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DESCRIPCION

Metilacion de los promotores de MAL y de CADM1, marcador de diagnéstico molecular para canceres cervicales
invasivos inducidos por el VPH y sus lesiones precursoras de alto grado de malignidad

SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al sector de la prevencion del cancer y el diagnéstico médico; y se refiere a un
marcador de diagnéstico molecular para canceres invasivos inducidos por el virus del papiloma humano (VPH) y a
lesiones precursoras de alto grado de malignidad de los mismos, tales como cancer cervical invasivo y lesiones
cervicales premalignas. En particular, la presente invencion se refiere a la utilizacion de la secuencia genomica y
reguladora de MAL o los productos génicos de la misma como marcadores para lesiones premalignas inducidas por
VPHhr con potencial invasivo y canceres invasivos inducidos por VPHhr.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cancer del cuello uterino es el segundo cancer mas comin en mujeres a nivel mundial y es responsable de
aproximadamente 250.000 muertes por cancer al afio.

El desarrollo del carcinoma cervical de células escamosas se caracteriza por una secuencia de lesiones
premalignas, denominadas neoplasia intraepitelial cervical (NIC), que se clasifican de 1 a 3, refiriéndose a displasia
leve (NIC 1), displasia moderada (NIC 2) y displasia/carcinoma in situ grave (NIC 3), respectivamente. La NIC 1
también se refiere como lesion intraepitelial escamosa de bajo grado de malignidad (LSIL) y NIC2 y NIC 3 juntas
como lesion intraepitelial escamosa de alto grado de malignidad (HSIL). Para el adenoma cervical, el
adenocarcinoma in situ (ACIS) es una lesidon precursora establecida. En principio, estas lesiones premalignas son
reversibles, aunque cuanto mas grave es la lesion, menores son las posibilidades de regresion espontanea. El
cancer cervical es considerado como una enfermedad prevenible, ya que las fases premalignas se pueden detectar
mediante citologia exfoliativa y tratarse facilmente cuando sea necesario, con Unicamente efectos secundarios
menores. El cribado cervical esta dirigido al diagndstico precoz de lesiones cancerosas premalignas de alto grado de
malignidad (es decir, NIC 2/3 y adenocarcinoma in situ) y tratables, reduciendo, de este modo, la mortalidad del
cancer cervical invasivo. La practica médica general comprende el tratamiento de todas las mujeres con NIC 2, NIC
3 y adenocarcinoma in situ, confirmados morfolégicamente, a efectos de prevenir el desarrollo del cancer cervical.

Durante la Ultima década se ha establecido que la carcinogénesis cervical se inicia mediante una infeccion con el
virus del papiloma humano de alto riesgo (VPHhr). Se ha observado que la expresion de los oncogenes virales E6 y
E7, que alteran los mecanismos supresores de los tumores p53 y Rb, respectivamente, es esencial tanto para la
aparicién de la oncogénesis como para el mantenimiento de un fenotipo maligno. Por lo tanto, el andlisis del VPHhr
parecia una herramienta atractiva de cribado primario. Sin embargo, en concordancia con un proceso de
carcinogénesis de multiples etapas, se necesitan alteraciones adicionales en el genoma de la célula huésped para la
progresion de una célula infectada por VPHhr en una célula cancerosa invasiva. S6lo una pequefia proporcion de las
mujeres infectadas con VPH de alto riesgo desarrollaran lesiones cervicales premalignas de alto grado de
malignidad (NIC 2/3) y, si no se tratan, cancer cervical. En la mayoria de las mujeres con lesiones cervicales
premalignas las lesiones experimentan regresion de manera espontanea. De las mujeres que participan en el
cribado basado en la poblacion, aproximadamente el 5-6% presentan un analisis positivo en VPHhr (Bulkmans y
otros, Int J Cancer 2004,110: 94-101). Sin embargo, solo, como méaximo, el 20% de ellas (el 1% de las mujeres
participantes) presentan =NIC 2/3. Por lo tanto, el cribado primario mediante el analisis de VPHhr estara
acompafiado de un numero sustancial de procedimientos de seguimiento redundantes y una ansiedad innecesaria
entre las mujeres, a menos que se puedan aplicar marcadores a los frotis cervicales que permitan la estratificacion
de mujeres que dieron positivo en VPHhr para el riesgo de =NIC 2/3 y =adenocarcinoma in situ.

El objetivo principal es reducir el porcentaje de mujeres que dieron positivo en el andlisis con respecto a aquellas
que presentan lesiones clinicamente significativas. Un modo es utilizar la citologia como un andlisis secundario
(denominado triaje) para las mujeres que dieron positivo en VPHhr. Aln asi, esto deja un nimero sustancial de
mujeres que dieron positivo en VPHhr con citologia normal (3,5% de las mujeres en la poblacion del cribado), de las
cuales el 10% presentan o adquieren =NIC 3. Ademas, la citologia no es una opcién para muestras cervicovaginales
tomadas por el propio individuo en casa, ya que éstas no son representativas del estado citolégico del cuello uterino
(Brink y otros, 2006, J. Clin. Microbiol. 44:2518-2523). Por lo tanto, existe la necesidad de herramientas de triaje
complementarias o alternativas para estratificar mujeres que dieron positivo en VPHhr en aquellas con y sin =NIC 2/3
y =adenocarcinoma in situ.

El documento WO 2004/087962 da a conocer un método de deteccion de la metilacion del promotor de CADM1 en
lesiones cervicales premalignas y malignas. El documento WO 2007/007205 da a conocer un método de deteccion
de la metilacion del promotor de MAL en lesiones cervicales premalignas y malignas.
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CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

Los presentes inventores han desarrollado ahora un marcador de diagnéstico (molecular) basado en las alteraciones
de MAL, en particular un ARNm y expresion proteica de MAL reducidos, asi como la hipermetilacién del promotor de
MAL, para identificar lesiones precancerosas de alto grado de malignidad inducidas por el virus del papiloma
humano (VPH), tales como lesiones cervicales premalignas de cancer cervical invasivo, y lesiones precursoras
inducidas por el virus de papiloma humano (VPH) de alto riesgo de canceres no cervicales invasivos en material
celular obtenido a través de un raspado, lavado o mediante otro medio y/o tejido. En particular, el presente
documento se refiere a la utilizacion del gen de MAL (incluyendo su promotor) y los productos génicos del mismo,
como marcadores de lesiones premalignas de alto grado de malignidad inducidas por VPH, que permiten la
deteccién precoz y una mejor opcién de tratamiento para el paciente individual.

De manera sorprendente, se ha descubierto ahora que el gen que codifica la proteina asociada a la maduracién de
linfocitos T, también conocida como proteina de diferenciacion de células T (también referida como MAL; Acceso del
Banco de genes NM_002371) esta implicado como gen supresor de tumores en la carcinogénesis cervical, y que un
nivel bajo de expresion del gen MAL, causado principalmente por la metilacion del promotor de MAL, es un factor
determinante importante de la carcinogénesis cervical. De este modo, las secuencias genémicas y reguladoras de
MAL vy los productos génicos de las mismas proporcionan marcadores valiosos para diagnosticar el cancer cervical
invasivo y las lesiones precursoras de alto grado de malignidad del mismo. De manera particular, cuando se
combina con el andlisis de metilacion de CADM1 (Identificacién del Banco de genes NM 014333.3), se consigue una
sensibilidad elevada para el cancer cervical invasivo y las lesiones precursoras de alto grado de malignidad del
mismo, que supera a la hallada con una citologia cervical. De manera adicional, el presente documento es adecuado
para diagnosticar los canceres invasivos asociados con VPHhr no cervicales y sus lesiones precursoras de alto
grado de malignidad.

