Molekularis modszerek a
vizeletcitologiai prepardtumok
vizsgalatdban

Dr. Lotz Gdbor!?, Pajor Gabor?

1 Semmelweis Egyetem, II. Patolégiai Intézet
2 Pécsi Tudomdnyegyetem AOK, Patoldgiai Intézet




Vizeletcitologia:
Magas specificitas, de alacsony szenzitivitas

o
vizsgdlat

*J. S. Jones, DNA-based molecular cytology for bladder cancer surveillance,
UROLOGY Vol. 67 (Supplement 3A), March 2006 p. 35-45

e Az uroldgiai tumordiagnosztika szdmadra a vizeletben
a daganat jelenlétével osszefiiggd, fehérje illetve
nukleinsav szinten megjelend eltérések kimutatdsa
tobblet-informdciét nydjthat.



Vizeletalapu vizsgdlatok a higyholyagrakok
diagnosztikajaban

e Diagnosztikus célra jovahagyott tesztek

- bladder tumor antigen (BTA)

- nuclear matrix protein 22 (NMP-22)

- ImmunoCyt/uCyt+ (Mucin antigének és CEA)

- AccuDx (Fibrinogén degraddcios termékek - FDPs)
- UroVysion FISH

e Potencialisan diagnosztikus értéki biomarkerek

Lewis-X vércsoportantigén, Survivin, Szolubilis Fas (sFas),
Telomerdz, Hialuroniddaz, Aurora kinaz A, Citokeratin 8 és 18
(UBC teszt), Citokeratin 19 fragmentumok (CYFRA 21-1),
Citokeratin 20, BLCA-1 és -4, DD23, Mikroszatellita-analizis

e Prognosztikai markerek

EGFR, FGFR3, VEGF, pRb, p53, Ki67, CK20, COX-2...
(... p21, Her2, Bax/bcl-2, CD40, DNS metildcié / hiszton acetildcio)



NACB: Practice Guidelines And Recommendations For Use Of Tumor Markers In The Clinic
Bladder Cancer (3H)

Cancer Marker Proposed Uses LOE FDA References
approved?
BTA Stat Early Detection/Monitoring for I z 8-12
recurrence.
BTA Trak “ Il Yes 8-12
NMP 22 “ Il Yes 13-22
Bladder Chek “ Il Yes 13-22
Immunocyt “ Il Yes 23-27
UroVysion _ : 1 Yes 28-30 |
Cytokeratins 8, 18, 19 Clinical Research Il No 31-36
Telomerase — TRAP, hTert, hTR ¢ I No 37-42
BLCA-4 ¢ 1 No 43-45
Survivin — protein and mRNA » Il No 46-49
Microsatellite markers ¢ Il No 50-56
Hyaluronic acid / hyaluronidase 11 No 57-60
II DD23 monoclonal antibody ¢ Il No 61-62
Fibronectin ¢ I No 63-64
HCG — protein and mRNA “ Y No 65
DNA promotor regions of hypermethylated ¢ A No 66-68
tumor suppressor and apoptosis genes
Proteomic profiles E V No 69-70
(Mass spectrometry)

HCG, human chorionic gonadotropin; HTR, human telomerase; hTERT, human telomerase reverse transcriptase; TRAP, telomeric repeat amplification protocol; LOE,
Levels of evidence




Table 1. Comparison of Sensitivities and Specificities of US Food and Drug Administration-Approved Urine-Based Tests
for the Follow-Up of Patients With Urothelial Carcinoma

Urine-Based Test

BTA Stat (Polymedco, Inc., Cortlandt

Manor, NY)

BTA Trak (Polymedco, Inc.)

