspicious cytologies (Sensitivity

This assay is based on a direct
quantification in urine samples of the expression
of 8 genes in a multiplex format allowing its easy

translation to clinical routine.

We acknowledge that this work has some
limitations. The diagnosis of atypical or suspicious
cytology can vary between institutions [27,28]. In
November 2015 a consensus classification for
reporting urine cytology (The Paris System for
Reporting Urinary Cytology) was published [29].
Unfortunately, sample collection started before
this date. Furthermore, the total number of
patients analyzed is limited, but the number of
cytologies reported as suspicious is relatively low,
in our institution it represents = 5% of all
cytologies, which makes it difficult to obtain a
large prospective series. Moreover, we included
only those cytologies suspicious for UC with
negative cystoscopy. Finally, we needed a certain
amount of urine cells to perform all four analyses.
In some cases, this was not possible, and thus the
whole comparison was only possible in a subset of
the patients. Consequently, a multicenter
validation study with a larger series of patients
would be useful to corroborate these findings and
to elucidate which of the methodological
approaches proposed, FISH or GE, has better

performance to predict tumour presence in the
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subgroup of patients with two consecutives for

UC suspicious cytologies.

Conclusion

In this study, tumour was present in 35% of
patients with UC suspicious cytology and negative
cystoscopy and 84% of them showed tumour
presence already at patients’ second evaluation.
Strikingly, 84% of tumours detected at patients’
second evaluation were of high risk.
Consequently, urinary cytology suspicious for UC
has a strong clinical significance. Our data
supports the recommendation to perform at least
a second cytology. FISH and GE analysis are useful
to predict tumour presence in patients with a
second suspicious cytology. In the case of
negative cytology at patients’ second evaluation,
the maintenance of the standard FU schedule is

suggested.

Acknowledgments

We thank all the patients who participated in this
study and all the staff and nurses from the
Urology Department of the Hospital Clinic for
collaborating in collecting urine samples. Funding
from CERCA Programme/Generalitat de Catalunya
is gratefully acknowledged. This work was
developed at the building Centre de Recerca
Biomeédica Cellex, Barcelona. We thank AG Van
der Heijden for the critical revision of the

manuscript and Helena Kruyer for the English

correction of the manuscript.



Treball 4

References

1.

Babjuk M, Burger M, Zigeuner R, Shariat SF,
Van Rhijn BWG, Compérat E, Sylvester R,
Kaasinen E, Bohle A, Palou Redorta J,
Rouprét M. EAU guidelines on non-muscle-
invasive Urothelial carcinoma of the
bladder: Update 201. Babjuk M, Burger
M, Zigeuner R, Shariat SF, Van Rhijn BWG,
Compérat E, Sylvester RI, Kaasinen E, Bahle
&, Palou Redorta J, Rouprét M. EAL
guidelines on non-muscle-invasive
Urothelial carcinoma of the bladder:
Update 2013, Eur Urol. 2013; 64- 639-53.
doi: 10 1016/j.eururo.2013.06.003.

Smith Z, Guzzo T. Urinary markers for
bladder cancer. F1000Prime Rep. 2013; .
doi: 10.12703,/P5-21.

Goh AC, Lermer SP. Application of new
technology in bladder cancer diagnosis and
treatment. World ] Urol. 2009; . doi
10.1007/s00345-009-0387-1.

Lotan ¥, Bensalah K, Ruddell T, Shariat 5F,
Sagalowsky Al Ashfag R. Prospective
Evaluation of the Clinical Usefulness of
Reflex Fluorescence In Situ Hybridization
Assay in Patients With Atypical Cytology for
the Detection of Urothelial Carcinoma of
the Bladder. 1 Urol [Intermet]. 2008; 179:
2164-9. doi: 10.1016/].juro.2008.01.105.

Hajdinjak T. UroVysion FISH test for
detecting urothelial cancers: Meta-analysis
of diagnostic accuracy and comparison with
urinary cytology testing. Urol Oncol Semin
Orig Inwestig. 2008; 26: 646-51. doi
10.1016/j.urolonc.2007.06.002.

Mowatt G, Zhu 5, Kilonzo M, Boachie C,
Fraser C, Griffiths TRL, N'Dow 1, Nabi G,
Cook J, Vale L. Systematic review of the
clinical effectiveness and cost-effectivensss
of photodynamic diagnosis and wurine
biomarkers (FISH, ImmunoCyt, NMP22) and
cytology for the detection and follow-up of

105

10.

11.

bladder cancer. Health Technology
Assessment. 2010. doi: 10.3310/htal4040.

Bell MD, Yafi FA, Brimo F, Steinberg J,
Aprikian AG, Tanguay 5, Kassouf W.
Prognostic value of urinary cytology and
other biomarkers for recurrence and
progression in  bladder cancer: a
prospective study. World 1 Urol. 2016; . doi:
10.1007/=00345-016-1795-5.

Yafi FA, Brimo F, Steinberg 1, Aprikian AG,
Tanguay 5, Kassouf W. Prospective analysis
of sensitivity and specificity of urinary
cytology and other urinary biomarkers for
bladder cancer. Urol Oncol Semin OCrig
Investig. 2015; 33: bbe25-66e31. doi:
10.1016/j.urclonc. 2014.06.008.

Marin-Aguilera M, Mengual L, Ribal M,
Musquera M, Ars E, Villavicencio H, Algaba
F, Alcaraz A. Utility of fluorescence in situ
hybridization as a non-invasive technigue in
the diagnosis of upper wrinary tract
urcthelial carcimoma. Eur Urol. 2007; 51:
408-15; discussion 415, daoi:
10.1016/j.eururc_2006.08.045.

Allory Y, Beukers W, 5agrera A, FI??ndez M,
Margues M, Margquez M, Van Der Keur KA,
Dyrskjot L, Lurkin 1, Vermeij M, Carrato A,
Lloreta 1, Lorente JA, et al. Telomerase
reverse transcriptase promoter mutations
in bladder cancer: High frequency across
stages, detection in wrine, and lack of
association with outcome. Eur Urol. 2014;
B5: 3e0-6. doi:
10.1016/j.eururc 2013.08.052.

Hurst CD, Plart FM, Knowles MA
Comprehensive mutation analysis of the
TERT promoter in bladder cancer and
detection of mutations in voided urine.
Eurcpean Urology. 2014, p. 367-5. doi
10.1016/j.eururo 2013 08 057.



Treball 4

12.

13.

14,

15.

16.

17.

Zuiverloon TCM, Tjin 55, Busstra M, Bangma
CH, Boevé ER, Zwarthoff EC. Optimization of
bladder
recurrence detection wsing a wurine basad
FGFR3 mutation assay. ] Urel. 2011; 185&:
70712 doi: 101016/ juro 2011.03 141

nonmuscle invasive Cancer

Eavalieris L, O"Sullivan P, Frampton C,
Guilford P, Darling D, Jacobson E, Suttie J,
Raman 10, Shariat 5F, Lotan ¥. Performance
Characteristics of a Multigene Urine
Test Monitoring  for
Recurrent Urothelial Carcinoma in a
Multicenter Study. | Urol. 2017; . doi:
10.1016/j juro 201612 010.

Biomarker for

Lotan Y, O'Sullivan P, Raman JD, Shariat 5F,
Kavalieris L, Frampton C, Guilford F,
Luxmanan C, Suttie ), Crist H, Scherr D,
Asroff 5, Goldfischer E, et al. Clinical
comparison of noninvasive urine tests for
ruling out recurrent urothelial carcinoma.
Urol Oncol Semin Onig Investig. 2017; _ doi:
10.1016/j.urolonc 2017 .03.008.

Pichler R, Fritz J, Tulchiner G, Klinglmair G,
W, Klocker H,
Heidegger . Increased accuracy of a novel
mREMN&-based urine test for bladder cancer
surveillance. BIU  Int.  20185; daoi
10.1111/bju.14019.

Soleiman A, Horninger

Mengual L, Burset M, Ribal MJ, Ars E, Marin-
Aguilera M, Fernandez M, Ingelmo-Torres
M, Villavicencio H, Alcaraz A, Gene
expression signature in urine for diagnosing
and assessing aggressiveness of bladder
urothelial carcinoma. Clin Cancer Res. 2010;
16: 2624-33. doi: 10.1158/1078-0432 CCR-
09-3373.

Mengual L, Ribal M), Lozano 1), Ingelmo-
Torres M, Burset M, Fernandez PL, Alcaraz
A. Validation study of a noninvasive urine
test for diagnosis and progniosis assessment
of bladder cancer: Evidence for improved
models. | Urol. 2014; 191: 261-9. doi

18.

19.

20.

21.

22.

106

10.1016/j.juro.2013.06.083.

Ribal MJ, Mengual L, Lozano 1), Ingelmo-
Torres M, Palou J, Rodriguez-Faba O, Witjes
1A, Van Der Heijden AG, Medina R, Conde
IM, Marberger M, Schmidbauer J,
Fernandez PL, et al. Gene expression test
for the nmom-invasive diagnosis of bladder
Cancer: A prospective, blinded,
international and multicenter wvalidation
study. Eur J Cancer. 2016; 54: 131-8. doi:
10.1016/j.ejca.2015.11.003.

Ruth Montalbo, Juan J. Lozano, Laura
lzguierdo, Mercedes  Ingelmo-Torres,
Carmen Bafios, Joan Palou, Antoine <. Van
der Heijden, Rafael Medina, Jloerg
Schmidbauer, Aleix Prat, Mara ). Ribal AA
and LM. Urine gene expression classifier for
bladder cancer surveillance. Under Rew.
2019; .

Zuiverloon TCM, van der Az MNM, van der
Ewast TH, Steyerberg EW, Lingsma HF,
Bangma CH, Zwarthoff EC. Fibroblast
growth factor receptor 3 mutation analysis
on voided urine for surveillance of patients
with low-grade non-muscle-imvasive
bladder cancer. Clin Cancer Res. 2010; 16:
3011-8. doi- 10.1158/1078-0432 CCR-09-
3013.

Kandimalla R, Masius R, Beukers W,
Bangma CH, Orntoft TF, Dyrskjot L, Van
Leeuwen M, Lingsma H, Van Tilborg AAG,
Zwarthoff EC. A 3-plex methylation assay
combined with the FGFR3 mutation assay
sensitively detects recurrent bladder cancer
in voided urine. Clin Cancer Res. 2013; 19:
4760-9. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-12-
3276.

Babjuk M, Bdhle A, Burger M, Capoun O,
Cohen D, Compérat EM, Herndandez V,
Kaasinen E, Palou J, Rouprét M, van Rhijn
BWG, Shariat 5F, Soukup V, et al. EAL
Guidelines on Non—Muscde-invasive



23.

24,

25.

26.

27.

28.

Treball 4

Urothelial Carcinoma of the Bladder:
Update 2016. Eur Urol. 2017; 71: 447-61.
doi: 10.1016/j eururo 2016.05 041

Soloway MS, Sofer M, Vaidya A
Contemporary Management OFf Stage T1
Transitional Cell Carcinoma Of The Bladder.
] Urol. 2002; . dpi: 10.1016/%0022-
5347(05)65157-9.

Chang 55, Boorjian SA, Chou R, Clark PE,
Daneshmand 5, Konety BR, Pruthi R, Quale
DZ, Ritch CR, Seigne 10, Skinner EC, Smith
MD, McKierman JM. Diagnosis and
Treatment of Non-Muscle Invasive Bladder
Cancer: AUASSUO Guideline. ] Ural. 2016;
doi: 10,1016/ juro 2016.06.049.

Schlomer Bl, Ho R, Sagalowsky A, Ashfag R,
Lotan Y. Prospective Validation of the
Clinical Usefulness of Reflex Fluorescence In
Situ Hybridization Assay in Patients With
Atypical Cytology for the Detection of
Urothelial Carcinoma of the Bladder. J Urol
[Internet]. 2010; 183: 62-7. doi
10.1016/j.juro.2009.08.157.

Kim PH, 5ukhu R, Cordon BH, 5fakianos JF,
Sjoberg DD, Hakimi A&, Dalbagni G, Lin O,
Herr HW. Reflex fluorescence in situ
hybridization assay for suspicious urinary
cytology in patients with bladder cancer
with negative surveillance cystoscopy. BJU
Int. 2014, 114: 354-0. doi:
10.1111/bju.12516.

Raab 55, Grzybicki DM, Vrbin CM, Geisimger
ER. Urine cytology discrepancies:
Frequency, causes, and outcomes. Am J Clin
Pathol. 2007, . dai:
10,1309/ XUVXFXMFPLFTELCE.

Brimo F, Vollmer RT, Case B, Aprikiam A,
Kassouf W, Auger M. Accuracy of urine
cytology and the significance of an atypical
category. Am J Clin Pathol. 2009; | doi

107

29.

10.1309/AICPPRZLGOKTIAXL.

Barkan GA, Wojcik EM, Nayar R, Savic-
Primce 5, Quek ML, Kurtycz DFI, Rosenthal
DL The Paris System for Reporting Urinary
Cytology: The Quest to Develop a
Standardized Terminology. Acta Cytologica.
2016. doi: 10.1159,/000445270.



ACGTA(

GTACGT/

-,GTACGTA!
~GTACGTAC!
-GTAC’3TACG
CGTAC TACGT;
LCGTAC \CGTA(
CGTAC >GTAC!
{CGTAr 3TACG’

CGTACGTACGTACGTACG"

‘GTACGTACGTACGTACGT/
i TACGTACGTACGTACGTAC

3 TACG’

TACGT;
\CGTA(



DISCUSSIO






Discussio

El carcinoma urotelial (CU) és el quart tumor més freqlient en homes als paisos
industrialitzats. La identificacié de biomarcadors amb alta precisié pel diagnostic no invasiu i
per a la prediccié de recidives i/o progressié tumoral és encara un dels reptes actuals de la
urologia clinica. La utilitzacié d’aquests biomarcadors a la practica clinica permetria un
seguiment individualitzat de cada pacient, i per tant milloraria de manera significativa el seu

tractament.