El cancer cervical esta casi exclusivamente asociado con la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH). Los
virus del papiloma humano constituyen un grupo de més de 100 tipos de virus identificados por las variaciones en la
secuencia de ADN. Los diversos VPH causan una variedad de enfermedades cutaneas y de las mucosas. Los VPH
se clasifican de manera amplia en tipos de bajo riesgo y alto riesgo, en base a su capacidad de inducir cambios
malignos en células infectadas. Los tipos de bajo riesgo de VPH, tales como 1, 2, 4, 6, 11, 13 y 32 estan asociados
principalmente con lesiones benignas o verrugas comunes, mientras que los tipos de alto riesgo, tales como 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, y 68 estan principalmente asociados con lesiones epiteliales premalignas o
malignas. Estos tipos de alto riesgo de VPH causan crecimientos que normalmente son lisos y casi invisibles, en
comparacion con las verrugas causadas por los tipos de bajo riesgo, por ejemplo, VPH-6 y VPH-11. Se ha
descubierto que los tipos de alto riesgo de VPH causan un carcinoma invasivo del cuello uterino, asi como un
carcinoma invasivo en cualquier otra parte del tracto anogenital y/o la region de la cabeza y cuello. Por lo tanto, el
presente documento no sélo es adecuado para detectar el cancer cervical invasivo y las fases precursoras del
mismo asociadas con la proteina asociada con la maduracion de linfocitos T (MAL), sino que también otros canceres
invasivos y las correspondientes fases precursoras que son inducidas por el VPH, en particular del tipo de alto
riesgo. De este modo, el presente documento da a conocer un método para la valoracién del riesgo de cualquier
lesién premaligna de alto grado de malignidad inducida por VPH o cancer invasivo.

Por consiguiente, la presente invencion da a conocer métodos tal como se define en la reivindicacion 1.

Las lesiones precursoras inducidas por VPH y canceres invasivos muy adecuados en el contexto del presente
documento son lesiones precancerosas cervicales y canceres cervicales invasivos, pero también lesiones
precursoras y canceres invasivos inducidos por VPH de alto riesgo en otros tejidos, tales como la cavidad oral,
orofaringe, ano, recto, pene, vulva, vagina, etc.

Una célula de prueba puede ser una célula (pre)neoplasica, una célula cervical proliferante o cualquier otra célula,
en las que se detectara la presencia de una lesion precursora inducida por VPH con potencial invasivo y un cancer
invasivo inducido por VPH asociado con la proteina asociada a la maduracién de linfocitos T (MAL).

El presente documento también da a conocer métodos de detecciéon de una lesion precursora inducida por VPH con
potencial invasivo o un cancer invasivo inducido por VPH asociado con la proteina asociada a la maduracion de
linfocitos T (MAL) en un individuo con necesidad del mismo, comprendiendo dicho método poner en contacto un
componente celular diana de una célula de prueba con un reactivo que detecta MAL y detectar una alteracion en
MAL en comparacion con la de una célula normal comparable, de manera preferente, en dicha deteccion se
determina una metilacion incrementada del promotor de MAL y secuencias intrénicas ricas en CpG en la célula de
prueba y/o una produccion reducida de MAL en las célula de prueba en comparacién con la célula normal
comparable.

En otro aspecto, el presente documento se refiere a la utilizacion de marcadores moleculares de diagnostico, tal
como se define en la reivindicacién 13, para la deteccion de una lesion precursora de alto grado de malignidad
inducida por VPH y un cancer invasivo inducido por VPH asociada con la proteina asociada a la maduracion de
linfocitos T (MAL), en la que dicho marcador indica la metilacion del promotor de MAL y/o la expresién de ARNm
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asociado con la produccion del polipéptido MAL. Mediante dicha utilizacion, se puede predecir la presencia de una
lesién precancerosa de alto grado de malignidad o un cancer invasivo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra la region reguladora 5’ de MAL, la secuencia codificante, la parte rica en CpG de la primera
secuencia intrénica y las secuencias 3’ no codificantes transcritas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

"Expresion" se refiere a la transcripcion de un gen en ARN estructural (ARNr, ARNt) o ARN mensajero (ARNm) vy, si
es aplicable, la posterior traduccion en un polipéptido o una proteina.

El término “cancer invasivo inducido por VPH" se refiere a un carcinoma inducido por VPH de alto riesgo, el cual
invade el tejido circundante. Esto incluye todos los histotipos de carcinoma inducido por VPH, es decir, carcinomas
de células escamosas, adenocarcinomas, carcinomas adenoescamosos y carcinomas neuroendocrinos en érganos
relevantes, tales como el cuello del Gtero, la cavidad oral, la orofaringe, el ano, el recto, el pene, la vulva, la vagina,
etc.

El término "cancer cervical invasivo” se refiere a un carcinoma cervical que invade el tejido circundante. Esto incluye
todos los histotipos de carcinoma, es decir, carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas, carcinomas de
células adenoescamosas y carcinomas neuroendocrinos

Los términos "lesién premaligna” y "lesion precursora” se refieren a una fase en la evolucién celular con mdltiples
etapas hacia el cancer con una posibilidad fuertemente incrementada de progresar hacia un carcinoma. Con la
morfologia clasica, el patélogo es incapaz de predecir en el individuo cudl de estas lesiones progresara o
experimentara regresion. La presente patente se refiere a un método que puede predecir un cancer invasivo o una
lesién precursora de alto grado de malignidad del mismo.

El término "lesion cervical premaligna de alto grado de malignidad” se refiere a una fase en la evolucion celular con
multiples etapas hacia el cancer cervical con una posibilidad fuertemente incrementada de progresar hacia un
carcinoma cervical. El término "capaz de hibridarse de manera especifica a" se refiere a una secuencia de acidos
nucleicos capaz de emparejarse con bases especificas con una secuencia de acidos nucleicos complementaria y
unirse a la misma para formar una doble cadena de acidos nucleicos.

Un "complemento” o "secuencia complementaria” es una secuencia de nuclettidos que forma una doble cadena
unida por hidrégeno con otra secuencia de nuclettidos segin las reglas de emparejamiento de bases de
Watson-Crick. Por ejemplo, la secuencia de bases complementarias para 5'-AAGGCT-3' es 3-TTCCGA-5'.