NMP-22 Bladder Chek (Matritech,

Inc., Newton, Mass)

UroVysion (Abbott Molecular, Inc.,

Des Plaines, )

ImmunoCyt/uCyt+ (Diagnocure, Inc.,
Quebec city, Quebec, Canada)

References

2002,%% Sharma 1999
Toma 2004,° Sun 2006,
2002,%6 Sharma 1999%"

Moonen 2007,% Budman 2008,%® Chang 2004,%® Messing
2005,% Abd El Gawad 2005,%° Landman 1998,%

Toma 2004,° Schroeder 2004, '® Halling 2002,%° Saad

Schroeder 2004,'® Saad

Zippe 1999*2 Grossman 2006**

Toma 2004,° Tetu 2005,°
2005%°

Halling 2000, Skacel 2003,%* Sarosdy 2002%°

Lodde 2008, Messing

Sensitivity, % Specificity, %

53-78 69-74
51-100 73-93
50-100 40-90
65-100 77-98
81-89 61-77

BTA indicates bladder tumor antigen; NMP-22, nuclear matrix protein 22.
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Table 1_Summary of commercially available urine-based bladder markers

February 2007 m Volume 38 Number 2 m LABMEDICINE

Test Marker Detected Assay Type Testing Situation % Sensitivity % Specificity
Accu-Dx' Fibrin-fibrinogen degradation Sandwich immunoassay Point-of-care 52 - 81 75 -86
product, fibrin, fibrinogen
BLCA-411.12 BLCA-4 transcription factor ELISA Specialized laboratory 89 - 96 100
Hyaluronic acid, hyaluronidase'®2®  Hyaluronic acid, hyaluronidase Immunoassay Specialized laboratory 92 -100 89 -93
Lewis X antigen®® Lewis X blood group antigen Immunocytology with P12 Specialized laboratory 80 86
monoclonal antibody
Microsatellite markers2426 Highly polymorphic DNA repeats PCR Specialized laboratory 72 -97 80 -100
Quanticyt?? Nuclear shape, DNA content Fuelgen stained specimen Specialized laboratory 45 -69 71-93
image analysis by dual
parameter morphometry
Survivin343 Survivin antiapoptotic protein BioDot system Specialized laboratory 64 - 100 87 -93
Telomerase®42 Human telomerase messenger RNA  PCR Specialized laboratory 62 - 81 80 -96




Diagnosztikai mindsitést nem szerzett biomarkerek

e Nem megfelel6 érzékenység és/vagy specificitas
- Citokeratinok (UBC, CYFRA 21-1, CK20)
e Jelenleg még nem elégséges standardizacio v. klinikai bizonyiték

- Lewis-X (vércsop. ag., stadium és grade-fiiggetlen expresszio
UCC-ben, szenzitivitds: 80-95% ; specificitds: 86%)
- Survivin (anti-apoptotikus feh., magas érzékenység és specificitds
korai tumorokban, szenz.: 64-100%, spec.: 78-100%)
- sFas (NMP-22-hez hasonlo szenz. -75%-, de anndl specifikusabb)
- Telomeraz (Idedlis korilmények kozott stadium / grade-fiiggetlen
nagy szenz./spec., de nehéz standardizdlni, a vizelet-
ben az enzim lebomlik, a gyulladds fals pozitivitdst ad)
- Hialuroniddz (nagy szenz./spec. alacsony stadium/grade esetén is)
- AURKA (kevés adat, 87%-0s érzékenység, 97 %-os specificitds | )
- BLCA-4 (89-96% érzékenység, gerinclézidban szenveddékon csak
81%-os specificitds, kiilonben 95-100%! - igéretes)
- DD23 (UCC protein-dimer elleni monoklondlis antitest ICC teszt-
ben szenz.: 55-72% low /76-87% high grade; spec.: 60%)
- MSA (stadium/grade-fiiggetlen nagy szenzitivitas/specificitds,
komplex és vdltozatos metodoldgia, standardizdcio hidnya)



Diagnosztikus célra jovahagyott tesztek I.

e Bladder tumor antigen (BTA) teszt

- human complement factor H related protein (hCFHrp)
- kvalitativ BTA Stat (gyorsteszt) és kvantitativ BTA Trak
- eldnye: a citoldgiandl érzékenyebb, olcso
- hatrdnya: kis érzékenység alacsony grade / stage esetén,
dlpozitivitas gyakori egyéb uroldgiai betegségekben,
nem értékelhetd jelentds haematuria / proteinuria esetén

e Nuclear matrix protein 22 (NMP-22) teszt

- magi horgony-(scaffold) fehérje, fontos mitdzis-szabdlyozé

- kvalitativ BladderChek gyorsteszt (régen kvantitativ ELISA)