En aquesta tesi s’han utilitzat eines moleculars i citogenétiques per a la identificacié d’aquests
biomarcadors diagnostics i pronodstics que poden suposar un gran avang en el tractament

d’aquesta malaltia.

4.1 Recerca de biomarcadors pronostics al tumor de tracte

urinari superior

El diagnostic del TM-TUS es basa en la tomografia computaritzada, una técnica no
invasiva i una amb alta sensibilitat. Tot i disposar d’una técnica diagnostica amb alta precisio,
el 60% dels tumors son invasius al moment del diagnostic. Per tant, la identificacié de factors
pronostics de la malaltia és de gran importancia per tal de millorar el pronostic i tractament
dels pacients. EIl TM-TUS és un cancer poc freqlient, pero un 30% dels tumors recidiven a la
bufeta i un 6% a l'uréter contra-lateral. Es una malaltia de mal pronodstic, amb una
supervivencia global als 5 anys inferior al 50% en pacients amb tumors pT2/pT3 i per sota del
10% pels que presenten pT4. Els principals factors pronostics de progressid de la malaltia
utilitzats fins al moment sén I'estadi patologic i el grau histologic del tumor. A més d’aquests
parametres, s’han valorat marcadors moleculars pronodstics d’adhesié cel-lular, de
diferenciacid, d’angiogénesi, de proliferacié i de transicid epiteli-mesenquima, entre altres
[172,173], perd malauradament, cap dels factors anteriors ha complert els criteris necessaris

per ser aplicable a la practica clinica.

Els miRNAs han esdevingut un dels nous focus d’atencié en la biomedicina. Estan formats per
uns 22 nucleotids i tenen un paper molt important en processos cel-lulars com la proliferacio,
la diferenciacid, la migracié o el metabolisme. A més a més, es troben desregulats en moltes
neoplasies humanes [174,175]. En estudis previs, el nostre grup ha caracteritzat I'expressio
génica del TM-TUS [141] i ha estudiat I'expressid de diferents miRNAs relacionats amb el

pronostic de la malaltia [142].
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4.1.1 Biomarcadors pronostics en teixit pel tumor de tracte urinari superior
Amb l'objectiu de validar els miRNAs amb valor pronostic de progressié del TM-TUS

préviament descrits pel nostre grup (miR-31-5p i miR-149-5p), es van estudiar aquests

microRNAs en un serie independent, multicentrica i internacional de mostres de teixit de

pacients amb aquesta malaltia.

Actualment a la literatura hi ha diferents treballs que descriuren microRNAs pel diagnostic del
TM-TUS, pero pel que coneixem, el nostre grup ha estat el primer en explorar el potencial
pronostic de I'expressido de microRNAs a pacients amb TM-TUS [141]. En aquesta tesi (treball
1), hem pogut validar que I'expressié de miR-31-5p prediu la progressido tumoral a pacients
amb TM-TUS. L'expressido d’aquest microRNA podria ser utilitzada per identificar aquells
pacients amb un pitjor pronostic i aixi personalitzar el seu tractament basant-nos en aquesta

informacio.

La sobre-expressié de miR-31-5p ha estat préviament descrita a diferents cancers com sén el
de colon, el de pulmd o el de cérvix [176—178]. D’altra banda, també s’ha descrit la seva infra-
expressio al CU de bufeta, al cancer de prostata, al gastric i al de mama [179,180]. Aquests
resultats suggereixen que la seva expressié difereix depenent del tipus de cancer i podria
actuar com a oncogen o gen supressor de tumors depenent del tipus tumoral. En concordanca
amb els nostres resultats previs [142], es manté la infra-expressié de miR-31-5p a pacients
amb TM-TUS que progressen. Aixo lliga amb el fet de que el gen que codifica per miR-31-5p,

esta localitzat al 9p21, una regié cromosdmica amb perdues freqlients en CU [181,182].

Un dels punts forts d’aquest treball recau en el fet de que s’han utilitzat mostres procedents
de teixit parafinat per obtenir els patrons d’expressid dels miRNAs. Aquest detall metodologic
permet una facil translacié del procediment utilitzat a la rutina assistencial. Aquest estudi a
més a més, representa una validacid internacional i multicéntrica de les dades, fet que atorga
als resultats obtinguts el caracter de generalitzables. Tot i aixi, som conscients de que el
nombre final de pacients inclosos a I'estudi pot ser considerat baix. S’ha de tenir en compte
que es tracta d’'una malaltia poc freqlient i que a més a més es va ser molt restrictiu en la
inclusié de les mostres, fet que assegura la robustesa dels resultats i la qualitat del material

analitzat.

Tot i tenir en compte les limitacions descrites, podem afirmar que els resultats d’aquest estudi
validen en un série independent de pacients els resultats previament obtinguts, confirmant

gue miR-31-5p discrimina entre dos grups de pacients amb TM-TUS amb diferent probabilitat
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de progressié tumoral. La quantificacid de I'expressié d’aquest miRNA (i altres possibles
miRNAs que resten per identificar) en les mateixes mostres de teixit que s’utilitzen pel
diagnostic anatomopatologic permetria I'aplicacié d’'una medicina personalitzada per a cada

pacient i ajudaria en la millora de les estratégies cliniques i terapeutiques.

4.1.2 Biomarcadors pronostics en serum al tumor de tracte urinari superior
Un pas més enlla en la identificacié de biomarcadors pel pronostic del TM-TUS ens
porta a la recerca de biomarcadors minimament invasius. Cada cop més, la denominada
bidpsia liquida com a metodologia minimament invasiva pel diagnostic, pronostic o seguiment
dels pacients esta adquirint un paper rellevant en el cami cap a la medicina personalitzada.
L'estudi de biomarcadors en biopsia liquida podria estimar el risc de progressido i en
conseqliencia ajudar en la pressa de decisions sobre quina és la terapia més adient per a cada
pacient, depenent del seu pronostic, amb el menor impacte possible en la qualitat de vida del

pacient.

S’ha descrit que els miRNAs lliures circulants a la sang poden servir com a biomarcadors i que a
més a més presenten diferents avantatges respecte als mRNAs. Per una banda, és més facil
obtenir miRNAs que no pas mRNA, ja que els miRNAs son moléecules curtes i més estables a la
degradacid per part de les nucleases. D’altra banda, el nombre de copies de miRNAs per
cél-lula s’estima en ~500, per tant superior al nombre de copies de mRNA [183], pel que menys
RNA és necessari per un estudi amb miRNAs que amb mRNA. Finalment, aquestes molécules
lliures en circulacid tenen un paper en la comunicacid entre cél-lules modificant el
comportament d’aquestes cél-lules i per tant influint en processos com la progressié o la

resisténcia a terapies [184].

En el CU trobem treballs en els que estudien miRNAs lliures circulants com a eina diagnostica
[185,186], pero pel que fa concretament al TM-TUS hi ha pocs estudis avaluant els miRNAs
circulants, i dels que es troben descrits a la literatura, I'avaluacié dels miRNAs esta enfocada

com a biomarcador diagnostic i no pronostic [187].

L'objectiu principal del present estudi (treball 2) ha estat I'analisi de I'expressié dels miRNAs
en serum de pacients amb TM-TUS com a biomarcadors pronostics de la progressid de la
malaltia. Per dur a terme la quantificacié de I'expressid dels miRNAs hem utilitzat la
metodologia del nCounter. Aquesta metodologia esta basada en la hibridacié directa d’unes
sondes dissenyades amb complementarietat amb la seva molecula diana, permetent la

quantificacid digital directa de I'expressié del miRNA en format multiplex i sense necessitat
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d’amplificar previament els acids nucleics. Per tant, es tracta d’un meétode molt sensible,
especialment important en mostres que presenten molta degradacié o molt poc RNA
[188,189]. Es interessant comentar que aquest sistema, a més, s’esta utilitzant actualment a la

practica clinica per la classificacid molecular en altres patologies [190,191].

El present estudi demostra que hi ha un patré diferencial d’expressi6 de miRNAs lliures
circulants en el serum dels pacients amb TM-TUS que progressen en comparaciéo amb els que
no progressen. Concretament, hem identificat 38 miRNAs presents a la circulacié i amb una
expressio significativament diferent en aquests dos grups de pacients. Al validar aquests 38
miRNAs en una cohort independent de pacients amb TM-TUS, 18 d’ells mantenen I'expressid
diferencial entre els dos grups de pacients. L'analisi multivariant d’aquests 18 miRNAs
identifica el miR-151b com a factor pronostic de progressié tumoral i supervivencia cancer

especifica pel TM-TUS.

La infra-expressidé de miR-151b ha estat descrita préviament a la literatura a mostres de
pacients amb limfoma [192]. A més a més, I'analisi in silico de les possibles dianes de miR-
151b, va identificar el gen CCNE1 com a diana d’aquest miRNA. La recerca bibliografica de la
funcié de CCNE1 ens porta a que I'expressié d’aquest gen ha estat descrita com a biomarcador
pronostic en TM-TUS. En concret, la sobre-expressi6 de CCNE1 s’ha relacionat amb una
disminucié de la supervivencia a pacients amb TM-TUS [193], el que es correlaciona amb els
nostres resultats on miR-151b es troba infra-expressat a pacients que progressen amb TM-

TUS.

Tot i que el miR-151b sembla un biomarcador pronostic prometedor, som conscients de que la
validacié dels resultats obtinguts en aquest treball en un estudi més ampli i multicentric és
necessaria per confirmar el valor pronostic de progressié tumoral d’aquest microRNA en
pacients amb TM-TUS. Com hem comentat, el TM-TUS és una malaltia poc freqiient, el que fa
que I'obtencié de les mostres sigui complicada. A més a més, en el nostre cas, hem exclos
aquelles mostres provinents de pacients que presentessin altres neoplasies actives, reduint el
nombre de pacients a incloure a I'estudi. Finalment, comentar que I'obtencié del RNA del
sérum és costosa ja que un nombre baix d’aquestes molecules esta present a la circulacié. No
obstant, els miRNAs descrits en aquest estudi ajuden a incrementar el coneixement sobre la
malaltia del TM-TUS, on encara resta molt per investigar. Sén imprescindibles estudis que
confirmin aquests resultats o que evidenciin altres eines pronostiques d’utilitat a la practica

clinica per aquests pacients.
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4.2 Diagnostic no invasiu del carcinoma urotelial de bufeta

En el moment del diagnostic aproximadament un 75% dels CU de bufeta son tumors
no muscul invasius (NMIBC; estadis Ta o T1), el 20% es presenta envaint les capes musculars
(MIBC; estadis T2-T4) i un 5% ja presenten malaltia disseminada. Dels casos no muscul
invasius, al voltant d’'un 20% es curen mitjangant una Unica intervencié quirdrgica, la reseccié
transureteral (RTU), mentre que entre un 50 i un 70% recorren després de la RTU. Aixo fa que

els pacients amb NMIBC requereixin un seguiment llarg i continuat.

Actualment, els sistemes de diagnostic i seguiment del CU es basen en la cistoscopia,
combinada en alguns casos amb la citologia urinaria. La cistoscopia, la principal técnica
diagnostica i de seguiment d’aquests tumors, es realitza via transureteral i per tant, es
considera una técnica invasiva pels pacients. La citologia urinaria, en canvi, és una técnica
diagnostica no invasiva i amb una alta sensibilitat i especificitat pels tumors d’alt grau. Pero, la
sensibilitat de la citologia disminueix en els tumors de baix grau i la interpretacié de la mateixa
és observador-depenent amb el que poden existir diferéncies inter-observador. En
combinacid, la cistoscopia i la citologia, presenten una sensibilitat i una especificitat
aproximades del 80% i el 90% pel diagnostic del CU, respectivament. A dia d’avui, la recerca de
biomarcadors en la majoria de neoplasies aixi com en el CU, s’ha centrat en I'estudi del teixit
tumoral. Aix0 requereix de la realitzacié de processos invasius per a I'obtencié de biopsies. En
el cas del CU, les mostres d’orina o de barbotatge han estat testades com a alternativa per
detectar marcadors tumorals, ja que sén fluids que estan en contacte amb I'epiteli de la
bufeta, i per tant, amb la massa tumoral. Hi ha diversos estudis centrats en la recerca de
marcadors per la deteccid del cancer de bufeta a la orina i de fet, alguns dels biomarcadors
descrits han estat aprovats per la FDA i fins i tot comercialitzats (NMP22, UroVysion,
ImmunoCyt, BTA stat i BTA TRAK) (Veure seccié 1.2.8.6 d’aquesta tesi). Tot i que la majoria
d’aquests marcadors tenen major sensibilitat que la citologia urinaria, aquesta segueix sent la

més especifica, fet que a portat a que cap d’ells hagi estat incorporat a la practica clinica.