El término "condiciones de hibridacion rigurosas” se refiere a condiciones de hibridacion que afectan a la estabilidad
de los hibridos, por ejemplo, temperatura, concentracién de sales, pH, concentracién de formamida y similares.
Estas condiciones se optimizan de manera empirica para maximizar la unién especifica y minimizar la unién no
especifica del cebador o la sonda a su secuencia de acidos nucleicos diana. Los términos, tal como se utilizan,
incluyen la referencia a condiciones bajo las cuales una sonda o un cebador se hibridara a su secuencia diana hasta
una grado superior de manera detectable en comparacion con otras secuencias (por ejemplo, como minimo, dos
veces sobre la linea base). Las condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y seran diferentes en
circunstancias diferentes Las secuencias mas largas se hibridan de manera especifica a temperaturas mas
elevadas. En general, se seleccionan condiciones rigurosas que sean aproximadamente 5°C por debajo del punto de
fusién térmico (Ty) para la secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. La Tt es la temperatura (a una
fuerza ionica y pH definidos) a la que el 50% de la secuencia diana complementaria se hibrida a una sonda o
cebador perfectamente emparejado. De manera habitual, las condiciones rigurosas seran aquellas en las que la
concentracion de sales es inferior a aproximadamente 1,0 M de ion Na, habitualmente aproximadamente una
concentracion de 0,01 a 1,0 M de ion Na (u otras sales) a pH de 7,0 a 8,3 y la temperatura es, como minimo,
aproximadamente 30T para sondas o cebadores cortos (por ejemplo, de 10 a 50 nucle6tidos) y, como minimo,
aproximadamente 60T para sondas o cebadores largos (por ejemplo, superiores a 50 nuclettidos). Las condiciones
rigurosas también se pueden conseguir con la adicion de agentes desestabilizantes, tales como formamida. Entre las
condiciones de baja rigurosidad o “condiciones de rigurosidad reducida” de ejemplo se incluyen la hibridaciéon con
una solucion tampén de formamida al 30%, NaCl 1M, SDS al 1% a 37°C y un lavado en 2 x SSC a 40°C. Entre las
condiciones de rigurosidad elevada de ejemplo se incluyen la hibridacion en formamida al 50%, NaCl 1 M, SDS al
1% a 37°C y un lavado en 0,1 x SSC a 40°C. Los procedimientos de hibridacion son bien conocidos en la técnica y
se describen, por ejemplo, en Ausubel y otros, Current Protocols in Molecular Biology (“Protocolos actuales en
biologia molecular”), John Wiley & Sons Inc., 1994.

El término "oligonucledtido” se refiere a una secuencia corta de monémeros de nucleétidos (normalmente de 6 a 100

nucleétidos) unidos por enlaces de fosforo (por ejemplo, fosfodiéster, alquil y aril fosfato, fosforotioato) o enlaces que
no son de fosforo (por ejemplo, péptido, sulfamato y otros). Un oligonucleétido puede contener nucledtidos
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modificados que tienen bases modificadas (por ejemplo, 5-metil citosina) y grupos azucar modificados (por ejemplo,
2'-O-metil ribosilo, 2'-O-metoxietil ribosilo, 2'-fluoro ribosilo, 2’-amino ribosilo, y similares). Los oligonucleétidos
pueden ser moléculas naturales o sintéticas de ADN de cadena doble y sencilla y ARN de cadena doble y sencilla
con formas circular, ramificada o lineal y, de manera opcional, incluyendo dominios capaces de formar estructuras
secundarias estables (por ejemplo, las estructuras tallo y bucle y bucle-tallo-bucle).

El término "cebador”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un oligonucleétido que es capaz de
hibridarse (“annealing”) a la diana de amplificacion permitiendo que se una una ADN polimerasa, sirviendo, de este
modo, como punto de inicio de la sintesis de ADN cuando se encuentra bajo condiciones en las que se induce la
sintesis del producto de extension del cebador que es complementario de una cadena de &cidos nucleicos, es decir,
en presencia de nucleétidos y un agente para la polimerizacion, tal como ADN polimerasa, y a una temperatura y pH
adecuados. El cebador (amplificacion) es, de manera preferente, de cadena sencilla para una eficacia maxima en la
amplificacion. De manera preferente, el cebador es un oligodesoxirribonucletdtido. El cebador debe ser
suficientemente largo para cebar la sintesis de los productos de extension en presencia del agente para la
polimerizaciéon. Las longitudes exactas de los cebadores dependeran de muchos factores, que incluyen la
temperatura y el origen del cebador. Los términos una “pareja de cebadores bidireccionales”, tal como se utiliza en el
presente documento, se refiere a un cebador directo y a un cebador inverso, tal como se utiliza habitualmente en el
sector de la amplificacion de ADN, tal como en la amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

El término "sonda" se refiere a una secuencia de oligonucleétidos de cadena sencilla que reconocera y formara una
doble cadena unida por hidrégeno con una secuencia complementaria en un analito con secuencias de acidos
nucleicos diana o su derivado de ADNCc.

El gen de MAL (proteina asociada a la maduracién de linfocitos T) (Acceso del Banco de genes NM_002371) ha sido
identificado originalmente como un gen expresado de manera diferencial durante el desarrollo de células T (Alonso y
Weisman 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 1997-2001). MAL se codifica como una proteina de membrana
integral de 17 kDa y es un componente de los microdominios o balsas de membrana enriquecidos en glicolipidos
(Kim y otros 1995, J. Neurosci. Res., 42, 413-422). MAL tiene una funcidon esencial como componente de la
magquinaria proteica para el transporte atipico de proteinas de membrana y secretoras en células epiteliales
polarizadas (Cheong y otros, 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 6241-6248).

Se ha detectado la expresion de MAL reducida en un conjunto diverso de canceres humanos, que incluyen el cancer
de esdéfago, gastrico y colorrectal (Mimori y otros, 2003, Oncogene, 22, 3463-3471; Mimori 2007 y otros, Ann. Surg.
Oncol.,14, 1670-1677)

En el cancer colorrectal, la regulacién por descenso de MAL se ha asociado con la hipermetilacion del promotor
(Mori y otros, 2006, Gastroenterology, 131, 797-808; Lind y otros, 2007 Gastroenterology, 132, 1631-1632).

El papel funcional de MAL actuando como gen supresor de tumores se demostré mediante la reexpresion del gen de
MAL en células de cancer de eso6fago, dando lugar a supresion de la motilidad, invasion y tumorigenicidad, a la vez
que se aumenta la apoptosis (Mimori y otros, 2003, Oncogene, 22, 3463-3471).

Los presentes inventores han establecido ahora que las alteraciones en MAL, incluyendo la metilacion del promotor
de MAL y la expresiéon reducida de MAL, es un suceso frecuente en carcinomas cervicales de histotipos del
carcinoma de células escamosas, carcinoma adenoescamoso, adenocarcinoma y carcinoma neuroendocrino, y sus
lesiones precursoras de alto grado de malignidad. Los estudios in vitro revelaron una implicacion funcional de la
inactivacion de MAL en el desarrollo del cancer cervical, ya que la sobreexpresion de MAL en células de la linea
celular de cancer cervical SiHa que contiene VPH 16 reducia la proliferacion y suprimia el crecimiento independiente
del anclaje. De forma mas destacada, los presentes inventores han demostrado que no sélo la hipermetilacion del
promotor de MAL, sino que, de manera destacada, la expresion reducida del ARNm se puede detectar en muestras
de raspado cervical y predecir la presencia de una lesion de NIC de alto grado de malignidad o carcinoma invasivo.
Ademas, la metilacién del promotor de MAL se podia detectar en muestras cervicovaginales recogidas por el propio
individuo y se observo que estaban asociadas con la presencia de una lesion de NIC de alto grado de malignidad o
cancer cervical invasivo subyacentes.

De manera destacada, mediante la combinacion del andlisis de la metilacion de MAL con sélo una regién promotora
recientemente seleccionada de CADML1 (ldentificacion del Banco de genes NM_014333.3), se consigue una
sensibilidad elevada para = NIC 2 que supera la de la citologia. Ademas, a diferencia de la citologia, el analisis de
metilacion para ambos genes también se puede realizar de manera satisfactoria en muestras cervicales, vaginales y
vulvares tomadas por el propio individuo.