- eldnye: olcsd, magas specificitdsu, képes kimutatni a cysto-
scopidval nem észlelt (occult) tfumorokat, t6bb multicentri-
kus prospektiv vizsgdlat klinikailag hasznosnak talalta

- hdtrdnya: bar a citoldgiandl szenzitivebb, de nem annyival,
hogy a cystoscopidt helyettesithetné; dlpozitivitas lehet-
séges egyéb uroldgiai betegségekben, beavatkozdsoknadl



Diagnosztikus célra jovahagyott tesztek IT.

e ImmunoCyt/uCyt+ teszt

- fluoreszcensen jeldlt antitestek mucin fehérjék (M344:
anti-MAUB és LDQ10: anti-MUC2 ; FITC) valamint magas
mdlsdlyd, glikozilalt CEA ellen (19A211: anti-CEA ; TxRed),
vizeletcitoldgiai prepardatumon torténd festéshez

- elénye: magas szenzitivitds alacsony grade / stage esetén is

- hdtrdnya: citoldgiai prepardtum és citopatologus sziikséges
hozzd, de a specificitdsa nem éri el a citologidét, nagy az
interobszerver-variabilitas, gyakran értékelhetetlen a
teszt eredménye az alacsony sejtszdm miatt

e AccuDx teszt (Fibrin-Fibrinogen Degradation Products)
- VEGF > plazmafehérje-vesztés > fibrin > fibrin-fibrino-
gén lebontdsi termékek (FDPs)
- eldnye: kvalitativ gyorsteszt, a citologidndl érzékenyebb
- hdtrdnya: a cystoscopia kiegészitéje, de azt nem vdltja ki
dlpozitivitds egyéb uroldgiai betegségekben, haematuriandl



ImmunoCyt/uCyt+ teszt

ImmunoCyt 40x Objective Bnightfield 40x Objective

http://blcwebcafe.org/immunocyt.asp



Diagnosztikus célra jovahagyott tesztek IT.

e ImmunoCyt/uCyt+ teszt

- fluoreszcensen jeldlt antitestek mucin fehérjék (M344:
anti-MAUB és LDQ10: anti-MUC2 ; FITC) valamint magas
mdlsdlyd, glikozilalt CEA ellen (19A211: anti-CEA ; TxRed),
vizeletcitoldgiai prepardatumon torténd festéshez

- elénye: magas szenzitivitds alacsony grade / stage esetén is

- hdtrdnya: citoldgiai prepardtum és citopatologus sziikséges
hozzd, de a specificitdsa nem éri el a citologidét, nagy az
interobszerver-variabilitas, gyakran értékelhetetlen a
teszt eredménye az alacsony sejtszdm miatt

e AccuDx teszt (Fibrin-Fibrinogen Degradation Products)
- VEGF > plazmafehérje-vesztés > fibrin > fibrin-fibrino-
gén lebontdsi termékek (FDPs)
- eldnye: kvalitativ gyorsteszt, a citologidndl érzékenyebb
- hdtrdnya: a cystoscopia kiegészitéje, de azt nem vdltja ki
dlpozitivitds egyéb uroldgiai betegségekben, haematuriandl



Diagnosztikus célra jovahagyott tesztek III.

Current State of Urine Cytology/Caraway and Katz

Table 1. Comparison of Sensitivities and Specificities of US Food and Drug Administration-Approved Urine-Based Tests
for the Follow-Up of Patients With Urothelial Carcinoma