4.2.1 Biomarcadors diagnostics basats en expressio génica en orina pel

seguiment del carcinoma urotelial de bufeta

Diferents grups han desenvolupat firmes d’expressid genica en orina amb una alta
precisid diagnostica. Malgrat aixo, en tots aquests estudis els tumors de baix grau generalment
estan poc representats, les firmes no han estat validades o no han arribat a la precisié

esperada a la validacié, o no s’han testat en pacients en seguiment [194—196]. El nostre grup

115



Discussio

ha treballat durant anys en el desenvolupament d’una firma d’expressié genica amb alta
precisid pel diagnostic no invasiu del cancer de bufeta. En primer lloc, es va demostrar la
idoneitat de les mostres d’orina com representatives del perfil genétic del cancer de bufeta
[197]. A continuacid, es van identificar els gens diferencialment expressats al cancer de bufeta
en mostres de teixit [198] i finalment, es van validar els gens seleccionats utilitzant mostres
d’orina. Com a resultat, es van desenvolupar 4 firmes d’expressid génica pel diagnostic no
invasiu del CU de bufeta (Patents Europees P200700727, n? 13382030.8-1403) [199] amb alta
sensibilitat i especificitat, que han estat validades en un estudi multicéntric internacional
[200]. A més a més, el test ha estat validat en poblacié xinesa, demostrant la seva aplicabilitat
a aquesta poblacié i suggerint que presenta caracter generalitzable [201]. No obstant, I'analisi
especific del rendiment del test pels diferents grups de risc del CU ha evidenciat que
fonamentalment, totes les signatures desenvolupades, fallen en el diagnostic del NMIBC de
risc baix/intermedi, el que fa disminuir la SN global del test. L’augment de la sensibilitat
diagnostica en aquest grup de pacients ha estat un dels objectius principals d’aquesta tesi.
Com hem descrit al treball 3, hem aplicat una metodologia basada en la seqlienciacié del RNA
per identificar marcadors d’expressid genica especifics de cancer de bufeta de risc
baix/intermedi. A continuacié, hem combinat aquests marcadors amb els marcadors descrits
préviament pel grup com a biomarcadors diagnostics de CU de bufeta, el que ens ha permes
desenvolupar i validar un test basat en I'expressio de 8 gens que és d’utilitat en el seguiment
d’aquest pacients. Aquest test presenta una precisid diagnostica equivalent en tots els grups
de risc del CU de bufeta. La SN global del test és del 96%, mantenint-se tant al baix (96%) com
a I'alt (95%) grau. A més, s’ha validat el classificador en una cohort independent, multicéntrica
i internacional donant robustesa als resultats obtinguts. Un altre punt fort a destacar és que
amb l'objectiu de que aquest test sigui d’utilitat a la practica clinica, s’ha desenvolupat
utilitzant una metodologia rapida, senzilla i objectiva que permet que els 8 gens inclosos al test

es puguin analitzar alhora (en format multiplex).

Com hem comentat anteriorment, trobem descrits a la literatura diversos tests amb el mateix
objectiu. En la linia del nostre estudi, Sin i col-laboradors han desenvolupat un test pel
diagnostic del CU de bufeta mitjangant seqlienciacié del RNA amb una SN i una SP globals del
83 i el 89% [202]. Aquest estudi compara mostres procedents de pacients amb CU de bufeta i
mostres de controls sans i, tot i que han estudiat mostres d’orina de sis pacients en seguiment
per CB, la validacié dels resultats en una cohort amplia de pacients en seguiment per CB és
necessaria per valorar la utilitzat final d’aquest test en un escenari clinic real. D’altra banda,

trobem dos tests comercialitzats, en aquest cas basats en RT-qPCR, que analitzen I'expressid
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de 5 marcadors en mostres d’orina: el primer test, anomenat CxBladder, presenta una AUC de
0.87 quan s’analitzen pacients amb un CU de bufeta primari. Aquesta precisié diagnostica
disminueix al 0.66 quan I'analisi és en pacients en seguiment per CU de bufeta. Aquest test ha
estat millorat amb I’actualment anomenat CxBladder Monitor que presenta una AUC de 0.73.
D’altra banda, el segon test comercialitzat i basat en expressié génica en orina és Xpert
Bladder Cancer. Aquest test presenta una AUC de 0.87 en un estudi de validacié amb pacients
en seguiment per CU de bufeta. Al discriminar entre els diferents grups de risc trobem que Ila
SN al grup de pacients amb tumors de baix grau és del 65%. Cal remarcar que dos dels cinc

gens inclosos en aquest test han estat seleccionats dels nostres tests previs.

Un test que tingui com a objectiu disminuir el nombre de cistoscopies durant el seguiment dels
pacients amb CU de bufeta, ha de presentar una alta SN i un elevat VPN. Aquesta combinacié
permet per una banda la deteccié d’una proporcié elevada dels tumors recurrents i per l'altra,
confirma amb forca seguretat I'abséncia de tumor en cas d’un resultat negatiu. El test
desenvolupat en aquest treball supera en termes de SN i VPN al gold estandard actual i als
tests desenvolupats en treballs previs del nostre i altres grups. Un 60% dels pacients inclosos a
la cohort d’estudi del present treball presenten un CU de bufeta de risc baix o intermedi.
Aquest subgrup de pacients se’ls ha de seguir durant un periode llarg de temps mitjancant una
técnica invasiva. Amb I'Us d’aquest test, un 17% de pacients en seguiment per CU de bufeta
evitarien la cistoscopia de manera segura, és a dir, amb un 98% de probabilitat de no
presentar un CU. Es important destacar que la SN i el VPN als tumors NMIBC d’alt risc sén del
97 i el 99%, respectivament, garantint alhora el diagnostic dels tumors que potencialment
comprometen la vida dels pacients. A I'analisi multivariant hem comprovat que ni el nimero ni
la grandaria dels tumors correlaciona amb la precisid diagnostica del test, reiterant la seva
idoneitat per a ser utilitzat a la practica clinica en el seguiment dels pacients amb CU de

bufeta.

L'estudi de la biologia dels 8 gens que inclou el classificador ens confirma que tots 8 estan
implicats en diferents processos relacionats amb la carcinogenesi per diferents mecanismes.
Mitjangant analisis in silico amb els softwares del Cytoscape o I'IPA no hem identificat
interaccions directes entre els gens del classificador i a més a més, aquests deriven a diferents
vies de senyalitzacié. Addicionalment, I’analisi GO confirma la relacié entre aquests 8 gens i les
malalties de la bufeta. En concret, IGF2 i MAGEA3 estan fortament associats al diagnostic del
CU [199]. IGF2 esta relacionat amb la proliferacié i la supervivéncia cel-lular i participa a

I'activacié de la via de senyalitzacié de KRAS [203], gen que esta anormalment expressat al
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NMIBC [204]. Per contra, una alta expressié de MAGEA3, un gen associat amb la via de TP53
[205], esta altament relacionada amb els tumors de bufeta d’alt grau i els estadis avangats
d’aquests tumors [206]. L'expressié d’ANXA10 esta relacionada amb el creixement cel-lulari la
senyalitzacié i amplament descrita a diferents firmes d’expressié génica pel diagnostic i també
el pronostic del CU [160,200,207,208]. L'expressi6 de KRT20 s’associa a la deteccié de
micrometastasis en pacients amb CU de bufeta [209,210] i també es descriu alterada al TM-
TUS [141]. LCN2 facilita la carcinogenesi promovent la supervivéncia, el creixement i la
disseminacié de les cel-lules del tumor i ha estat descrit en diferents cancers. En concret, LCN2
s’ha hipotetitzat com un potencial biomarcador pronostic en cancer de mama [211,212]. En
concordanca amb els nostres resultats, s’han trobat alts nivells de RPS21 en teixit de pacients
amb cancer de prostata [213]. Finalment, KIFC3 juga un paper important a la formacio, el

manteniment i la remodelacié de I'espina mitotica [214,215].

Un dels punts rellevants d’aquest estudi recau en el fet d’utilitzar mostres de pacients en
seguiment amb CU de bufeta com a mostres referéncia per discriminar pacients amb malaltia.
Aguests pacients representen la diana diagnostica on s’ha de discriminar una recidiva tumoral
d’un pacient lliure de malaltia. Som conscients de la baixa SP del test. Tot i aix0, s’ha de tenir
en compte que els falsos positius del test que serien sotmesos a cistoscopia, ho haurien estat
igualment sense la utilitzacié d’aquest. Tot i tenir en compte que al seguiment dels pacients
amb CU de bufeta prioritzem una elevada SN i un alt VPN, la SP del test ha de millorar-se per a
la seva aplicacio definitiva a la practica clinica. Aquests resultats haurien de ser validats en un
estudi prospectiu a gran escala i aleatoritzat per valorar la seva utilitat final dins del seguiment

dels pacients amb CU de bufeta i la seva aplicabilitat definitiva a la practica urologica.

4.2.2 Significat clinic de la citologia urinaria sospitosa

Els resultats sospitosos de la citologia urinaria, ja sigui en el diagnostic inicial o en el
seguiment dels pacients amb CU, representen un repte per la medicina clinica actual. Aquests
diagnostics sospitosos generen incertesa al clinic, ja que no hi ha evidencia de malignitat i les
guies cliniques no indiquen si modificar el seguiment habitual del pacient [26]. Per tant,
estudis addicionals en aquests pacients podrien permetre aclarir si el pacient presenta o no un
tumor. Actualment, disposem de diferents biomarcadors que podrien ser d’utilitat per a
aquest proposit. Dels biomarcadors aprovats per la FDA, el test UroVysion (FISH), creat per a la
deteccié no invasiva del CU en mostres d’orina, ha demostrat ser una eina diagnostica amb
alta sensibilitat i alt valor diagnostic predictiu positiu [216—218]. D’altra banda, s’han descrit 10

mutacions diferents del gen FGFR3 en cancer de bufeta i 4 d’elles representen el 95% de les
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mutacions a FGFR3 (S249C, Y375C, G372C i R248C). Concretament, un 70% de NMIBC de baix
grau presenta aquestes mutacions recurrents al gen FGFR3. Diferents estudis han avaluat la
sensibilitat i I'especificitat de I'analisi en orina d’aquestes mutacions com a eina diagnostica i
fins i tot pronostica tant en el diagnostic inicial com en el seguiment del CU de bufeta
[219,220]. Les mutacions a la regié promotora del gen TERT sén també caracteristiques del CU,
concretament dels tumors muscul-invasius [221]. Finalment, el nostre grup ha desenvolupat
un test d’expressid génica (GE) amb alta precisid diagnostica en el seguiment dels pacients
amb CU (descrit al treball 3 d’aquesta tesi). L'Us d’aquests biomarcadors en pacients amb una
cistoscopia negativa i una citologia sospitosa podria millorar enormement el seu diagnostic i

futur tractament.

En el treball 4 presentat a aquesta tesi, orines procedents d’un total de 83 pacients amb
cistoscopia negativa i citologia sospitosa per CU es van analitzar mitjancant diferents
metodologies per tal d’esbrinar el significat clinic d’aquests diagnostics. Es va poder detectar
presencia de tumor en un 35% dels pacients analitzats. En un 86% dels casos, la identificacié
del tumor va ser durant aquests segona avaluacié del pacient. A més a més, un 84% dels
tumors identificats van ser d’alt risc de progressié. Aquests pacients amb tumors d’alt risc no
haguessin estat avaluats fins de 3 a 6 mesos més tard, depenent del moment del seguiment en
el que es trobin i del tipus de tumor que presentaven anteriorment. A la nostra serie, la sola
repeticid de la citologia urinaria en un periode de temps mitja de 2 mesos des del diagnostic
de citologia sospitosa, va identificar 13 pacients que canviaven el diagnostic de citologia
sospitosa per citologia positiva. D’aquests, la biopsia o la RTU van confirmar la preséncia de
tumor en un 85% d’ells i tots van ser classificats com a tumors d’alt risc. Per tant, el sol fet de
repetir la citologia urinaria, en el cas de tenir un diagnostic de citologia urinaria sospitosa
previ, té un benefici per aquests pacients. A més a més, la tecnica de la FISH va ser positiva en
totes les mostres on s’ha determinat la preséncia de tumor i el test d’expressié génica també
va detectar tots els tumors excepte un. Al avaluar els 4 pacients en que es va identificar la
preséncia de tumor durant el seu seguiment, trobem que tots els tumors eren Ta de baix grau i
que la citologia urinaria no en prediu cap, pero tant el FISH com el GE sén capacos de predir-

los tots.

D’altra banda, dels pacients amb una segona citologia negativa, un 14% van presentar tumors
al moment de la segona avaluacié i un 5% al seguiment posterior. Aquests tumors han estat
classificats majoritariament (73%) com a tumors de baix grau. El FISH i el GE presenten una SN

del 100% i del 88%, respectivament, per aquest subgrup de pacients. Encara que aquests tests
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milloren el diagnostic en aquest grup de pacients, s’ha de ser conscient de que una demora de
6 mesos en el diagnostic d’un tumor de baix grau no afecta adversament la vida dels pacients

[222].

Finalment, un 16% dels pacients romanen amb un resultat de citologia sospitosa després de la
segona avaluacié. Sorprenentment, un 88% d’aquests pacients presenten tumors al moment
de la segona avaluacid, sent el 100% d’aquests tumors d’alt risc. La SN del FISH en aquest
subgrup de pacients és del 83% mentre que el test d’expressid génica assoleix un 100% de SN.
Aquest resultats recolzen el fet de que és necessaria una avaluacié complementaria utilitzant
biomarcadors per aclarir aquests diagnostics sospitosos. En aquest escenari, tant el FISH com
el classificador d’expressié genica han mostrat una alta precisid diagnostica per detectar
aquests tumors. Ambdds metodologies han permes aclarir els resultats sospitosos de la

citologia i podrien ser dues opcions a tenir en compte en la practica clinica.

En la mateixa linia del nostre estudi, Kim i col-laboradors van analitzar una amplia cohort de
pacients amb cistoscopia negativa i citologia sospitosa. En aquest estudi es descriu que el 41%
dels pacients van presentar un resultat de FISH positiu i que un 23% d’ells van recdrrer al
seguiment [217]. Aquests resultats estan en concordanca amb els trobats a la nostra série on

un 42% dels pacients presenten un FISH positiu i un 35% d’ells va mostrar preséncia de tumor.