Estos resultados indican que la deteccion de la metilacion del promotor de MAL, ya sea 0 no en combinacion con
una expresion reducida de MAL o la metilacion del promotor de CADM1, en raspados cervicales y muestras
cervicovaginales tomadas por el propio individuo, pueden predecir una enfermedad de NIC de alto grado de
malignidad o cancer cervical.
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Por consiguiente, la presente invencion da a conocer métodos, tal como se define en la reivindicacién 1, de
deteccidn de lesiones precancerosas de alto grado de malignidad inducidas por CPH y canceres invasivos inducidos
por VPH asociados con la proteina asociada a la maduracion de linfocitos T (MAL) en un individuo con necesidad de
los mismos, o indicativo de los mismos, comprendiendo dicho método poner en contacto un componente celular de
una célula de prueba del individuo con un reactivo que detecta el nivel del componente celular en la célula de prueba
y determinar una modificacion en el nivel del componente celular en la célula de prueba en comparacién con una
célula sana comparable, en el que el componente celular indica el nivel de MAL en la célula y la modificacién indica
la presencia de lesiones precursoras inducidas por VPH con potencial invasivo y canceres invasivos inducidos por
VPH.

La célula de prueba del individuo puede comprender una célula de una muestra de células de las mucosas, tales
como células cervicales, y también otros tejidos, tales como la cavidad oral, orofaringe, pene, vulva, ano, recto y
otros tejidos, en la que se detectara una lesion precursora o cancer asociado con VPH. Todas estas muestras se
pueden utilizar como muestra en un método del presente documento. Una muestra de una célula del paciente para
utilizar en el método de la presente invencion comprende células cervicales como células de prueba. Las células
cervicales se pueden presentar, por ejemplo, como una muestra histologica o citolégica. Las muestras citoldgicas
comprenden raspados cervicales convencionales, asi como preparaciones en capa fina de muestras cervicales y
muestras cervicovaginales o vaginales recogidas por el propio individuo.

Un método de la presente invencién es particularmente adecuado para la deteccion de lesiones precancerosas
cervicales de alto grado de malignidad y canceres invasivos asociados con la proteina de maduracion de linfocitos T
(MAL) que son inducidos por VPH de alto riesgo. Por consiguiente, se puede relacionar un método de deteccion de
lesiones precancerosas de alto grado de malignidad inducidas por VPH y canceres invasivos inducidos por VPH
asociados con la proteina asociada a la maduracion de linfocitos T (MAL) con la medicion de la expresion de MAL,
tal como en forma de medicion de los transcritos del gen de MAL y/o las proteinas posteriores traducidas a partir de
dichos transcritos. Ademas, un método de deteccion de lesiones precancerosas de alto grado de malignidad
inducidas por VPH con potencial invasivo y canceres invasivos inducidos por VPH puede comprender medir la
metilacion del promotor de MAL como una indicacion de la capacidad de expresion de MAL y/o la capacidad de
produccion de la proteina MAL.

La figura 1 muestra la region promotora rica en CpG y la primera secuencia intrénica rica en CpG del gen de MAL,
asi como la secuencia codificante y la secuencia 3’ no codificante transcrita. La metilacién de las secuencias ricas en
CpG, en particular en la regidon promotora, dara lugar a una transcripcién disminuida de manera brusca o incluso el
blogueo completo de la transcripcion. Por lo tanto, la region promotora dispone una secuencia marcadora positiva
para la potencial expresion de este gen. De manera alternativa, la expresion del gen MAL se puede detectar
mediante la medicion de los transcritos génicos. Como tal, la region de codificacién para la proteina MAL en este gen
proporciona una secuencia marcadora para deteccion de transcritos del gen. En adn otra alternativa, la expresion del
gen MAL se puede detectar mediante la medicion directa de la proteina MAL.

De este modo, el componente celular de prueba puede ser un acido nucleico, tal como ADN o ARN, de manera
preferente ARNm, o proteina. Cuando el componente celular es una proteina, el reactivo es habitualmente un
anticuerpo contra MAL. Cuando el componente es un acido nucleico, el reactivo es habitualmente una sonda de
acidos nucleicos (ADN o ARN) o un cebador de acidos nucleicos (PCR). Mediante la utilizacién de dichas sondas o
cebadores, se pueden detectar, por ejemplo, productos de expresion génica, tales como ARNm. De manera
alternativa, cuando el componente es un &cido nucleico, el reactivo también puede ser una endonucleasa de
restriccion, de manera preferente una endonucleasa de restriccion sensible a la metilacion para la deteccion de la
presencia de grupos metilo en el &cido nucleico de la célula de prueba, de manera preferente, siendo entonces dicho
acido nucleico de la célula de prueba ADN.

El componente celular de prueba se puede detectar de manera directa in situ o se puede aislar a partir de otros
componentes celulares mediante métodos habituales conocidos por los expertos en la materia antes de contactar
con el reactivo (véase, por ejemplo, "Current Protocols in Molecular Biology" (“Protocolos actuales en biologia
molecular”), Ausubel y otros 1995. 42 edicion, John Wiley and Sons; "A Laboratory Guide to RNA: Isolation, analysis,
and synthesis" (“Una guia de laboratorio para el ARN: aislamiento, andlisis y sintesis”), Krieg (ed.), 1996, Wiley-Liss;
"Molecular Cloning: A laboratory manual” (“Clonaciéon molecular: un manual de laboratorio”), J. Sambrook, E.F.
Fritsch. 1989. 3 Volimenes, 22 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press).

Los métodos de deteccion incluyen andlisis, tales como andlisis de transferencia Southern y Northern, proteccion de
ARNasa, inmunoensayos, hibridaciéon in situ, PCR (Mullis 1987, patente de Estados Unidos No. 4.683.195,
4.683.202, y 4.800.159), LCR (Barany 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 189-193; solicitud de patente europea
No., 320.308), 3SR (Guatelli y otros, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874-1878), SDA (patente de Estados
Unidos Nos. 5.270.184 y 5.455.166), TAS (Kwoh y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173-1177), Q-Beta
Replicasa (Lizardi y otros, 1988, Bio/Technology 6:1197), Rolling Circle Amplication (“Amplificacién por circulo
rodante”) (RCA) u otros métodos para la amplificacion de ADN. En un método alternativo, el ARN se puede detectar
mediante métodos, tales como NASBA (L. Malek y otros, 1994, Meth. Molec. Biol. 28, Ch. 36, Isaac PG, ed.,
Humana Press, Inc., Totowa, N.J.) o TMA.
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Las sondas, cebadores y anticuerpos de &cidos nucleicos se pueden marcar, de manera detectable, por ejemplo,
con un is6topo radioactivo, un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, un compuesto
quimioluminiscente, un quelante metdlico, una enzima o una estructura de union biolégicamente relevante, tal como
biotina o digoxigenina. Los expertos en la materia conoceran otros marcadores adecuados para la union a los
reactivos o seran capaces de determinarlos utilizando experimentacién de rutina.

Entre otros métodos para la deteccién se incluyen andlisis, tales como los que se puedan realizar con chips
(“arrays”) de &cidos nucleicos (véase, entre otros, Chee y otros, 1996, Science 274 (5287): 610-614). Por ejemplo,
se pueden utilizar chips de ADN para la deteccion de acidos nucleicos, segun la presente invencion. Dichos chips
comprenden oligonucledtidos con secuencias capaces de hibridarse en condiciones rigurosas al componente celular
con el acido nucleico del que se detecta el nivel en un método de la presente invencion.