Urine-Based Test References Sensitivity, %  Specificity, %
BTA Stat (Polymedco, Inc., Cortlandt Toma 2004, Schroeder 2004,'® Halling 2002,% Saad 53-78 69-74
Manor, NY) 2002,% Sharma 1999%
BTA Trak (Polymedco, Inc.) Toma 2004, Sun 2006,"" Schroeder 2004,'® Saad 51-100 73-93
2002,% Sharma 1999%
NMP-22 Bladder Chek (Matritech, Moonen 2007, Budman 2008, Chang 2004,% Messing 50-100 40-90
Inc., Newton, Mass) 2005,% Abd El Gawad 2005,“° Landman 1998,
Zippe 1999* Grossman 2006*
UroVysion (Abbott Molecular, Inc., Halling 2000,'” Skacel 2003,** Sarosdy 2002* 65-100 77-98
Des Plaines, 1)
ImmunoCyt/uCyt+ (Diagnocure, Inc., Toma 2004,” Tetu 2005, Lodde 2006, Messing 81-89 61-77
Quebec city, Quebec, Canada) 2005

BTA indicates bladder tumor antigen; NMP-22, nuclear matrix protein 22.

Cancer Cytopathology  August 25, 2010



Diagnosztikus célra jovahagyott tesztek III.

e UroVysion FISH teszt

- a 3-as, 7-es és 17-es kromoszémadk centromer régioit, vala-
mint a 9p21-es lokuszt célzé probak egyiittes hibridizdcidja

- a tfranziciondlis sejtes holyagrdkok jellegzetes genetikai
eltéréseit, a 9p21-en taldlhatd plé6 tumorszuppresszor gén
korai delécigjat, illetve a 3-as, 7-es és 17-es aneuszémiat
mutatja ki

- eldnye: a citoldgiandl érzékenyebb, kiilonésen nagy szenziti-
vitds és specificitas magasabb grade / stage esetén, képes
kimutatni a cystoscopidval nem észlelt (occult) fumorokat

- hdtrdnya: citoldgiai prepardtum és citopatologus sziikséges
hozzad; bdr a specificitdsa magasabb az ImmunoCyt/uCyt+
tesztnél, de egyes tanulmdnyok szerint nem éri el a citolé-
gidét; a pozitivitdsi kritériumok nem standardizdltak (nem
minden eshetdségre kiterjedd gyartdi eléirdsok); koltséges



UroVysion: Hazai vizsgdlatok és tapasztalatok

Esetszam UroVysion

T (/)

Malignus

Urothelsejtes
carcinoma

Benignus
Gyulladas
Hyperplasia

Papilloma

Egyéb

Normal urothelium




UroVysion: Hazai vizsgalatok és tapasztalatok

Szenzitivitds (Stage) Citoldgia* UroVysion*  UroVysion (sajdt)

Teljes szenzitivitds

Specificitds

* J. S. Jones: DNA-based molecular cytology for bladder cancer surveillance,
UROLOGY Vol. 67 (Supplement 3A), March 2006 p. 35-45

Riesz P, Lotz G, Paska Cs, Szendrdi A, Majoros A, Németh Zs, Torzsok P, Szarvas T,
Kovalszky I, Schaff Zs, Romics I, Kiss A:

Detection of Bladder Cancer from the Urine using Fluorescence in situ Hybridization Technique.
Pathol Oncol Res, 13(3):187-194, 2007.




kifejezett tumoros fenotipus: = normadlishoz kézeli fenotipus:
7, 17 poliszomia 7, 17 és 9-es poliszomia




poliszomia

P e (9:3,7,17)

9p21
. € delécié

-

Korai rak: enyhe fenotipusos @ Késdi rdak: tumoros fenotipus
eltérés, 9p21 komplett delécio = poliszomia / 9p21 delécio




UroVysion: Hazai vizsgalatok és tapasztalatok

e UroVysion FISH kezdeti megallapitasok:

- a teszt csak a kezdeti, feliletes Ta 61 UCC-k kimutatdsa-
ban nem mutatott elég érzékenységet, a t6bbi csoportban a
vizeletcitologidnal szignifikansan jobban teljesitett, mikoz-
ben eléri annak specificitdsat

- a gyarto értékelési elbirdsai ill. a pozitivitdsi kritériumok
nem elég pontosak - pl., hogy a genetikai alterdcidk a fumo-
ros fenotipusu sejtekben vizsgdlandok, hiszen az UroVysion
éppen abban nydjt tobbet, hogy a citoldgiailag hem észlel-
hetd, de mdr a daganat kritériumainak megfelel6 genetikai
elvdltozdsokat hordozé sejteket is azonositani tudja