Tot i que els resultats d’aquest treball poden permetre aclarir el significat clinic d’una citologia
sospitosa, hem de reconeixer que I'estudi presenta algunes limitacions. Primer, la recollida de
les mostres per I'estudi es va dur a terme mitjancant barbotatge, el que implica un procés
invasiu pel pacient. Aix0 va ser aixi ja que per a aquest estudi requeriem d’un volum d’orina
relativament elevat per a poder analitzar la mostra amb les quatre técniques escollides. Una
altra limitacid de I'estudi seria el fet de que el diagnostic de citologia sospitosa pot variar entre
institucions i fins i tot entre patolegs d’'una mateixa institucié. Al novembre del 2015 es va
arribar un consens per la classificacid de les citologies [223], pero la recollida de mostres per
aquest estudi va comengar més tard. També comentar que el nombre total de pacients
analitzats pot ser considerat baix. Aix0 és degut al fet de que el nombre de citologies
reportades com a sospitoses també és baix (aproximadament un 5% de totes les citologies
reportades a la nostra institucié). A més a més, només hem inclos pacients amb citologia
sospitosa per CU amb cistoscopia negativa. Finalment, necessitavem un nombre elevat de
cél-lules per poder realitzar tots els analisis. En alguns casos, aix0 no va ser possible, i per tant
el nombre final de mostres a la comparaci6 amb totes les técniques es redueix. En

consegtiencia, un estudi multicentric seria necessari per validar aquests resultats i aclarir quina
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de les técniques proposades (FISH o GE) detecta i/o prediu millor la preséncia de tumor en

aquest subgrup de pacients amb dues citologies sospitoses consecutives.
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Conclusions

5.1 Carcinoma urotelial de tracte urinari superior

a.

L'expressidé de miR-31-5p com a factor pronostic independent de la progressié tumoral

del TM-TUS es valida en un estudi multicéntric i internacional

miR-31-5p expression has been validated as an independent prognostic factor of tumor

progression in UTUC patients in an international and multicentric study

Els pacients amb TM-TUS que progressen presenten un patrdé d’expressio diferencial

de microRNAs en serum

UTUC progressing patients showed a differential microRNA expression pattern in serum

samples

L'expressié de miR-151b en serum ha estat identificada i validada com a biomarcador

pronostic de la progressié tumoral del TM-TUS

miR-151b expression has been identified and validated as an independent prognostic

factor of tumor progression in serum from UTUC patients

5.2 Carcinoma urotelial de bufeta

d.

Les mostres d’orina de pacients amb NMIBC de risc baix/intermedi presenten un patré

d’expressio genica diferencial al de la resta de grups de risc i controls

A differential expression pattern has been identified in urine from low/intermediate risk

NMIBC patients compared with all the other risk groups and controls
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e. El classificador basat en la quantificacié de I'expressié de 8 gens en orina pot ser util
com a eina diagnostica no invasiva per a la deteccié de recidives en pacients en
seguiment del CU de bufeta, ja que presenta globalment una sensibilitat del 96% i un

valor predictiu negatiu del 97%

An 8-gene urine classifier has been developed and validated in patients in follow-up for

BC presenting a SN of 96% and a NPV of 97%

f. S’ha identificat la preséncia de tumor urotelial en el 35% dels pacients amb citologia
urinaria sospitosa per CU i cistoscopia negativa; en el 86% d’aquests pacients la
presencia de tumor es va identificar al moment de la segona avaluacié. A més a més,
un 84% dels tumors detectats van ser d’alt risc. Per tant, la citologia urinaria sospitosa

per CU en pacients amb una cistoscopia negativa té un significat clinic rellevant

Tumour was present in 35% of patients with suspicious for UC urinary cytology and
negative cystoscopy and 84% of them showed tumour presence already at patients’
second evaluation. Strikingly, 84% of tumours detected at patients’ second evaluation
were of high risk. Consequently, suspicious for UC urinary cytology has a strong clinical

significance

g. Els pacients amb citologia sospitosa per CU i cistoscOpia negativa requereixen
d’avaluacions addicionals per determinar o predir la preséncia de tumor d’una manera
primerenca. La repeticié de la citologia urinaria i la utilitzaci6 de biomarcadors en
orina basats en FISH i GE son d’utilitat per detectar i predir la preséncia de tumor en

aquests pacients

Additional studies in patients with suspicious for UC urinary cytology and negative
cystoscopy are necessary to earlier elucidate or predict tumor presence. A second
urinary cytology or the use of urine biomarkers such as FISH or GE have demonstrated

their ability to detect and predict tumour presence in these patients
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Annex

7.1 Aproximacions metodologiques utilitzades en aquesta tesi

Les teécniques moleculars i citogenetiques que s’han utilitzat en aquesta tesi per a la

recerca de biomarcadors diagnostics i pronostics en el CU es resumeixen a continuacio:

7.1.1 Seqiienciacio del RNA

Una de les tecniques més utilitzades avui en dia per I'analisi del RNA és la seqiienciacio
del RNA. Aquesta tecnologia, junt amb un analisi bioinformatic especific, permeten I'estudi
massiu i simultani de milions de seqiiencies de DNA en un Unic experiment. Depenent de la
cobertura desitjada i de I'objectiu de cada estudi hi ha diverses metodologies. En aquesta tesi
hem utilitzat I'lon AmpliSeq™ (ThermoFisher Scientific), un metode dissenyat per I'analisi de
I'expressié genica, basat en la seqlienciacid, que permet la quantificaci6 de més de 20.000
transcrits RefSeq humans coneguts en una sola reaccié d’amplificacié. Es requereixen només
10 nanograms de RNA i és un metodologia compatible amb RNA considerat de mala qualitat o
que presenti degradacié com és el procedent de teixit parafinat o fluids biologics. A partir del
numero de transcrits identificats a cada mostra (reads), un cop normalitzats s’obtenen els

valors d’expressio dels gens diana.

7.1.2 Hibridacid in situ fluorescent

No hi ha cap dubte que el CU, aixi com la resta de neoplasies, es deu a I'acumulacié
d’alteracions genétiques que acaben afectant a gens que regulen tant la divisié com la mort
cel-lular. Les alteracions que més freqlientment ocasionen la neoplasia poden suposar
marcadors de la malaltia, de manera que la seva deteccid podria ser clau no només en el

diagnostic del CU, sind en el seu pronostic.

La hibridacié in situ fluorescent (FISH, de I'angles, Fluorescence in situ hybridization) és una
tecnica que permet la localitzacié de determinades seqiéncies del DNA en una extensid
cel-lular, identificant aixi la deteccié de canvis numeérics i/o estructurals en aquestes regions.
Aguesta tecnologia utilitza sondes de DNA marcades amb un fluorocrom les quals s’hibridaran
sobre cel-lules tant en interfase com en metafase. Existeixen dos tipus generals de sondes: les
sondes d’enumeracié cromosomica (o CEPs, de I'anglés, chromosome enumeration probes) i
les sondes locus-especifiques (o LSIs, de I’anglés, locus-specific indicators). Les CEPs sén sondes
dissenyades per ser hibridades sobre el centromer de manera que permeten la determinacié
del nombre de copies d’'un determinat cromosoma en una cél-lula. CEPs per diferents
cromosomes combinades en barreges multisonda poden proporcionar informacid molt
interesant de I'aneusomia cel-lular. Les sondes LSIs, en canvi, estan dissenyades per ser

hibridades sobre locus especifics, generalment en recerca d’alteracions en el nombre de copies
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d’un o varis gens d’interés. Basicament, la metodologia de la FISH consisteix en desnaturalitzar
el DNA, hibridar-lo amb la sonda d’interés marcada i llegir la senyal en un microscopi de

fluorescéncia (Figura 16).

Ja fa bastants anys des de que aquesta tecnica es va comencar a utilitzar per a la deteccié
d’alteracions genetiques en el CU. En els treballs duts a terme per Sokolova i col-laboradors a
I'any 2000, es va buscar la combinacié de les alteracions més frequents en el CU, amb la
finalitat de realitzar un assaig en orina sensible i especific pel diagnostic del CU mitjancant
FISH. Com a regions candidates a estudiar es van incloure sondes CEPs pels cromosomes Y, 3,
7,8,9,11, 15,17 i 18, i una sonda LSl per a la regié 9p21. Com a resultat d’aquest treball es va
establir que la deteccié de 4 alteracions citogenéetiques mitjangant 3 CEPs pels cromosomes 3,
7, i 17, i una LSI especifica per a la regié 9p21, era la combinacié amb més rendibilitat
diagnostica del CU, tant en sensibilitat com en especificitat. A més de la seleccié de les sondes,
es va establir un criteri de positivitat que consistia en la deteccié6 de 4 o més nuclis amb
polisomia en 2 o més cromosomes diferents, o en la deteccid de 12 o més nuclis amb
polisomia en un dels cromosomes marcats, o finalment en la deteccié d’'una delecié
homozigotica per a la regiéd 9p21 (com a Unica alteracié) en el 50% o més de cel-lules
avaluades. La combinacié de sondes avaluades sota aquest criteri va presentar una sensibilitat
del 87% i una especificitat del 92% en la deteccidé del CU a partir de mostres d’orina per miccid
espontania [224]. A partir d’aquests resultats es va desenvolupar el kit comercial utilitzat en
aquesta tesi: Urovysion Bladder Cancer Recurrence Kit (Vysis, Inc. Laboratoris Abbott), aprovat

per 'americana FDA al 2001 pel seu Us a la practica clinica.

Figura 16. Composicié d’imatges resultants del FISH amb superposicié dels filtres per veure totes les
sondes alhora. A) Ceél-lula amb distribucié de copies normal. B) Cél-lula amb distribucié de copies

anormal (vermell CEP 3: 4 copies, verd CEP 7: 3 copies, aqua CEP 17: 3 copies).
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Varis estudis han testat la utilitat d’aquest assaig basat en la técnica FISH tant pel diagnostic
inicial del CU de bufeta com per les seves recurréncies [157,225-228]. Alguns d’ells, com el de
Bubendorf al 2001 o el de Halling al 2003 van modificar lleugerament el criteri de positivitat a
les seves series de pacients amb la finalitat d’augmentar la sensibilitat de la técnica. Aquesta
teécnica també ha estat avaluada com a eina de prediccié de recurrencies tumorals de forma
independent [229-232] o en combinacié amb la citologia urinaria [233], aixi com per acabar de
dictaminar un diagnostic en aquelles mostres amb un resultat sospités de la citologia urinaria

[234,235].

7.1.3 Anadlisi de mutacions

L’analisi de mutacions utilitzat en aquesta tesi es basa en el Kit SNaPshot de la casa
comercial Applied Biosystems. Es dissenyen sondes que hibriden al nucleotid adjacent al lloc
de la mutacié diana que es vol estudiar. Aquestes sondes tenen un nombre de Ts diferent i
especific per cadascuna d’elles a I'extrem 5’. Aquesta diferéncia de llargada permet la
separacio dels productes de I'extensid. Els productes es corren a un seqlienciador automatic i

s’analitzen les seqliencies resultants en busca de canvis de nucleotid.

7.1.4 Analisi de I'expressio génica

Les cél-lules tumorals presenten un patré d’expressié genica diferent al de les cél-lules
normals del mateix teixit. A més, aquest patrd d’expressié varia en funcié del subtipus de
tumor. Aixi, I'analisi de I'expressié génica no només pot permetre el diagnostic de la malaltia
sind la caracteritzacié de la mateixa. En el present treball, les tecniques utilitzades per estudiar

I’expressié genica a nivell individual sén les seglients:

Transcripcio reversa i PCR quantitativa

La transcripcio reversa (RT, de I'anglés, reverse transcription) consisteix en convertir
I'RNA missatger (RNAm) en DNA copia (cDNA), perqué aixi pugui ser amplificat mitjancant la
reaccié en cadena de la polimerasa quantitativa (QPCR, de I'anglés, quantitative polymerase

chain reaction). Aquest procediment en conjunt és comunament conegut com RT-qPCR.

A la PCR convencional, el producte amplificat, anomenat amplico, és detectat en un analisi a
punt final corrent el DNA amplificat en un gel d’agarosa quan la reaccié ha finalitzat. Per
contra, la PCR a temps real permet I'acumulacié del producte amplificat per a ser detectat i

mesurat durant el progrés de la reaccid, i per tant, és a “temps real”.
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Per altra banda, la qPCR és una de les tecnologies més utilitzades en els Ultims anys per
realitzar I'analisi d’expressié d’un o de diversos gens d’interés. A més, aquesta tecnica també
es pot utilitzar per I'analisi de polimorfismes com SNPs i microsatél-lits. Algunes de les
principals avantatges d’aquest técnica sén: la necessitat de disposar de poc material de partida
(10pg de cDNA), la possibilitat de detectar a temps real i d’'una manera quantitativa
I"'amplificacié dels gens d’interés, la obtencié rapida (unes 2 hores) dels resultats, i el fet de

gue el metode de deteccid sigui fluorescent i per tant, no contaminant.

Els dos sistemes d’RT-qPCR més utilitzats, segons el métode de deteccié de I'amplificacid, sén
els basats en SYBER Green i els basats en sondes TagMan. El métode utilitzat en aquest treball
ha estat el basat en SYBER Green, que consisteix en la incorporacié a la reaccié d’'una molécula
fluorescent capac d’unir-se a la obertura menor de la doble helix del DNA. Aixi, a mesura que
es va produint I'amplificacié i va augmentant el nombre de molécules de doble cadena, també

va augmentant la fluorescencia emesa.

nCounter
Una altra metodologia utilitzada en aquest treball per I'analisi de I'expressié génica,

aixi com per la deteccié de microRNAs és el nCounter (NanoString Technologies, Seattle).

Elements Reporter Tag
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Figura 17. Esquema del disseny de les sondes per I'analisi amb el nCounter (cedides per IZASA

Scientific).