Dado que el presente documento muestra que un nivel disminuido de transcripcién de MAL es a menudo el resultado
de la hipermetilacién del gen MAL, a menudo resulta deseable determinar de manera directa si el gen MAL esta
hipermetilado. En particular, las areas ricas en citosina denominadas ‘“islas de CpG”, que estan situadas
principalmente en las regiones reguladoras 5 de los genes, normalmente no estdn metiladas. El término
"hipermetilacién” incluye cualquier metilacion de citosina en una posicion que normalmente no esta metilada en la
secuencia del gen MAL (por ejemplo, el promotor de MAL, primer exén y primera secuencia intronica, véase la figura
1). La hipermetilacién se puede detectar, por ejemplo, mediante el tratamiento con endonucleasas de restriccion del
polinucleétido (gen) MAL y andlisis de transferencia Southern. Por lo tanto, en un método de la invencion, es
preferente el analisis con endonucleasas de restriccion para detectar la hipermetilacion del gen MAL. Se puede
utilizar cualquier endonucleasa de restriccion que incluya CG como parte de su sitio de reconocimiento y que se
inhiba cuando la C estd metilada. Las endonucleasas de restriccion sensibles a la metilacion, tales como BssHiI,
Mspl, Notl o Hpall, utilizadas solas o combinadas, son ejemplos de dichas endonucleasas. Otras endonucleasas de
restriccion sensibles a la metilacion seran conocidas por los expertos en la materia.

Otros métodos para la deteccion de la hipermetilacion del promotor de MAL implican la modificacion con disulfito del
ADN, en la que las citosinas no metiladas se convierten en un uracilo, mientras que las citosinas metiladas estan
protegidas de la modificacion quimica. La amplificacion por PCR y secuenciacién posteriores revelaran si las
citosinas en las islas de CpG se mantienen en el caso de la metilacion o son sustituidas por un uracilo en el caso de
un estado no metilado. Otro método implica el tratamiento de un producto amplificado por PCR generado a partir de
ADN madificado con disulfito con una endonucleasa de restriccion que incluye CG como parte de su sitio de
reconocimiento.

Un medio alternativo para analizar las secuencias metiladas es la PCR especifica de metilacion, la cual también se
basa en la modificacion con disulfito del ADN, seguido de reacciones especificas de PCR que reconocen secuencias
ricas en CpG.

Para los objetivos del presente documento, se puede utilizar un anticuerpo (es decir, un anticuerpo contra MAL) o
una sonda de &cidos nucleicos especifica para MAL para detectar la presencia del polipéptido MAL (utilizando el
anticuerpo) o el polinucleétido MAL (utilizando la sonda de acidos nucleicos) en fluidos biol6gicos o tejidos. Los
cebadores de oligonucleétidos basados en cualquier region de secuencia codificante y cualquier region de secuencia
reguladora en la secuencia de MAL son Utiles para amplificar ADN, por ejemplo, mediante PCR.

Cuando se utilizan cebadores de PCR, sondas de acidos nucleicos o endonucleasas de restriccion, se analizan la
region 5’ reguladora, la primera secuencia intrénica y la secuencia codificante de la secuencia de MAL (tal como se
especifica en la figura 1).

Se puede utilizar cualquier muestra que contenga una cantidad detectable de polinucleétido MAL o antigeno de
polipéptido MAL. El acido nucleico también se puede analizar mediante métodos in situ de ARN que son conocidos
por los expertos en la materia, tales como la hibridacion in situ. Entre las muestras preferentes para el analisis,
segun los métodos de la presente invencion, se incluyen muestras, tales como raspados (cervicales o vaginales),
lavados o frotis cervicovaginal, y/o biopsias (cervicales) y similares. Aunque el individuo puede ser cualquier
mamifero, de manera preferente, el individuo es un ser humano.

Los métodos dados a conocer pueden utilizar anticuerpos inmunorreactivos con el polipéptido MAL, la secuencia de
aminoacidos prevista del cual esta disponible como el Acceso del Banco de genes No. NP_002362.1, y 3 transcritos
alternativos NP_071883.1, NP_071884.1, NP_071885.1, o fragmentos inmunorreactivos de los mismos. Se puede
utilizar un anticuerpo que consiste, de manera esencial, en anticuerpos monoclonales agrupados con diferentes
especificidades epitopicas, asi como preparaciones de anticuerpos monoclonales distintos. Los anticuerpos
monoclonales se producen a partir de fragmentos de la proteina que contienen el antigeno mediante procedimientos
bien conocidos por los expertos en la materia (Kohler, y otros, Nature, 256: 495,1975).

El término anticuerpo, tal como se utiliza en el presente documento, significa que incluye moléculas intactas, asi
como fragmentos de las mismas, tales como Fab y F(ab’)2, que son capaces de unirse a un determinante epitépico
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en MAL. El anticuerpo, tal como se utiliza en el presente documento, también se referira a otras moléculas proteicas
0 no proteicas con especificidad de unién a antigeno, tales como minianticuerpos, peptidomiméticos, antialcalinos,
etc.

Se pueden utilizar anticuerpos monoclonales en los métodos de diagnéstico dados a conocer, por ejemplo, en
inmunoensayos en los que se pueden utilizar en fase liquida o unidos a un portador en fase sélida. Ademas, los
anticuerpos monoclonales en estos inmunoensayos se pueden marcar de forma detectable de varias maneras. Entre
los ejemplos de tipos de inmunoensayos que pueden utilizar anticuerpos monoclonales de la presente invencion se
encuentran inmunoensayos competitivos y no competitivos en un formato directo o indirecto. Entre los ejemplos de
dichos inmunoensayos se encuentran el radioinmunoensayo (RIA) y en el ensayo en sandwich (inmunométrico). La
deteccioén de los antigenos utilizando anticuerpos monoclonales de la presente invencion se puede realizar utilizando
inmunoensayos que se desarrollan en los modos directo, inverso o simultaneo, incluyendo ensayos
inmunohistoquimicos o inmunocitoquimicos en las muestras fisiolégicas. Los expertos en la materia conoceran, o
podran discernir facilmente, otros formatos de inmunoensayo sin una gran experimentacion.

Los anticuerpos monoclonales pueden estar unidos a muchos portadores diferentes y pueden utilizarse para detectar
la presencia de MAL. Entre los ejemplos de portadores bien conocidos se incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno,
polietileno, dextrano, nylon, amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas y magnetita. La
naturaleza del portador puede ser soluble o insoluble para los objetivos de la presente invencion. Los expertos en la
materia conoceran otros portadores adecuados para unirse a anticuerpos monoclonales o seran capaces de
determinar los mismos utilizando experimentacion de rutina.

En la realizacion de los ensayos puede ser deseable incluir ciertos “bloqueadores” en el medio de incubacion
(normalmente se afiaden con el anticuerpo soluble marcado). Los “bloqueadores” se afiaden para asegurar que las
proteinas, proteasas o inmunoglobulinas antiheterofilicas no especificas a las inmunoglobulinas contra MAL
presentes en la muestra experimental no se reticulen o destruyan los anticuerpos en el soporte en fase sélida, o el
anticuerpo indicador marcado radioactivamente, produciendo resultados falsos positivos o falsos negativos. Por lo
tanto, la seleccion de “bloqueadores” puede aumentar sustancialmente la especificidad de los ensayos descritos en
la presente invencion. Como “bloqueadores” se puede utilizar un conjunto de anticuerpos no relevantes (es decir, no
especificos) de la misma clase o subclase (isotipo) que los utilizados en los ensayos (por ejemplo, IgGl, 1I9G2a, IgM,
etc.). La concentracion de los “bloqueadores” (normalmente 1-100 pg/upl) puede ser importante, a efectos de
mantener la sensibilidad correcta, a la vez que inhibiendo cualquier interferencia no deseada por proteinas que
mutuamente reaccionan de forma natural y cruzada en la muestra.

Entre los métodos de diagnodstico para la deteccion de la produccién de MAL, la expresion del gen MAL o los
trastornos en los mismos, se incluyen métodos en los que se dispone una muestra para el analisis, cuya muestra
comprende una preparacion celular de tejido cervical u otro tejido. De manera preferente, dichas muestras se
disponen como raspados u otras muestras citolégicas.