- csokkenteni lehet az értékelhetetlen vagy dlnegativ kenetek
aranyat, ha mind a reggeli elsé vizeletbél, mind forszirozott
folyadékbevitel utani vizeletmintdbdl elvégezziik a tesztet

- hagy a teszt emberi-eréforrds igénye - rutin alkalmazdsa
csak automatizdlt kiértékelési rendszerekkel érné meg



‘Targeting

- Még a citoldgidndl is

félrevezétHEteBigbntarget defiricié a
DAPI fluoreszcens morfoldgid-

- id6igényes  gpiil, azonban az iirifett
vizeletre gyakran jellemzé:

Degenerativ elvaltozdsok

Eléfordulnak . laphdm- * illetve
gyulladdsos sejtek

A genotipus aberrdcioi nem
mindig manifeszdléddnak azormal
feno’rlpusosan

Gabor Pgjor, CYTO2011, Baltimore




"Single cell investigation of neoplasms,
consecutively by Chromogen
Immunophenotyping and Fluorescence
Interphase-cytogenetics” - (SCIFI)

*
& K7 pozitiv sejtek
automatizalt azonositasa,

&£ o o *
és szelekcioja

4. Az immun-
pozitiv sejtek
Immunhisztokémia: relokalizdlasa majd

Cytokerati n—7, (CK-7) UroVyg)_ﬁl—('gydr' +4 kiértékelése
kromogén

: W utasitdsai szerint)
immunfenotipizalas

* Metaferd, Metacyte, Metasystems
Germany



Pajor 6. et al.

Increased Efficiency
of Detecting
Genetically Aberrant
Cells by UroVysion
Test on Voided
Urine Specimens
Using Automated
Immunophenotypical
Preselection of

Uroepithelial Cells.

Cytomelry A
2008.73:259




Analitikai hatékonysdg....

Fenotipizalas- CK-7 sejtek Genotipizdlas - sejtek manudlis
automatizalt szortirozasa kiértékelése

ZF Metaferd - MetaCyte
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Konszekutiv Feno- és Genotipizalas (‘targeted-Urovysion')

UCC észlelése:
Sensitivity: 94,8%
Specificity: 99,8%
Accuracy: 97.3%

Gabor Pgjor, CYTO2011, Baltimore



UroVysion:
Hazai vizsgalatok
és tapasztalatok

Jelenlegi eredmeények:

- targeted-UroVysion

- a gydri pozitivitdsi kri-
tériumok 6sszevetése a
pozitivitds statisztikai
alapu eldontésével

Gabor Pajor, Laszlo Somogyi, Bela
Melegh, Donat Alpar, Laszlo Farkas,
Maria Kneif, Daniel Bollmann, Laszlo
Pajor, Norbert Sule:

UroVysion: considerations on
modifying current evaluation scheme,
including immunophenotypic targeting
and locally set statistically derived
diagnostic criteria.

Cytometry A. 2011 May:79(5):375

Cytoprep.

(cytologic preparation

o

Urovysion -alone

from voided urine) \

targeted-Urovysion

(applying CK-7 Immunophenotyping

and Urovysion resp.)

l Locating l
Targeting Cells
Manually, by DAPI Automated, by CK7
morphlology poslitivity

Evaluation of FISH
signal pattern

Positive Cell Definition was set comprehensively according to

Manufacturer’s Instruction

Interpretations of
FISH results

/

Evaluation by
Preset Absolute
numbers(1/a)

/ According to
Manufacturer’s
Instructions /

/ According to FP + 2SD

N\

Statistical
Evaluation(1/b)

Evaluation by
Preset Absolute

N\

Statistical
Evaluation(2/b)

numbers(2/a)