Aguesta metodologia permet detectar mRNAs o microRNAs a través d’uns codis moleculars
anomenats Reporter Probes sense necessitar transcripcié reversa de I'RNA (RT) ni necessitat
d’amplificacié. Esta basada en la deteccid digital i la codificaci6 molecular directa de les
molecules diana a través de parelles de sondes codificades. Una de les sondes, la Reporter

Probe, s’uneix a I'extrem 5’ de I'RNA i es tracta de la senyal codi especifica per a la molecula

156



Annex

diana. La segona sonda, anomenada Capture Probe, és una biotina que s’uneix a I'extrem 3’ de
la molécula i serveix per provocar una conformacid optima de la molecula diana per a la
lectura del codi. El codi de colors de la Reporter Probe consta de 6 posicions i cadascuna
d’aquestes pot ser un de 4 colors, donant lloc a una gran diversitat de tags que poden ser
barrejats conjuntament en una mateixa reaccid per a una hibridacié directa i en multiplex amb
la molecula diana. Aquesta reaccid, tot i ser en multiplex segueix sent especifica i

individualment identificable al moment de la recollida de dades (Figura 17).
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7.1 Annex Treball 1

www.impactjournals.com/oncotarget/ Oncotarget, Supplementary Materials 2017

Prognostic microRNAs in upper tract urothelial carcinoma:
multicenter and international validation study

SUPPLEMENTARY FIGURE AND TABLE
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Supplementary Figure 1: Box plot of miRNA-149-5p and miRNA-31-5p expression pattern in progressing and non-
progressing UTUC patients.

Supplementary Table 1: Altered predicted kyoto encyclopedia of genes and genomes pathways by miR-31-5p

KEGG pathway miRNA-31-5p Genes involved
p-value
Thyroid hormone signaling pathway 0.0008 MEDI2 ATPI181, THRA, RCAN2, MED24, CCNDI, HIF14,
ATP242 ATP1A41, RXRB and ACTB
Steroid biosynthesis 0.0028 DHCR24, CYP27BI
Adherens junction 0.0089 MET, VCL, RHOA, CTNNAI, PTPRJ, RACI, MAP3K7, ACTB
TNF signaling pathway 0.0100 NFKBI, SELE, RPS6KAS5, ICAMI, MAP3K 14, MAPK?,
MAPKS, CREB3L2, RIPK1, MAP3K7
c¢GMP-PKG signaling pathway 0.0448 CALMI, PPPICC, GNAI3, PDE3A, PPP3RI1, ATPIBI,

SLC2545, RHOA, CALM?2, PRKCE, IRS4, ITPR1, ITPRI,
GNAQ, CREB3L2, ATP242, ATP1Al

Inflammatory mediator regulation of 0.0448 ILIRAP ILIRI1, CALMI, PPPICC, CALM2, PRKCE, MAPKY,
TRP channels MAPKS, PTGER2, ITPRI1, GNAQ
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7.2 Annex Treball 2

www.oncotarget.com Oncotarget, Supplementary Materials

Prognostic value of circulating microRNAs in upper tract urinary
carcinoma

SUPPLEMENTARY MATERITALS
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ITSN1 PPP2R2A
THY1 VDR
_ PPPIR12B  MPI
miRWalk IPA SERPINF2  CACNG7
MBD3 DOK1
ITGAI0  ELMO1
0GDH SELE

PRKCE P4HB
RAPGEF1  5TX16
SOX17 KPNB1
SNAP25 TGFB3
CD1A PTGDR2
ALDH1IA2  NFIX
PLA2G4F  GDI1
DKK3 APHIA
TAPBP TAP1
CXCR5 ULKI
AKT2 RPS6KA2
MYLK2 INPP5D
CHRM2 CLDNZ
GLG1 FANCA
PDGFRB CYPSB1
GNG12 IQGAP1
DNAIB12  PPM1G
PML DOK7
CNGB1

Supplementary Figure 1: Venny diagram showing target genes for miR-151b from miRWalk and IPA analysis. The 53
genes in comumon are listed in the box.

Supplementary Table 1: IPA predicted gene targets for miR-151b using TagetScan Human source.

See Supplementary File 1
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7.3 Annex Treball 3

Supplementary Table 1. IPA predicted gene targets for miR-151b using TagetScan Human

source.

Confidence of miR-

151 target Gene Symbol

Moderate (predicted) ABL1

Moderate (predicted) ACTR3

Moderate (predicted) ALDH1A2

Moderate (predicted) AP1B1

Moderate (predicted) AP1M2

Moderate (predicted) ARHGDIA

Moderate (predicted) BET1L

Moderate (predicted) CAPN1

Moderate (predicted) CCNE1

Moderate (predicted) CD1A

Moderate (predicted) CDC7

Moderate (predicted) CHRNAY

Moderate (predicted) CHRNB4

Moderate (predicted) CKM

Moderate (predicted) CNGB1

Moderate (predicted) CsSK

Moderate (predicted) CTF1

Moderate (predicted) CXCL5

Moderate (predicted) CXCR5

Moderate (predicted) CYP8B1

Moderate (predicted) DKK3
Moderate (predicted) DLL1
Moderate (predicted) DNAJB12
Moderate (predicted) DNM1
Moderate (predicted) DNM2
Moderate (predicted) DYRK1B
Moderate (predicted) EDNRA
Moderate (predicted) EEF2
Moderate (predicted) ELMO1
Moderate (predicted) EPN1
Moderate (predicted) FRAT1

Moderate (predicted) GLG1

Moderate (predicted) GNG12

Moderate (predicted) GSTM4

Moderate (predicted) IGF2
Moderate (predicted) ILIRAPL1
Moderate (predicted) IL27
Moderate (predicted) INPP5D
Moderate (predicted) IQGAP1
Moderate (predicted) ITSN1
Moderate (predicted) JUND
Moderate (predicted) KPNB1
Moderate (predicted) LSM4
Moderate (predicted) MAP3K20
Moderate (predicted) MAPK15
Moderate (predicted) MXD1
Moderate (predicted) MYL4
Moderate (predicted) MYLK2
Moderate (predicted) NDUFA11
Moderate (predicted) NFIX
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Moderate (predicted) OGDH
Moderate (predicted) P4HB
Moderate (predicted) PABPN1
Moderate (predicted) PAK6
Moderate (predicted) PDGFA
Moderate (predicted) PDGFRB
Moderate (predicted) PKMYT1
Moderate (predicted) PLA2G2C
Moderate (predicted) PLA2G4F
Moderate (predicted) PLD1
Moderate (predicted) PPM1G
Moderate (predicted) PPP1R14B
Moderate (predicted) PPP2R2A
Moderate (predicted) PRKCE
Moderate (predicted) PSMF1
Moderate (predicted) RAPGEF1
Moderate (predicted) RPS6KA2
Moderate (predicted) S1PR2
Moderate (predicted) SELE
Moderate (predicted) SNAP25
Moderate (predicted) SNRNP25
Moderate (predicted) SOX12
Moderate (predicted) SOX17
Moderate (predicted) STX16
Moderate (predicted) TAP1
Moderate (predicted) TAPBP
Moderate (predicted) TGFB3
Moderate (predicted) THY1
Moderate (predicted) UBE2Z
Moderate (predicted) ULK1
Moderate (predicted) VDR

High (predicted) AKT2
High (predicted) APH1A
High (predicted) CACNG7
High (predicted) CHRM2
High (predicted) CLDN2
High (predicted) DOK1
High (predicted) DOK7
High (predicted) FANCA
High (predicted) FKBP1A
High (predicted) GDI1
High (predicted) GRIN1
High (predicted) GSTM1
High (predicted) IL36RN
High (predicted) ITGA10
High (predicted) LHCGR
High (predicted) MAPK11
High (predicted) MBD3
High (predicted) MPI

High (predicted) PML

High (predicted) PPP1R12B
High (predicted) PTGDR2
High (predicted) SERPINF2
High (predicted) SH3BP4
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Supplementary Table 1. List of the 521

low/intermediate-risk tumors.