De manera adecuada, se trata previamente una muestra de células o tejido obtenida de un mamifero, de manera
preferente un ser humano, para permitir el contacto entre un componente celular diana de una célula de prueba
comprendida en dicha muestra con un reactivo que detecta MAL y la detecciéon de la reduccion en el MAL en
comparacion con el de una célula normal comparable. Las muestras se pueden montar en un soporte adecuado para
permitir la observacion de células individuales. Entre los ejemplos de materiales de soporte conocidos se incluyen
vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, policarbonato, poliuretano, dispuestos, de manera opcional, en capas
para mejorar la adhesion celular y la inmovilizacion de la muestra, tales como capas de poli-L-lisina o silano. Los
raspados o biopsias cervicales se pueden preparar, por ejemplo, para la prueba de Papanicolaou (Pap) o cualquier
modificacion adecuada de la misma conocida por el experto en la materia, y se pueden fijar mediante procedimientos
que permiten el acceso adecuado del reactivo al componente diana. En ciertas realizaciones de la presente
invencion, las muestras citolégicas se disponen como muestras de raspado convencionales o preparaciones en capa
fina de células cervicales o muestras de citologia de base liquida o cualquier otro tipo de preparacion conocida por
los expertos en la materia. Si se necesita su almacenamiento, los procedimientos de rutina utilizan formalina
tamponada para la fijacién, seguido de un bafio en parafina, lo cual proporciona una infraestructura de tejido bien
conservado. A efectos de permitir una tincién inmunohistoquimica o inmunofluorescente, debe recuperarse o
desenmascararse la antigenicidad del material de muestra. Un método de recuperacion de la antigenicidad de
proteinas reticuladas en formaldehido implica el tratamiento de la muestra con enzimas proteoliticas. Este método da
lugar a un digesto (parcial) del material y los anticuerpos pueden acceder a mas fragmentos de las proteinas
originales.

Otro método para recuperar la inmunorreactividad de los antigenos reticulados con formaldehido implica el
procesado térmico utilizando un tratamiento térmico o de energia elevada de las muestras. Dicho método se
describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos No. 5.244.787. AUn otro método para recuperar antigenos de
tejidos fijados a formaldehido es la utilizacion de una olla a presion, ya sea en combinacién con un microondas o en
forma de un autoclave, tal como se describe, por ejemplo, en Norton, 1994. J. Pathol. 173(4): 371-9 y Taylor y otros
1996. Biotech Histochem 71(5): 263-70.
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Se pueden utilizar varias alternativas al formaldehido, tal como etanol, metanol, butanol, methacarn o glioxal,
acetona con citrato, o se pueden utilizar fijadores combinados. De manera alternativa, la muestra se puede secar al
aire antes del procesamiento posterior.

A efectos de permitir la deteccién con sondas de &cidos nucleicos, el material de muestra debe extraerse o
desenmascararse en el caso de que el material esté fijado a formalina y bafiado en parafina. Un método implica el
tratamiento con enzimas proteoliticas y una fijacion posterior con paraformaldehido. La digestion proteolitica puede
estar precedida por una etapa de desnaturalizacion en HCI. Este método da lugar a un digesto (parcial) del material
que permite la entrada de sondas a la diana. No se necesitan procedimientos especificos de desenmascarado en el
caso de un material no fijado con formalina, por ejemplo, material congelado. Antes de la hibridacion, las muestras
se pueden acetilar mediante el tratamiento con tampén de trietanolamina.

A continuacién, las sondas de &cidos nucleicos o anticuerpos se ponen en contacto con el material de muestra en un
tampon adecuado y se permite que se hibriden o se unan de manera especifica a sus acidos nucleicos o proteinas
diana. Después de la unién especifica de las sondas de acidos nucleicos o anticuerpos a los componentes diana, se
pueden detectar las sondas y/o anticuerpos marcados mediante métodos, tales como la microscopia confocal laser
de barrido, microscopia de campo brillante, citometria de flujo, de manera opcional, combinados con la clasificacién
de células asociadas con fluorescencia, o modificaciones de estas técnicas, que son bien conocidas por el experto
en la materia.

En una realizacion de un método del presente documento, se detecta una metilacion incrementada del promotor de
MAL en la célula de prueba y/o una produccion reducida de MAL en la célula de prueba en comparacién con la
célula normal comparable.

La presente invencion también da a conocer un kit de partes tal como se define en la reivindicacion 4.

Dicho kit puede comprender, de manera adecuada, un cepillo o espéatula para realizar un raspado (cervical) junto con
un recipiente lleno de un medio de recogida para recoger las células de prueba. De manera alternativa, se incluira un
dispositivo para muestras que consiste en una jeringa de irrigacion, un catéter para orina femenina desechable y un
recipiente con fluido de irrigacion para recoger células cervicales mediante un lavado cervicovaginal. Un kit, segun la
presente invencion, comprende cebadores y/o sondas para la deteccién de la metilacion del promotor de MAL. Un
kit, segun el presente documento, puede comprender anticuerpos y reactivos para la deteccion de la expresion de la
proteina MAL en raspados o muestras de tejido cervical.

Un kit de partes, segun la presente invencion, comprende medios para la deteccion de la metilacion del promotor de
MAL, enzimas de restriccion sensibles a la metilacion, o sondas o cebadores capaces de hibridarse a la secuencia
de nucledtidos de la figura 1.

En un kit del presente documento, los medios para la deteccién de la metilacién del promotor de MAL o la expresion
de MAL pueden combinarse con medios para la deteccion de la infeccién por VPH, de manera preferente, para la
deteccion de la infeccion por VPH del tipo de alto riesgo. Dichos medios pueden comprender cebadores o sondas
especificos de VPH, marcadores de proteinas para la infeccion por VPH o incluso marcadores sustitutos para la
infeccion por VPH tal como se conocen en el sector. En un kit de la presente invencion, los medios para la deteccion
de la metilacion del promotor de MAL se combinan con medios para la deteccion de la metilacién del promotor de
CADML1 (Identificacion del Banco de genes NM 014333.3). La deteccidn de la metilacion del promotor de CADM1 se
realiza con métodos similares a los utilizados con la deteccién de la metilacién del promotor de MAL, tal como se ha
descrito anteriormente.

A continuacién, se ilustrara la presente invencion mediante los siguientes ejemplos no limitativos.
EJEMPLOS

Ejemplo 1. Silenciamiento de MAL en carcinomas cervicales y lesiones precursoras de alto grado de malignidad

Mediante el andlisis de la expresion por microchips de carcinomas cervicales, se identific6 MAL como uno de los
genes regulados por descenso mas significativos en carcinomas cervicales en comparacion con muestras epiteliales
de control normales.