/ According to
rule and determined

sufficient sample size/ Instructions /

Manufacturer’s

/ According to FP +2SD
rule and determined
sufficient sample size/



UroVysion: Hazai vizsgalatok és tapasztalatok
e Jelenlegi eredmények:

targeted-UroVysion: a szenzitivitds jelentdsen javul a pTa-ban

FISH
Cytology Urovysion-alone targeted-Urovysion
Conventional Statistical Conventional Statistical
Evaluation (1/a) Evaluation (1/b) Evaluation (2/a) Evaluation (2/b)
pTa 27% (JH15) ( 71%’10/14) 57% (8/14) < 93%’14/15) 87% (13/15)
T1 71% (10/14) 85% (11/13) 77% (10/13) 100% (14/14) 86% (12/14)
mea;g’“’ 49% 73% 91%
T2 83% (5/6) 100% (6/6) 100% (6/6) 100% (6/6) 100% (6/6)

Gabor Pajor, Laszlo Somogyi, Bela Melegh, Donat Alpar, Laszlo Farkas, Maria Kneif, Daniel
Bolimann, Laszlo Pajor, Norbert Sule:

UroVysion: considerations on modifying current evaluation scheme, including immunophenotypic
targeting and locally set statistically derived diagnostic criteria.

Cytometry A. 2011 May:79(5):375-82.
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UroVysion: Hazai vizsgalatok és tapasztalatok
e Jelenlegi eredmények:

targeted-UroVysion: a szenzitivitds jelentdsen javul Low Grade

V4
tumoroknal
FISH
Cytology Urovysion-alone targeted-Urovysion
Conventional | Statistical Conventional | Statistical
Evaluation | Evaluation | mean Evaluation | Evaluation | mean of
(1/a) (1/b) ofl/a,b (2/a) (2/b) 2/ab
Specificity 86% (6/7) 71% (5/7) 100% (7/7) | 86% 100% (7/7) 100% (7/7) 100%
Sensitivity
L\-,.u 60% (21/35) | 85% (28/33) [ 76% (25/33) | 80% 97% (34/35) | 89% (31/33) 93%
Low Grade 70% 50% 60% J 91% 82%
High Grade 67% 90% 83% 100% 92% 96%
N’
Accuracy 64% (27/42) | 82% (33/40) | 80% 32/40) | 81% 08%(41/42) | 91%(38/42) 94%
Accuracy: 64% > 81% 4 94%




24. dia

1 itt azt lehetne elmondani, hogy bar mind a cytoldgianal, mind a sima Urovysionnél emelkedett a sensitivitas Low Gr-r6l High Gr-re, a kiilonbség

egyre kissebb lett ...( 46-67%); 60-87%); 86-96%)..a targeted-Urovysion estében alig rosszabb a Low grade mint a High Grade
_; 2011.08.30.



Overall survival

UroVysion: Hazai vizsgalatok és tapasztalatok
e Publikdlas elott dllo eredmények:

UVyScore: a poliszémia mértékének szemikvantitativ értékelése
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| -a UVyScore a daganat patoldgiai

stadiumanak és fokozatdanak
ismerete hidnydban is képes

a klinikai adatoktal (életkor,
nem, primer / recidiv daganat)
fliggetlen prognosztikai infor-
mdciot nydjtani

(fliggetlen prognosztikai faktor)

UvyScore group 34
UvyScore group 0-1-2



Overall survival

UroVysion: Hazai vizsgalatok és tapasztalatok
Publikdlas elott dllo eredmények:

A Her2 overexpresszio gyakori holyagrdkokban (sajdt anyagunk-
ban 26/72 - 36%), dm t6bbségében nem Her2 amplifikacié (8%),
hanem 17-es poliszomia dll a hdtterében.
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UroVysion: Hazai vizsgalatok és tapasztalatok

e Publikalas elott dallo eredmények:

A holyagtumorok Her2 stdtusz tekintetében (késdi genetikai tor-
ténés az amplifikacio, gyakori 17-es poliszomia, nagy intratumora-
lis heterogenitds, stb.) leginkabb a gyomorrakokhoz hasonlitanak.

Her2 FISH UroVysion

Her_Z IC‘ .

“ ) » - ‘\




UroVysion: Hazai vizsgalatok és tapasztalatok

Z Metaferd - MetaCyte
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