genes differentialy expressed specifically in

HGNC

symbol ID p-value FC FDR
LYSMD1 NM_212551 0,000 -2,0 0,321
MDK NM_001012334 | 0,033 -1,8 0,615
SLC2A1 NM_006516 0,036 -1,8 0,615
TMEM106C NM_001143842 | 0,007 -1,8 0,609
PIAS3 NM_006099 0,001 -1,7 0,563
TWSG1 NM_020648 0,015 -1,7 0,615
SNORA71C NR_003017 0,006 -1,7 0,609
ARHGEF5 NM_005435 0,013 -1,7 0,615
NR_037605 NR_037605 0,011 -1,7 0,615
NR_001566 NR_001566 0,050 -1,7 0,616
DLG5 NM_004747 0,019 -1,7 0,615
PGRMC1 NM_006667 0,019 -1,7 0,615
POLG2 NM_007215 0,003 -1,7 0,609
UBE20 NM_022066 0,009 -1,6 0,609
DSG2 NM_001943 0,044 -1,6 0,615
PIGT NM_015937 0,001 -1,6 0,564
FRRS1 NM_001013660 | 0,009 -1,6 0,609
LGALS3BP NM_005567 0,043 -1,6 0,615
NUSAP1 NM_018454 0,020 -1,6 0,615
PRIMPOL NM_152683 0,001 -1,6 0,604
EPN2 NM_014964 0,021 -1,6 0,615
MEX3C NM_016626 0,002 -1,6 0,609
FAM46C NM_017709 0,049 -1,6 0,616
NR_023358 NR_023358 0,014 -1,6 0,615
PTPLB NM_198402 0,006 -1,6 0,609
EIF2AK1 NM_014413 0,000 -1,6 0,376
YES1 NM_005433 0,017 -1,6 0,615
RETSAT NM_017750 0,006 -1,6 0,609
NR_003003 NR_003003 0,008 -1,6 0,609
DAG1 NM_001177639 | 0,019 -1,6 0,615
CASK NM_003688 0,008 -1,6 0,609
HIST2H3D NM_001123375 | 0,031 -1,5 0,615
NR_003265 NR_003265 0,001 -1,5 0,563
ID2 NM_002166 0,030 -1,5 0,615
HIST1H2AH NM_080596 0,035 -1,5 0,615
PLXNA2 NM_025179 0,004 -1,5 0,609
PPP1R16A NM_032902 0,018 -1,5 0,615
ROCK2 NM_004850 0,005 -1,5 0,609
CSNK2A1 NM_001895 0,006 -1,5 0,609
MED24 NM_014815 0,022 -1,5 0,615
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PGRMC2 NM_006320 0,033 -1,5 0,615
CKS1B NM_001826 0,035 -1,5 0,615
HIST1H4A NM_003538 0,031 -1,5 0,615
LIG1 NM_000234 0,048 -1,5 0,616
HISTIH2AG  |NM_021064 0,042 -1,5 0,615
ADAM15 NM_207197 0,047 -1,5 0,615
CARM1 NM_199141 0,007 -1,5 0,609
NR_026900 |NR_026900 0,026 -1,5 0,615
NCOA6 NM_014071 0,000 -1,5 0,377
TARS NM_152295 0,039 -1,5 0,615
DDRGK1 NM_023935 0,029 -1,5 0,615
MOGS NM_006302 0,009 -1,5 0,609
VPS72 NM_005997 0,004 -1,5 0,609
SHC1 NM_001130040 | 0,000 -1,5 0,321
PSMG1 NM_003720 0,016 -1,5 0,615
SPICE1 NM_144718 0,032 -1,5 0,615
FAM210B NM_080821 0,025 -1,5 0,615
NEDD4 NM_198400 0,016 -1,5 0,615
GDPD3 NM_024307 0,045 -1,4 0,615
cuL7 NM_001168370 | 0,027 -1,4 0,615
TBCD NM_005993 0,017 -1,4 0,615
C14orf1 NM_007176 0,040 -1,4 0,615
UAP1 NM_003115 0,034 -1,4 0,615
WRB NM_004627 0,000 -1,4 0,321
HISTIH2AM | NM_003514 0,039 -1,4 0,615
H2AFX NM_002105 0,025 -1,4 0,615
RAB13 NM_002870 0,002 -1,4 0,609
PMM1 NM_002676 0,008 -1,4 0,609
POLR3D NM_001722 0,031 -1,4 0,615
ZNF8 NM_021089 0,002 -1,4 0,609
TAF1C NM_139353 0,036 -1,4 0,615
DGKQ NM_001347 0,018 -1,4 0,615
MCM7 NM_005916 0,032 -1,4 0,615
BET1 NM_005868 0,037 -1,4 0,615
HISTIH2BD  |NM_021063 0,026 -1,4 0,615
PRKRA NM_003690 0,045 -1,4 0,615
PIEZO1 NM_001142864 | 0,043 -1,4 0,615
RPP21 NM_001199120 | 0,010 -1,4 0,609
SIPA1L3 NM_015073 0,014 -1,4 0,615
NR_003108 |NR_003108 0,012 -1,4 0,615
NCAPD2 NM_014865 0,011 -1,4 0,615
vQqcc3 NM_001085372 | 0,015 -1,4 0,615
NOL10 NM_024894 0,012 -1,4 0,615
TMEM39A NM_018266 0,020 -1,4 0,615
Qsox1 NM_002826 0,012 -1,4 0,615
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EXT1 NM_000127 0,031 -1,4 0,615
TSTD1 NM_001113207 | 0,018 -1,4 0,615
DMAP1 NM_001034024 | 0,004 -1,4 0,609
PTOV1 NM_017432 0,000 -1,4 0,391
JAGN1 NM_032492 0,029 -1,4 0,615
RBM4B NM_031492 0,039 -1,4 0,615
HISTIH2BE ~ |NM_003523 0,043 -1,4 0,615
ZNF737 NM_001159293 | 0,042 -1,4 0,615
PPP2R5D NM_006245 0,013 -1,4 0,615
VRK1 NM_003384 0,048 -1,4 0,615
MTMR4 NM_004687 0,002 -1,4 0,609
ZNF692 NM_017865 0,020 -1,4 0,615
RPRD1B NM_021215 0,001 -1,4 0,563
DPM2 NM_003863 0,043 -1,4 0,615
DDX49 NM_019070 0,020 -1,4 0,615
HMGN1 NM_004965 0,040 -1,4 0,615
MBNL1 NM_207293 0,004 -1,4 0,609
ERGIC3 NM_198398 0,038 -1,4 0,615
NOMO3 NM_001004067 | 0,029 -1,4 0,615
KRTCAP2 NM_173852 0,035 -1,4 0,615
HECTD3 NM_024602 0,016 -1,4 0,615
MALSU1 NM_138446 0,010 -1,4 0,609
CEP5711 NM_173830 0,036 -1,4 0,615
PEX19 NM_001193644 | 0,016 -1,4 0,615
DDB1 NM_001923 0,035 -1,4 0,615
LRRC14 NM_014665 0,034 -1,4 0,615
MPZL1 NM_003953 0,016 -1,4 0,615
ROMO1 NM_080748 0,048 -1,4 0,616
UCKL1 NM_017859 0,047 -1,4 0,615
COG4 NM_015386 0,001 -1,4 0,604
DALRD3 NM_001009996 | 0,021 -1,4 0,615
DVL1 NM_004421 0,032 -1,4 0,615
PCMTD1 NM_052937 0,017 -1,4 0,615
TOMM20 NM_014765 0,040 -1,4 0,615
RPN2 NM_002951 0,048 -1,4 0,615
CRYZL1 NM_145858 0,014 -1,4 0,615
INCENP NM_001040694 | 0,047 -1,4 0,615
PDZD11 NM_016484 0,046 -1,4 0,615
KARS NM_001130089 | 0,023 -1,4 0,615
LCLAT1 NM_001002257 | 0,028 -1,4 0,615
EMC8 NM_006067 0,011 -1,4 0,615
PIGC NM_153747 0,006 -1,4 0,609
NUDCD3 NM_015332 0,018 -1,4 0,615
TSTA3 NM_003313 0,005 -1,4 0,609
ACOTS NM_005469 0,003 -1,4 0,609
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VKORCI1L1 NM_173517 0,035 -1,4 0,615
MCFD2 NM_001171507 | 0,013 -1,4 0,615
MAF1 NM_032272 0,004 -1,4 0,609
ATF4 NM_182810 0,008 -1,4 0,609
SIAH2 NM_005067 0,016 -1,4 0,615
MPLKIP NM_138701 0,005 -1,4 0,609
BCL2L1 NM_138578 0,026 -1,4 0,615
VAMP4 NM_003762 0,008 -1,4 0,609
SLC38A2 NM_018976 0,045 -1,4 0,615
CDK2 NM_001798 0,019 -1,4 0,615
PPP2R5B NM_006244 0,010 -1,4 0,609
MiB1 NM_020774 0,004 -1,3 0,609
HIST1H4D NM_003539 0,041 -1,3 0,615
DCAF12 NM_015397 0,047 -1,3 0,615
Cl6orf52 NM_001164579 | 0,028 -1,3 0,615
JOSD2 NM_138334 0,040 -1,3 0,615
ANKMY2 NM_020319 0,045 -1,3 0,615
UBXN6 NM_025241 0,010 -1,3 0,609
MEA1 NM_014623 0,006 -1,3 0,609
USP42 NM_032172 0,007 -1,3 0,609
TTLL12 NM_015140 0,014 -1,3 0,615
F11R NM_016946 0,010 -1,3 0,609
FOCAD NM_017794 0,022 -1,3 0,615
C1GALT1 NM_020156 0,019 -1,3 0,615
USP39 NM_006590 0,006 -1,3 0,609
TUBB4B NM_006088 0,041 -1,3 0,615
TTC33 NM_012382 0,004 -1,3 0,609
TECR NM_138501 0,039 -1,3 0,615
Cl6orf70 NM_025187 0,019 -1,3 0,615
TCEB3 NM_003198 0,037 -1,3 0,615
COMMD2 NM_016094 0,003 -1,3 0,609
MAT2A NM_005911 0,042 -1,3 0,615
FAMZ220A NM_001037163 | 0,011 -1,3 0,615
SMG5 NM_015327 0,006 -1,3 0,609
MEAF6 NM_022756 0,022 -1,3 0,615
EIF2B4 NM_172195 0,032 -1,3 0,615
SIKE1 NM_001102396 | 0,008 -1,3 0,609
CCP110 NM_001199022 | 0,032 -1,3 0,615
PCGF1 NM_032673 0,048 -1,3 0,615
UNC119B NM_001080533 | 0,009 -1,3 0,609
PYGO2 NM_138300 0,024 -1,3 0,615
POLR1D NM_152705 0,027 -1,3 0,615
ZNF841 NM_001136499 | 0,047 -1,3 0,615
SRSF6 NM_006275 0,024 -1,3 0,615
TMEM101 NM_032376 0,036 -1,3 0,615
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COPS6 NM_006833 0,031 -1,3 0,615
PNPLA2 NM_020376 0,027 -1,3 0,615
TBPL1 NM_004865 0,004 -1,3 0,609
NFKBIL1 NM_005007 0,004 -1,3 0,609
ASCC2 NM_032204 0,008 -1,3 0,609
CCNL2 NM_030937 0,037 -1,3 0,615
MAPK9 NM_002752 0,014 -1,3 0,615
PPCS NM_024664 0,004 -1,3 0,609
FAM98C NM_174905 0,008 -1,3 0,609
SLC39A7 NM_001077516 | 0,041 -1,3 0,615
DPY30 NM_032574 0,030 -1,3 0,615
WDR458 NM_019613 0,037 -1,3 0,615
DYNCILI2 NM_006141 0,019 -1,3 0,615
CTDSPL2 NM_016396 0,016 -1,3 0,615
SESTD1 NM_178123 0,044 -1,3 0,615
RNF138 NM_001191324 | 0,042 -1,3 0,615
STK35 NM_080836 0,007 -1,3 0,609
KLHL36 NM_024731 0,028 -1,3 0,615
BTBD6 NM_033271 0,045 -1,3 0,615
CEP350 NM_014810 0,004 -1,3 0,609
WASF2 NM_006990 0,037 -1,3 0,615
C30rf38 NM_173824 0,032 -1,3 0,615
IRF3 NM_001571 0,006 -1,3 0,609
FOXJ3 NM_014947 0,000 -1,3 0,321
NR_040058 |NR_040058 0,040 -1,3 0,615
SF3B5 NM_031287 0,040 -1,3 0,615
EIF4G1 NM_001194947 | 0,025 -1,3 0,615
H2AFZ NM_002106 0,010 -1,3 0,610
TMED2 NM_006815 0,011 -1,3 0,615
COX6A1 NM_004373 0,010 -1,3 0,609
TMEM185A | NM_032508 0,031 -1,3 0,615
HECTD4 NM_001109662 | 0,039 -1,3 0,615
PTBP1 NM_002819 0,007 -1,3 0,609
PSMD2 NM_002808 0,017 -1,3 0,615
FAM122B NM_001170756 | 0,046 -1,3 0,615
GPAA1 NM_003801 0,039 -1,3 0,615
WDR13 NM_017883 0,004 -1,3 0,609
LMBR1L NM_018113 0,008 -1,3 0,609
YTHDF1 NM_017798 0,015 -1,3 0,615
ANKIB1 NM_019004 0,027 -1,3 0,615
SNRNP200 NM_014014 0,026 -1,3 0,615
ZFP91 NM_053023 0,007 -1,3 0,609
TMEMS878 NM_032824 0,028 -1,3 0,615
SMARCD2 NM_001098426 | 0,005 -1,3 0,609
SUMO2 NM_006937 0,009 -1,3 0,609
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C90rf78 NM_016520 0,030 -1,3 0,615
ZNF836 NM_001102657 | 0,032 -1,3 0,615
HSDL1 NM_031463 0,023 -1,3 0,615
HEATR5B NM_019024 0,015 -1,3 0,615
BTD NM_000060 0,013 -1,3 0,615
MED19 NM_153450 0,021 -1,3 0,615
DNA2 NM_001080449 | 0,038 -1,3 0,615
SRRT NM_015908 0,040 -1,3 0,615
RABGA NM_002869 0,003 -1,3 0,609
PSMB4 NM_002796 0,009 -1,3 0,609
SLC10A3 NM_001142392 | 0,041 -1,3 0,615
PSMA7 NM_002792 0,015 -1,3 0,615
ATL2 NM_001135673 | 0,037 -1,3 0,615
SSR2 NM_003145 0,035 -1,3 0,615
NR_038361 |NR_038361 0,049 -1,3 0,616
NUP54 NM_017426 0,014 -1,3 0,615
TMUB1 NM_001136044 | 0,050 -1,3 0,616
KLC4 NM_201523 0,032 -1,3 0,615
AP2M1 NM_001025205 | 0,014 -1,3 0,615
PEX5 NM_000319 0,046 -1,3 0,615
WRAP73 NM_017818 0,039 -1,3 0,615
MTIF3 NM_001166261 | 0,007 -1,3 0,609
DNAJB11 NM_016306 0,046 -1,3 0,615
NDUFS2 NM_001166159 | 0,033 -1,3 0,615
RWDD4 NM_152682 0,029 -1,3 0,615
TEX261 NM_ 144582 0,025 -1,3 0,615
CLK2 NM_003993 0,037 -1,3 0,615
RNF7 NM_014245 0,041 -1,3 0,615
SPPL2B NM_152988 0,048 -1,3 0,615
MRPL53 NM_053050 0,036 -1,3 0,615
ELOF1 NM_032377 0,022 -1,3 0,615
SMURF2 NM_022739 0,032 -1,3 0,615
GTF3C2 NM_001035521 | 0,047 -1,3 0,615
IDH3G NM_004135 0,041 -1,3 0,615
HDAC1 NM_004964 0,017 -1,3 0,615
CLPTM1 NM_001294 0,013 -1,3 0,615
MAN1A2 NM_006699 0,027 -1,3 0,615
CRCP NM_001142414 | 0,005 -1,2 0,609
TMEMS7A NM_015497 0,035 -1,2 0,615
APH1A NM_001077628 | 0,011 -1,2 0,615
TAOK2 NM_016151 0,017 -1,2 0,615
CLEC16A NM_015226 0,007 -1,2 0,609
RCE1 NM_005133 0,034 -1,2 0,615
PSMC4 NM_006503 0,030 -1,2 0,615
NR_024565 |NR_024565 0,021 -1,2 0,615
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RAB40C NM_001172665 | 0,042 -1,2 0,615
DEK NM_003472 0,014 -1,2 0,615
TCHP NM_001143852 | 0,027 -1,2 0,615
ARNT NM_001668 0,009 -1,2 0,609
UBR7 NM_175748 0,049 -1,2 0,616
LTN1 NM_015565 0,033 -1,2 0,615
PIGS NM_033198 0,031 -1,2 0,615
YWHAZ NM_001135699 | 0,012 -1,2 0,615
PTPRA NM_080841 0,010 -1,2 0,610
VPS4A NM_013245 0,031 -1,2 0,615
C5orf51 NM_175921 0,037 -1,2 0,615
COPG1 NM_016128 0,017 -1,2 0,615
NUCB1 NM_006184 0,009 -1,2 0,609
ENSA NM_004436 0,036 -1,2 0,615
CCDC59 NM_014167 0,047 -1,2 0,615
CoX19 NM_001031617 | 0,033 -1,2 0,615
ZNF12 NM_016265 0,020 -1,2 0,615
MKRN1 NM_013446 0,019 -1,2 0,615
HAX1 NM_006118 0,038 -1,2 0,615
Sys1 NM_033542 0,012 -1,2 0,615
POLR2B NM_000938 0,025 -1,2 0,615
DAD1 NM_001344 0,014 -1,2 0,615
ARIH2 NM_006321 0,015 -1,2 0,615
ZMPSTE24 NM_005857 0,049 -1,2 0,616
COX15 NM_078470 0,029 -1,2 0,615
HADHB NM_000183 0,030 -1,2 0,615
VBP1 NM_003372 0,044 -1,2 0,615
DCAF11 NM_001163484 | 0,017 -1,2 0,615
MTA2 NM_004739 0,035 -1,2 0,615
YIPF6 NM_173834 0,023 -1,2 0,615
PI4KB NM_001198774 | 0,032 -1,2 0,615
PSMF1 NM_006814 0,043 -1,2 0,615
WIPI2 NM_016003 0,037 -1,2 0,615
INPPL1 NM_001567 0,023 -1,2 0,615
TBC1D20 NM_144628 0,008 -1,2 0,609
POGZ NM_015100 0,041 -1,2 0,615
AHCYL1 NM_006621 0,046 -1,2 0,615
LSM14B NM_144703 0,027 -1,2 0,615
ATXNIL NM_001137675 | 0,035 -1,2 0,615
XPO7 NM_015024 0,044 -1,2 0,615
GABPA NM_002040 0,030 -1,2 0,615
INTS4 NM_033547 0,043 -1,2 0,615
ADRM1 NM_175573 0,048 -1,2 0,616
CPSF6 NM_007007 0,039 -1,2 0,615
KHNYN NM_015299 0,025 -1,2 0,615
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WDR830S NM_016145 0,016 -1,2 0,615
MLX NM_170607 0,014 -1,2 0,615
ATG4B NM_013325 0,040 -1,2 0,615
CHTOP NM_001206612 | 0,025 -1,2 0,615
RALGAPB NM_020336 0,023 -1,2 0,615
ZFPL1 NM_006782 0,032 -1,2 0,615
RAB22A NM_020673 0,032 -1,2 0,615
ALKBH5 NM_017758 0,047 -1,2 0,615
UBTF NM_014233 0,029 -1,2 0,615
RARS2 NM_020320 0,049 -1,2 0,616
RNF114 NM_018683 0,025 -1,2 0,615
CIAO1 NM_004804 0,008 -1,2 0,609
NAPG NM_003826 0,050 -1,2 0,616
BSDC1 NM_018045 0,048 -1,2 0,616
HP1BP3 NM_016287 0,046 -1,1 0,615
SCAF8 NM_014892 0,014 1,2 0,615
SPAG7 NM_004890 0,034 1,2 0,615
HIAT1 NM_033055 0,036 1,2 0,615
PHF20 NM_016436 0,047 1,2 0,615
TRIM33 NM_015906 0,019 1,2 0,615
ECD NM_007265 0,029 1,2 0,615
ACTR2 NM_001005386 | 0,039 1,2 0,615
ARPC4 NM_001024959 | 0,025 1,2 0,615
RPS6KA3 NM_004586 0,050 1,2 0,616
PHF11 NM_001040443 | 0,046 1,3 0,615
TRAK1 NM_001042646 | 0,020 1,3 0,615
MAP7D1 NM_018067 0,037 1,3 0,615
ATP6VIA NM_001690 0,028 1,3 0,615
BLOC1S2 NM_173809 0,034 1,3 0,615
TMSB4X NM_021109 0,036 1,3 0,615
FUS NM_004960 0,013 1,3 0,615
SH3BP2 NM_001145856 | 0,045 1,3 0,615
FAMS53B NM_014661 0,027 1,3 0,615
RNASEK NM_001004333 | 0,031 1,3 0,615
PM20D2 NM_001010853 | 0,024 1,3 0,615
RNF135 NM_032322 0,016 1,3 0,615
NFKBIE NM_004556 0,043 1,3 0,615
ATOX1 NM_004045 0,035 1,3 0,615
TEP1 NM_007110 0,042 1,3 0,615
SGK3 NM_001033578 | 0,036 1,3 0,615
IFNGR2 NM_005534 0,026 1,3 0,615
NR_033417 |NR_033417 0,028 1,3 0,615
NMT2 NM_004808 0,046 1,3 0,615
DOPEY2 NM_005128 0,046 1,3 0,615
NR_026891 |NR_026891 0,039 1,3 0,615
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TCF20 NM_005650 0,024 1,3 0,615
TINF2 NM_001099274 | 0,006 1,3 0,609
ZNF44 NM_001164276 | 0,008 1,3 0,609
TPCN2 NM_139075 0,023 1,3 0,615
ZNF708 NM_021269 0,021 1,3 0,615
SREBF1 NM_001005291 | 0,021 1,4 0,615
MARCKS NM_002356 0,029 1,4 0,615
SERPINBS NM_002640 0,039 1,4 0,615
HIVEP2 NM_006734 0,047 1,4 0,615
SMYD4 NM_052928 0,044 1,4 0,615
GNAI2 NM_002070 0,050 1,4 0,616
QKI NM_006775 0,020 1,4 0,615
ORAI2 NM_032831 0,043 1,4 0,615
ARSB NM_000046 0,033 1,4 0,615
RHOQ NM_012249 0,012 1,4 0,615
TLR7 NM_016562 0,048 1,4 0,615
CPEB4 NM_030627 0,044 1,4 0,615
C21orf62 NM_001162496 | 0,047 1,4 0,615
TGFB1 NM_000660 0,042 1,4 0,615
RELB NM_006509 0,012 1,4 0,615
LONRF1 NM_152271 0,015 1,4 0,615
HPSE NM_001098540 | 0,032 1,4 0,615
ZNF2 NM_021088 0,042 1,4 0,615
RANBP2 NM_006267 0,014 1,4 0,615
MYLK3 NM_182493 0,047 1,4 0,615
CORO7- 1,4 0,615
PAM16 NM_001201472 | 0,044 ' ’