El posterior andlisis de la PCR cuantitativa con transcriptasa (qQRT-PCR) en un grupo de validacion independiente de
carcinomas cervicales confirmoé la regulacion por descenso de la expresion de ARNm de MAL en estos tumores. La
expresion reducida de ARNm de MAL se detecto en el 100% de los carcinomas cervicales (n = 12) y el 93% de las
lesiones NIC de alto grado de malignidad (n = 15), en comparacién con el 8% de los controles normales (n = 12). Los
estudios in vitro revelaron una implicacion funcional de la inactivacion de MAL en el desarrollo del cancer cervical, ya
que la sobreexpresion ectdpica de MAL en la linea celular SiHa del carcinoma cervical que contenia VPH 16 daba
lugar a una reduccion de la proliferacion y la supresion del crecimiento independiente del anclaje.
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Ejemplo 2: Papel funcional del silenciamiento del gen de MAL en carcinogénesis cervical

Para determinar el potencial papel funcional de MAL en la carcinogénesis cervical, se transfectaron de forma estable
células de la linea celular SiHa de cancer cervical que contenia VPH 16 con un vector de expresion de MAL (SiHa
_MAL) o un vector de control vacio (SiHa (-)). La expresion ectdpica de MAL en los transfectantes de SiHa_MAL se
confirmo6 mediante RT-PCR. Ambos transfectantes se examinaron por su velocidad de proliferacion, capacidad de
migracion y capacidad de crecimiento en agarosa blanda. Los transfectantes de SiHa_MAL mostraron una reduccién
del 43% en la velocidad de proliferacion en comparacion con las células de SiHa (-), lo que indica que la expresién
ectopica de MAL tiene un efecto antiproliferativo in vitro. Utilizando un ensayo de rascado se observé que la
migracion era fuertemente inhibida en los transfectantes de SiHa_MAL. Ademds, las células de SiHa_ MAL
mostraron una reduccién del 53% en el crecimiento independiente de anclaje en comparacion con los transfectantes
de SiHa que contenian el vector vacio.

Considerados conjuntamente, estos datos demuestran que el silenciamientos del gen MAL es un suceso biolégico
esencial en el desarrollo del cancer cervical y que la reexpresién de MAL en las células de cancer cervical reprime
de manera eficaz las caracteristicas bien establecidas de células tumorales, tales como la proliferacion, la migracién
y el crecimiento independiente del anclaje.

Ejemplo 3: El silenciamiento de MAL resultante de la hipermetilacibn de promotores es un suceso frecuente en
lesiones NIC de alto grado de malignidad, carcinomas cervicales de células escamosas, carcinomas
adenoescamosos, adenocarcinomas y carcinomas neuroendocrinos

El hecho de que el gen de MAL se localiza en 2q11-13, una region cromosémica en la que no se hallaron deleciones
cromosomicas recurrentes en el cancer cervical, provoco la busqueda de una potencial regulacion epigenética de la
transcripcion. El tratamiento de lineas celulares de cancer cervical y lineas celulares inmortalizadas de VPH con
inhibidores de la metilacion y de la desacetilacién de histonas dio lugar a una fuerte regulacion por incremento de la
expresion de ARNm de MAL, lo que indicaba que la regulacion por descenso de MAL era de hecho dependiente de
los mecanismos de control epigenéticos.

A continuacién, se analiz6 la metilacion del promotor de MAL en muestras de tejido cervical mediante PCR
cuantitativa especifica de metilacion (QMSP) que reconocia dos regiones en el promotor de MAL (es decir, de -680 a
-573 y de -92 a -7, en relacion al primer ATG; referidas como M1 y M2, respectivamente). Se eligié el gen
constitutivo de B-actina (ACTB) como referencia para la medicion de la entrada de ADN total. Para todas las
muestras, se dividi6 la cantidad de ADN metilado medido por la cantidad de ACTB, y se clasificaron como positivas
las muestras con proporciones por encima de un corte predefinido (por ejemplo, control normal de proporcion
promedia + 2,58 x desviacion estandar).

Se observo que la metilacion de ambas regiones M1 y M2, en lo sucesivo referida como metilacion densa, no era
detectable en ninguna de las muestras cervicales de control normales (n = 22), era detectable en el 32% de las
lesiones NIC 1 (n = 66), el 80% de las lesiones NIC 3 (n = 64) y el 94% de los carcinomas cervicales de células
escamosas (n = 94).

Junto con los carcinomas cervicales de células escamosas, también se analizd la metilacion del promotor de MAL en
los adenocarcinomas cervicales. Los adenocarcinomas, que constituyen hasta un 20% de los carcinomas cervicales,
son de particular interés ya que la incidencia del adenocarcinoma cervical ha permanecido igual o incluso se ha
incrementado en paises con un programa de cribado cervical a nivel nacional. Esto indica que el adenocarcinoma
cervical y su lesion precursora glandular, es decir, el adenocarcinoma in situ (ACIS), a menudo no se observa
mediante cribado basado en citologia. En base a estudios genéticos y epigenéticos comparativos entre los
carcinomas cervicales de células escamosas y los adenocarcinomas cervicales, se ha descubierto que ambos
histotipos de tumores se desarrollan a través de distintos mecanismos carcinogénicos (Dong y otros, 2001, Kang y
otros, 2005, Wilting y otros, 2006, Henken y otros, 2007). Consecuentemente, la mayoria de biomarcadores que
permiten la deteccion del carcinoma cervical de células escamosas no detectan necesariamente el adenocarcinoma
cervical. Un ejemplo bien estudiado es el marcador de metilacion CADM1, que muestra metilacion en el 83% de los
carcinomas de células escamosas, pero sélo el 23% del adenocarcinoma (Overmeer y otros, 2008). Un segundo
ejemplo proviene del estudio de metilacion de 9 genes (APC, DAPK1, CDH1, HLTF, hMLH1, p16, RASSF1A, THBS1
y TIMP3) que muestra una metilacion mas frecuente de CDH1 y DAPK1 en carcinomas de células escamosas,
mientras que HLTF, TIMP3, RASSFIA y APC se metilaban mas a menudo en el adenocarcinoma (Kang y otros,
2005). Se obtuvieron resultados similares en un estudio que analizaba la metilacion de p16, APC, HIC1, DAPK,
MGMT y CDH1, en el que se descubrié que APC y HIC1 se metilaban de manera significativa mas a menudo en
adenocarcinomas, mientras que, por otro lado, p16 y DAPK se metilaban de manera predominante en carcinomas de
células escamosas (Dong y otros, 2001).

De manera destacada, la metilacion del promotor de MAL parecia ser una excepcion, ya que, a diferencia de la

mayoria de marcadores conocidos, detectaba adenocarcinomas cervicales a una frecuencia similar a la de los
carcinomas de células escamosas, es decir, el 93% (26/28) de los adenocarcinomas mostraron metilacion del
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promotor de MAL en ambas regiones M1 y M2. Se han obtenido resultados similares para carcinomas
adenoescamosos cervicales y carcinomas neuroendocrinos.

Por lo tanto, la metilacion del promotor de MAL parece ser un marcador de metilacion universal para todos los
histotipos de carcinoma cervical.

Ejemplo 4. Deteccion de la expresion reducida de ARNm de MAL y metilacion del promotor de MAL en raspados
cervicales

Utilizando un disefio de control de casos localizados de mujeres que participaban en una prueba de cribado basada
en la poblacion, se estudiaron raspados cervicales de mujeres que dieron positivo en VPHhr en que se diagnostico =
NIC 2 (incluyendo carcinoma 1) dentro de los 18 meses de seguimiento (es decir, casos) frente a mujeres que dieron
positivo en VPHhr a las que se diagnostico, como maximo, NIC 1 dentro de un periodo de seguimiento de 18 meses
(es decir, controles). Los raspados cervicales de referencia de estas mujeres se recogieron en medio de
conservacion en el que se conservan el ARN y el ADN.

La aplicaciéon de qRT-PCR a ARN aislado de un subgrupo de estos raspados mostré una expresion reducida de MAL
en el 71% de los casos en comparacion con el 28% de los controles. Ademas, la expresion reducida de MAL sélo se
hallo en el 13% (3/21) de las mujeres con raspados negativos en VPHhr.