TRPM6 NM_001177310 | 0,046 1,4 0,615
NR_038862 |NR_038862 0,036 1,4 0,615
TRAPPC2 NM_001128835 | 0,042 1,4 0,615
FTH1 NM_002032 0,022 1,4 0,615
SGTB NM_019072 0,043 1,4 0,615
ITPR2 NM_002223 0,031 1,4 0,615
SPIB NM_003121 0,026 1,4 0,615
ITM2B NM_021999 0,028 1,4 0,615
NUAK2 NM_030952 0,038 1,4 0,615
GNL3L NM_019067 0,042 1,4 0,615
PSTPIP2 NM_024430 0,033 1,4 0,615
CYBA NM_000101 0,034 1,4 0,615
RAPGEF2 NM_014247 0,007 1,4 0,609
POU2AF1 NM_006235 0,040 1,4 0,615
SLC25A15 NM_014252 0,030 1,4 0,615
SIRPB2 NM_001122962 | 0,036 1,5 0,615
RNF144B NM_182757 0,048 1,5 0,616
CHST6 NM_021615 0,034 1,5 0,615
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ZFYVE16 NM_014733 0,033 1,5 0,615
NR_027180 |NR_027180 0,043 1,5 0,615
CXCL16 NM_022059 0,030 1,5 0,615
ATP6VOA2 NM_012463 0,006 1,5 0,609
PLEKHH1 NM_020715 0,017 1,5 0,615
SLC5A5 NM_000453 0,047 1,5 0,615
NR_038444 |NR_038444 0,039 1,5 0,615
UBOX5 NM_014948 0,007 1,5 0,609
BHMT2 NM_017614 0,043 1,5 0,615
RASSF5 NM_182663 0,024 1,5 0,615
TMEM213 NM_001085429 | 0,033 1,5 0,615
ATP2A3 NM_174953 0,048 1,5 0,615
NR_037879  |NR_037879 0,034 1,5 0,615
TLR6 NM_006068 0,027 1,5 0,615
ATG7 NM_006395 0,007 1,5 0,609
KCNJ5 NM_000890 0,022 1,5 0,615
MILR1 NM_001085423 | 0,021 1,5 0,615
IFIH1 NM_022168 0,022 1,5 0,615
Sv2B NM_014848 0,014 1,5 0,615
IMPA2 NM_014214 0,018 1,5 0,615
DFFB NM_004402 0,009 1,5 0,609
NCKAPIL NM_005337 0,041 1,5 0,615
RNF130 NM_018434 0,049 1,5 0,616
CARF NM_001104586 | 0,016 1,5 0,615
SEPT6 NM_015129 0,028 1,5 0,615
CCDC88B NM_032251 0,037 1,5 0,615
NR_003503 |NR_003503 0,018 1,5 0,615
C10orf54 NM_022153 0,048 1,5 0,615
TATDN3 NM_001042552 | 0,010 1,5 0,609
ZFP42 NM_174900 0,013 1,5 0,615
DENND1C NM_024898 0,044 1,5 0,615
MTRNR2L8  |NM_001190702 | 0,003 1,5 0,609
TNFAIP2 NM_006291 0,026 1,6 0,615
KLHL5 NM_001007075 | 0,001 1,6 0,563
TNFAIPS NM_014350 0,044 1,6 0,615
SLC15A4 NM_145648 0,040 1,6 0,615
AXL NM_021913 0,013 1,6 0,615
LYN NM_002350 0,029 1,6 0,615
TMEM154 NM_152680 0,040 1,6 0,615
NPL NM_030769 0,044 1,6 0,615
PNMA2 NM_007257 0,004 1,6 0,609
SLC43A2 NM_152346 0,040 1,6 0,615
LAPTMS5 NM_006762 0,049 1,6 0,616
PELI2 NM_021255 0,041 1,6 0,615
DUSP2 NM_004418 0,015 1,6 0,615

172




Annex

UTRN NM_007124 0,023 1,6 0,615
OGFRL1 NM_024576 0,028 1,6 0,615
HILPDA NM_001098786 | 0,005 1,6 0,609
NR_022006 | NR_022006 0,008 1,6 0,609
FKBP5 NM_004117 0,020 1,6 0,615
GPR183 NM_004951 0,031 1,6 0,615
PLAU NM_002658 0,042 1,6 0,615
MXRA7 NM_001008528 | 0,007 1,6 0,609
IL10 NM_000572 0,003 1,6 0,609
ST8SIA4 NM_005668 0,018 1,6 0,615
QPCT NM_012413 0,050 1,7 0,616
TNFRSF9 NM_001561 0,005 1,7 0,609
VAVI NM_005428 0,040 1,7 0,615
LSP1 NM_001013253 | 0,037 1,7 0,615
SRGN NM_002727 0,048 1,7 0,616
NR_028138 |NR_028138 0,023 1,7 0,615
VASP NM_003370 0,028 1,7 0,615
CHSY1 NM_014918 0,031 1,7 0,615
IL2RG NM_000206 0,014 1,7 0,615
ITGB2 NM_000211 0,040 1,7 0,615
PLCB2 NM_004573 0,034 1,7 0,615
CYFIP2 NM_001037333 | 0,010 1,7 0,610
MS4A6A NM_152851 0,042 1,7 0,615
SORL1 NM_003105 0,035 1,7 0,615
NINJ1 NM_004148 0,032 1,7 0,615
NOTCH1 NM_017617 0,033 1,7 0,615
NSMAF NM_001144772 | 0,044 1,7 0,615
EVI2A NM_014210 0,044 1,7 0,615
PTPRE NM_006504 0,034 1,7 0,615
TBXAS1 NM_001061 0,044 1,7 0,615
JAK3 NM_000215 0,032 1,7 0,615
S100A4 NM_002961 0,002 1,7 0,609
GNG2 NM_053064 0,047 1,7 0,615
TNFRSF1B NM_001066 0,025 1,7 0,615
CORO1A NM_007074 0,041 1,7 0,615
ADORA2A NM_000675 0,042 1,7 0,615
PREX1 NM_020820 0,047 1,7 0,615
LCP1 NM_002298 0,029 1,7 0,615
PIK3CD NM_005026 0,047 1,8 0,615
FGL2 NM_006682 0,033 1,8 0,615
SLA NM_006748 0,045 1,8 0,615
TANK NM_004180 0,015 1,8 0,615
TMEM1768 |NM_001101312 | 0,030 1,8 0,615
WAS NM_000377 0,040 1,8 0,615
KCNE3 NM_005472 0,017 1,8 0,615
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DOCK2 NM_004946 0,016 1,8 0,615
PLXNC1 NM_005761 0,042 1,8 0,615
RNASE6 NM_005615 0,007 1,8 0,609
FAM129A NM_052966 0,034 1,8 0,615
PILRA NM_013439 0,040 1,8 0,615
S100A9 NM_002965 0,025 1,8 0,615
IL10RA NM_001558 0,010 1,8 0,609
SLC15A3 NM_016582 0,010 1,8 0,609
RGS2 NM_002923 0,048 1,8 0,616
RILPL2 NM_145058 0,013 1,9 0,615
AlF1 NM_001623 0,020 1,9 0,615
CXCR4 NM_003467 0,012 1,9 0,615
VNN2 NM_004665 0,044 1,9 0,615
FMNL1 NM_005892 0,022 1,9 0,615
MPEG1 NM_001039396 | 0,002 1,9 0,609
ANXA1 NM_000700 0,038 1,9 0,615
S100A8 NM_002964 0,028 1,9 0,615
BEST1 NM_004183 0,025 1,9 0,615
HCK NM_001172133 | 0,028 2,0 0,615
ARHGAP15 |NM_018460 0,012 2,0 0,615
CYTH4 NM_013385 0,020 2,0 0,615
LRRC25 NM_145256 0,011 2,0 0,615
LCN2 NM_005564 0,045 2,0 0,615
C150rf48 NM_032413 0,006 2,0 0,609
SASH3 NM_018990 0,007 2,0 0,609
TLR1 NM_003263 0,022 2,1 0,615
HPD NM_002150 0,005 2,1 0,609
GPX3 NM_002084 0,002 2,3 0,609
ECM1 NM_004425 0,046 2,3 0,615
KRT13 NM_153490 0,030 2,5 0,615
CRYAB NM_001885 0,006 2,7 0,609
SPRR3 NM_001097589 | 0,006 31 0,609
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Supplementary Table 2. Gene expression signatures for bladder cancer diagnosis previously

reported by our group [1,2].

Gene symbol GS_D12 GS_D10 GS_D5 GS_D2

IGF2 [ [ ] ]
MAGEA3 [ [ ] |
KLF9 [ [ ]

CRH [ [ |

SLC1A6 ] [ ]

POSTN ] |

EBF1 [

CFH [

MCM10 =

MMP12 [

TERT (]

AHNAK?2 ]

ANXA10 |

CTSE ]

KRT20 |

PPP1R14D ]

[1] Mengual L, Ribal MJ, Lozano JJ, Ingelmo-Torres M, Burset M, Fernandez PL, et
al. Validation Study of a Noninvasive Urine Test for Diagnosis and Prognosis Assessment of
Bladder Cancer: Evidence for Improved Models. J Urol 2014; 191: 261-9.

[2] Ribal MJ, Mengual L, Lozano JJ, Ingelmo-Torres M, Palou J, Rodriguez-Faba O,
et al. Gene expression test for the non-invasive diagnosis of bladder cancer: A
prospective, blinded, international and multicenter validation study. Eur J Cancer 2016;
54:131-8.
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Supplementary Table 3. Genes selected in the two different sets of training phase.

Set 1 training (n=134 samples)

Set 2 training (n=79 samples)

Genes Best. p-value FC FDR Best_ p-value FC FDR
Comparison Comparison
ABTB2 grade 0,000 -3,4 | 0,000 TvsHT 0,000 -3,5 0,000
ADIPOR2 grade 0,000 -2,5 | 0,000 TvsHT 0,000 -2,6 0,000
AHNAK2 grade 0,000 -2,7 |0,000 TvsHT 0,000 -2,8 0,000
ANXA1 grade 0,000 -3,7 0,001 BCvsC 0,000 -2,4 0,000
ANXA10 TavsHT 0,000 2,5 0,001 TavsHT 0,000 6,7 0,000
BPGM BCvsC 0,002 -1,7 |0,001 TvsHT 0,000 -2,0 0,000
CAPN2 BCvsC 0,000 -2,1 | 0,000 TvsHT 0,000 -2,3 0,000
CFB grade 0,002 -2,8 0,001 TvsHT 0,000 -2,8 0,050
CFH grade 0,000 -3,2 | 0,000 TvsHT 0,005 -1,6 0,000
CRH grade 0,006 3,2 0,001 TvsHT 0,000 3,8 0,007
CTSE TavsC 0,020 2,5 0,002 BCvsC 0,132 1,4 0,000
EBF1 grade 0,001 -3,0 | 0,000 BCvsC 0,267 -1,2 0,000
EMP1 grade 0,001 -3,7 | 0,000 TvsHT 0,000 -3,5 0,282
EPS8L1 BCvsC 0,000 -2,4 | 0,000 TvsHT 0,000 -3,2 0,326
ERO1L BCvsC 0,000 -2,7 |0,000 TvsHT 0,000 -3,1 0,000
FBL TavsC 0,006 1,8 0,001 BCvsC 0,000 1,9 0,000
GADD45GIP1 TavsC 0,002 1,8 0,001 BCvsC 0,001 1,4 0,000
H1FO TavsC 0,002 -2,3 | 0,000 TvsHT 0,000 -2,0 0,000
HLA-C TavsC 0,006 -2,7 0,001 BCvsC 0,011 -1,5 0,011
HMOX1 BCvsC 0,000 -2,5 10,049 TvsHT 0,000 -2,8 0,000
HPD grade 0,000 -4,2 | 0,000 TavsHT 0,076 -1,5 0,032
IGF2 TavsHT 0,000 2,5 0,078 BCvsC 0,000 3,5 0,000
IL18 grade 0,001 -3,3 |0,002 TvsHT 0,000 -3,1 0,489
ITPKC BCvsC 0,000 -2,5 |0,000 TvsHT 0,000 -3,0 0,000
KIFC3 grade 0,000 -2,6 |0,083 TvsHT 0,000 -2,6 0,000
KLF9 grade 0,010 -1,8 |0,023 TvsHT 0,002 -1,4 0,000
KRT13 grade 0,000 -4,6 | 0,000 TvsHT 0,000 -4,0 0,000
KRT20 grade 0,000 6,4 0,052 BCvsC 0,000 8,1 0,002
LCN2 grade 0,000 -4,3 10,099 TvsHT 0,000 -4,0 0,000
LMO7 grade 0,000 -2,9 | 0,000 TvsHT 0,000 -3,5 0,000
MAGEA3 BCvsC 0,001 2,1 0,000 TvsHT 0,000 4,9 0,000
MALL BCvsC 0,000 -3,0 |0,001 BCvsC 0,000 -3,5 0,000
MCM10 TavsC 0,405 1,3 0,090 BCvsC 0,000 2,3 0,000
MLLT4 TavsC 0,002 -2,5 10,041 BCvsC 0,000 -2,3 0,000
MMP12 grade 0,005 2,7 0,000 TvsHT 0,001 2,6 0,002
MT1H grade 0,005 -3,5 0,003 TvsHT 0,000 -2,5 0,000
NCOA6 TavsC 0,000 -2,4 | 0,000 TvsHT 0,000 -2,1 0,001
OSBPL3 BCvsC 0,000 -2,0 | 0,005 TvsHT 0,000 -3,0 0,000
PHLDA1 BCvsC 0,000 -3,1 | 0,000 TvsHT 0,000 -3,6 0,000
PI4K2A TavsC 0,001 -2,4 0,002 BCvsC 0,000 -2,1 0,000
PIK3IP1 grade 0,000 -2,0 | 0,000 TvsHT 0,000 -2,5 0,000
POSTN grade 0,044 1,9 0,000 TvsHT 0,005 2,0 0,000
PPL grade 0,001 -3,5 | 0,000 TvsHT 0,000 -4,1 0,000
PPP1R14D grade 0,033 2,0 0,001 BCvsC 0,000 2,8 0,012
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PRPF19 TavsC 0,010 1,6 0,000 BCvsC 0,000 1,7 0,000
RIOK3 grade 0,002 -2,0 |0,050 BCvsC 0,000 -1,7 0,000
RPS21 TavsC 0,013 1,5 0,000 BCvsC 0,000 1,7 0,000
RPS6 BCvsC 0,003 1,3 0,083 BCvsC 0,000 1,6 0,000
SASH1 BCvsC 0,000 -2,7 10,010 BCvsC 0,000 -3,4 0,000
SIK1 grade 0,001 -2,0 | 0,000 TvsHT 0,000 -2,3 0,000
SLC1A6 TavsC 0,055 2,3 0,001 BCvsC 0,000 4,8 0,000
sMmc4 BCvsC 0,000 -2,3 |0,003 TvsHT 0,000 -2,7 0,000
SNRPF grade 0,000 2,0 0,000 BCvsC 0,010 1,4 0,000
SPNS2 grade 0,000 -3,9 |0,001 TvsHT 0,000 -4,1 0,000
SWAP70 TavsC 0,001 -2,2 0,094 TvsHT 0,000 -2,6 0,074
TERT grade 0,002 2,8 0,000 TvsHT 0,002 2,4 0,000
TRIP10 grade 0,000 -3,2 |0,113 TvsHT 0,000 -3,3 0,000
ZNF431 TavsC 0,004 -2,3 | 0,000 TavsHT 0,000 -2,3 0,148
CDH16 grade 0,000 -4,5 | 0,007
AIM1L grade 0,001 -2,4 0,000
ARL4C grade 0,003 -2,1 | 0,067
ASF1B grade 0,135 -1,6 | 0,000
ATF3 grade 0,000 -1,9 0,001
ATP1B1 grade 0,000 -2,3 | 0,000
BCAS1 grade 0,010 -1,9 | 0,000
BRAF TavsC 0,024 -1,7 0,008
BTN3A2 grade 0,348 -1,3 | 0,000
Cdorf19 grade 0,001 -2,5 | 0,006
Céorf132 grade 0,001 -2,7 |0,000
CCNC grade 0,003 -1,7 0,017
CEACAMG6 grade 0,001 -2,5 | 0,000
CEP135 grade 0,000 -3,1 |0,003
CGNL1 grade 0,000 -3,5 |0,004
CKB grade 0,001 -2,2 |0,001
CLIC3 grade 0,001 -2,5 |0,001
CRYAB grade 0,000 -3,5 0,001
CSNK1E grade 0,002 -2,0 | 0,000
CSTB TavsC 0,000 -4,2 10,082
CXCL6 grade 0,001 -4,0 | 0,005
CYBRD1 TavsC 0,123 -1,7 |0,014
DNAJA4 grade 0,073 -1,5 | 0,000
DNMT1 TavsHT 0,262 1,1 0,000
DUOXA2 grade 0,000 -6,5 | 0,000
DUSP10 grade 0,001 -1,9 0,089
DUSP5 grade 0,000 -2,5 {0,000
ECM1 grade 0,000 -6,0 | 0,003
EPHA2 grade 0,001 -2,5 10,029
F3 grade 0,000 -4,3 | 0,000
FAM102A grade 0,003 -1,9 | 0,000
FUT2 grade 0,000 -3,1 |0,077
GPRC5A grade 0,011 -1,7 | 0,000
GPX3 grade 0,000 -3,5 | 0,000
GSK3B TavsC 0,046 -1,5 | 0,000
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HEG1 grade 0,000 -4,2 0,000
HIST2H3D TavsC 0,012 -1,8 | 0,000
HPGD grade 0,004 -2,4 0,083
HSPH1 BCvsC 0,004 -1,4 | 0,000
INSR grade 0,016 -1,5 0,001
KCTD11 grade 0,028 -1,6 | 0,000
LGALS3 grade 0,002 -2,1 0,017
METTL7A grade 0,055 -1,4 |0,001
MPDU1 grade 0,015 -1,6 | 0,000
MTIF grade 0,001 -3,6 0,122
NDRG2 grade 0,001 -2,4 |0,000
NFATC3 grade 0,442 -1,2 |0,013
PARD6B BCvsC 0,010 -1,6 | 0,001
PDZK1IP1 grade 0,000 -3,5 0,002
PFKFB4 TavsC 0,111 -1,7 | 0,000
PLAT grade 0,000 -4,4 0,187
PROM2 grade 0,001 -1,9 |0,001
PRSS8 grade 0,001 -2,5 | 0,000
PSCA grade 0,015 -1,9 | 0,000
RABYA grade 0,024 -1,6 | 0,000
RARRES3 grade 0,003 -2,4 | 0,000
RDH10 grade 0,002 -2,9 | 0,000
RND3 grade 0,000 -3,2 |0,099
RPL10A BCvsC 0,028 1,2 0,001
SDCBP2 grade 0,000 -3,5 10,022
SLC25A23 grade 0,000 -3,7 | 0,000
SNORA14A TavsC 0,019 -1,6 | 0,000
SPP1 grade 0,511 1,2 0,002
SPRR3 grade 0,001 -5,6 | 0,007
STX18 grade 0,001 -1,9 |0,042
TIP2 grade 0,001 -2,0 |0,053
TMEM176B BCvsC 0,055 -1,3 | 0,000
TMPRSS2 grade 0,001 -2,5 | 0,000
TRIB2 grade 0,005 -1,8 | 0,001
TUBB grade 0,105 1,2 0,001
ULK1 TavsC 0,002 -2,1 | 0,000
ULK3 grade 0,002 -1,9 | 0,000

178




Annex

7.4 Annex Treball 4

Supplementary Table 1. A) PCR primer sequences for FGFR3 and TERT and B) SNaPshot probe

sequences.

A) FGFR3 PCR Primer Mix

Product Concentrati
Primer Sequence (5'->3') size (bp) onin PCR
mix (LM)
FGFR3 ex7 FWD 5'-AGTGGCGGTGGTGGTGAGGGAG-3' 115 1,2
FGFR3 ex7 REV 5'-GCACCGCCGTCTGGTTGG-3' 1,2
FGFR3 ex10 FWD 5'-CAACGCCCATGTCTTTGCAG-3' 138 0,7
FGFR3 ex10 REV 5'-AGGCGGCAGAGCGTCACAG-3' 0,7
FGFR3 ex15 FWD 5'-GACCGAGGACAACGTGATG-3' 160 0,7
FGFR3 ex15 REV 5'-GTGTGGGAAGGCGGTGTTG-3' 0,7
TERT PCR Primer Mix
Concentrati
Primer Sequence (5'->3') :;Z(::;;t) onin PCR
mix (uM)
hTERT FWD AGCGCTGCCTGAAACTCG 155 0,5
hTERT REV CCCTTCACCTTCCAGCTC 0,5
B) FGFR3/hTERT Probe Mix
Primer Sequence Strand Wild-type | Mutant Concentration
(pmol/ML)
R248C T48CGTCATCTGCCCCCACAGAG sense C T 2.0
$249C T37TCTGCCCCCACAGAGCGCT sense C G 1.2
G372C T29GGTGGAGGCTGACGAGGCG sense G T 0.4
Y375C T46ACGAGGCGGGCAGTGTGT sense A G 0.6
A393E T32CCTGTTCATCCTGGTGGTGG sense C A 2.4
K652E/Q T50GCACAACCTCGACTACTACAAG sense A G/C 1.2
K652M/T T18CACAACCTCGACTACTACAAGA sense A T/C 0.8
hTERT 1295228 T19 GGCTGGGAGGGCCCGGA sense G A/T 1
hTERT 1295242 T27 GGAGGGGGCTGGGCCGG sense G A 1.4
hTERT 1295250 T43 CTGGGCCGGGGACCCGG sense G A 2
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Supplementary Table 2. nCounter Element probes for gene expression analysis.

Gene ID Sequence Probe A
GCACGAGGCGAAGGCCAAGAAGGTGAGAAGCACCAGCATCGACTTCCCCCTCAAGACC
IGF2 TAAGCGACAGCGTGACCTTGTTTCA
CACCGAGCCTGGGCCGGCTTCCCTCCGCCGACGTCAGCATCCTCTTCTTTITCTTGGTGTTG
MAGEA3 | AGAAGATGCTC
GCACATAGTCTCCACAAAACATTTTGATGGTAATTGTTAACCTCAGGGATCACAATTCTG
ANXA10 CGGGTTAGCAGGAAGGTTAGGGAAC
CTAGAGTGTGCTCCAAAGACTCTTTCATGCTGAGATGGGACTGGAGTTCTCAAAGACGC
KRT20 CTATCTTCCAGTTTGATCGGGAAACT
CGTGTACGTCTTGCCGGCGCCCGTCTGGCCGTACGCAAAGATGCAGACATCTTCCTTCCT
KIFC3 GTGTTCCAGCTACAAACTTAGAAAC
TGCGTGGTCCTTGGCACCGATGATGCGATTGCTAGCGGAGCATTTCCTGTTGAGATTATT
RPS21 GAGCTTCATCATGACCAGAAG
GGTTGTCCTGGAAGTTCTGCTGCAGAGGGACCTTGCTACGGTTACCGTCTTTATAAGTGA
LCN2 ACAAAACCGG
Gene ID Sequence Probe B
CGAAAGCCATGACCTCCGATCACTCCACAGGGTCTCACTGGGGCGGTAAGCAGCAATGC
IGF2 A
MAGEA3 | CGAAAGCCATGACCTCCGATCACTCCCAGGTCAGCCTGTCCCCTCAGAACCTTGCCTCCT
CGAAAGCCATGACCTCCGATCACTCTTGGGCATCCATTATGGGATTGAAATTGGGAGCT
ANXA10 GGGAAGATGGTTCCTT
CGAAAGCCATGACCTCCGATCACTCCAGCGACTGGAGGTTGGCTAACTGGCTGCTGTAA
KRT20 CGGGCCTTGGTCTCCT
KIFC3 CGAAAGCCATGACCTCCGATCACTCTGGTTGATACCTGGGTTCTCAGCGGTCCCCTCCAT
CGAAAGCCATGACCTCCGATCACTCTTAAACCTGCCTGTGACCTTGTCAACCTCGGCCAC
RPS21 GTTCATCTGGATGGA
CGAAAGCCATGACCTCCGATCACTCCTGCCAGGCCTACCACATACCACTTCCCCTGGAAT
LCN2 T
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