Segun el conocimiento de los presentes inventores, éstos son los primeros en mostrar la deteccion de la regulacion
por descenso del ARNm en raspados cervicales. Hasta ahora, el andlisis de expresion en raspados cervicales se ha
limitado a genes regulados por incremento y, de manera principal, al analisis de la expresion de las proteinas
implicadas en lugar de el andlisis de la expresion de ARNm, siendo p16 un ejemplo bien estudiado.

A continuacién, se realizé el analisis de metilacion en una serie amplia de raspados cervicales de mujeres que dieron
positivo en la PCR de GP5+/6+ de VPHhr que participaron en el cribado cervical basado en la poblacion en el que se
diagnosticd = NIC 2 dentro de los 18 meses de seguimiento (Bulkmans y otros, 2007; Hesselink y otros, 2006). Estas
incluian mujeres con citologia anormal (es decir, discariosis limitrofe o peor) y citologia normal en el punto de
partida, éstas Ultimas se descubrieron Unicamente mediante una prueba de VPHhr positiva. Ademas, se incluyeron
las mujeres de control que dieron positivo en VPHhr con una citologia normal y NIC 1 o mejor dentro del periodo de
seguimiento de 18 meses. La metilacion en una o ambas regiones de MAL variaron desde el 31% en mujeres de
control que dieron positivo en VPHhr con citologia normal hasta el 65% y el 84% en mujeres con = NIC 2 que
presentaban una citologia normal y anormal en el punto de partida, respectivamente. Mediante la combinacion de los
dos ultimos grupos, se observo la metilacion de MAL en el 79% de mujeres con = NIC 2.

Ejemplo 5: Metilaciéon del promotor de MAL en muestras tomadas por el propio individuo

Posteriormente se analizaron las muestras cervicovaginales tomadas por el propio individuo recogidas utilizando un
VibaBrush (Rovers Medical Devices, Oss, Holanda) o un muestreador Pantarhei (Pantarhei Devices, Zeist, Holanda)
durante el transcurso de un estudio prospectivo en el que un total de 45.000 paquetes para tomar muestras por el
propio individuo fueron enviadas a mujeres que, incluso después de un segundo recordatorio, no respondieron a la
invitacion para un cribado cervical regular (véase www.trialregister.nl, Prueba no. NTR962 (prueba PROHTECT)).
Aproximadamente un tercio de estas mujeres devolvieron las muestras tomadas por el propio individuo al laboratorio.
Estas muestras son adecuadas para el analisis por PCR de VPH (es decir, positivas en PCR para beta-globina) y el
andlisis mediante PCR de GP5+/6+ de VPHhr produce, como minimo, las mismas lesiones = NIC 2 en esta
poblacion que las que se encuentran mediante el cribado regular en una poblacién coincidente de mujeres que
respondieron (Bais y otros, Int J Cancer: 2007, 120: 1505-1510).

Se analizaron un total de 186 mujeres que dieron positivo en VPHhr sin evidencias de enfermedad clinicamente
significativa en el seguimiento y 68 mujeres con un frotis de seguimiento anormal y una lesién subyacente = NIC 3
mediante qMSP para ambas regiones promotoras M1y M2 de MAL. El 62% de las muestras tomadas por las propias
mujeres que después fueron diagnosticadas con = NIC 3 dieron positivo para una o ambas regiones promotoras de
MAL, en comparacion con solo el 28% de mujeres sin evidencias de enfermedad clinicamente significativa en el
seguimiento. Estos datos demuestran que el analisis de metilacion del promotor de MAL en materiales de muestras
tomadas por el propio individuo es viable y mejorard la deteccion de la enfermedad cervical de alto grado de
malignidad subyacente.

Ejemplo 6: Adicién de la deteccion de la metilacién del promotor de CADM1 al andlisis de metilacion de MAL en
biopsias y raspados cervicales y muestras tomadas por el propio individuo

Con el objetivo de incrementar la sensibilidad para = NIC 2, se analizé el valor afiadido de un segundo marcador de
metilacion, es decir CADM1 (Identificacion del Banco de genes NM_014333; véase también el ejemplo 3), que se
observd previamente que también estaba implicado, de manera funcional, en la carcinogénesis cervical
(Steenbergen y otros, 2004; Overmeer y otros, 2008).
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Mediante la combinacion del andlisis de metilacion de las dos regiones promotoras de MAL con una region
promotora de CADM1, el nimero de lesiones de NIC de alto grado de malignidad positivas en metilacién se
incremento del 80% al 91% (se valoré como positivo en el caso de un resultado positivo, como minimo, para una de
estas regiones). En cambio, la adicién del andlisis de esta region de CADML1 no influyd en los positivos en cuellos de
Utero normales y lesiones de NIC de bajo grado de malignidad. La adicion de los datos de metilacion de otros genes
no incrementd de manera destacada los valores de la sensibilidad. Por lo tanto, se concluyé que esta combinacion
proporciona un panel éptimo de marcadores para = NIC 2/3.

Mediante la adicion del andlisis de metilacion de CADM1 (ldentificacion del Banco de genes NM 014333) a los
raspados cervicales, se detectaron el 5% mas de lesiones = NIC 2 en mujeres con una citologia anormal, dando
lugar a una tasa de deteccion global de = NIC 2 del 83%.

El posterior andlisis combinado de metilacion de MAL y CADM1 en muestras tomadas por el propio individuo dio
lugar a un 69% de positivos en estas muestras de mujeres que dieron positivo en VPHhr que posteriormente fueron
diagnosticadas con = NIC 3. En cambio, s6lo aproximadamente un tercio de las mujeres que dieron positivo en
VPHbhr sin evidencias de enfermedad clinicamente significativa en el seguimiento, mostraron metilaciéon en alguno o
ambos marcadores.

Después de la combinacion de los datos de metilacion con los datos de genotipado de VPHhr, resulté que el 84% de
las mujeres diagnosticadas con = NIC 3 presentaban metilacion de CADM1, metilacién de MAL y/o presencia de
VPH 16, mientras que el nimero de mujeres que dieron positivo en VPHhr con marcador positivo sin evidencias de
enfermedad clinicamente significativa en el seguimiento no cambié de forma destacada.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la deteccion de una lesién premaligna cervical inducida por VPH que presenta un grado de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) = 2 en un individuo con necesidad del mismo mediante la deteccion de metilacién
incrementada del promotor de CADML1 y la deteccion de metilacion incrementada del promotor de MAL en células
cervicales.

2. Método, segun la reivindicacion 1, en el que dicha lesion premaligna cervical inducida por VPH es una lesion
premaligna cervical inducida por VPH de alto riesgo.

3. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la metilacion incrementada se detecta
utilizando una endonucleasa de restriccion, de manera preferente una endonucleasa de restriccién sensible a la
metilacion.

4. Kit de partes para utilizar en un método de deteccién de una lesion premaligna cervical inducida por VPH que
presenta un grado de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) = 2 en células de prueba de un individuo, comprendiendo
dicho kit

- medios para la deteccién de la metilacion del promotor de MAL, en el que dichos medios comprenden sondas y/o
cebadores especificos para la secuencia de nucleétidos de MAL de la figura 1; y

- medios para la deteccion de la metilacion del promotor de CADM1, en el que dichos medios comprenden sondas
ylo cebadores especificos para CADM1; y

- de manera opcional, medios para la deteccién de la infeccion por VPH, en el que dichos medios comprenden
sondas y cebadores especificos para VPH.
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Figura 1: Promotor de MAL, secuencia codificante, s ecuencia rica en CpG del intron 1 y 3UTR

Obtenida de UCSC genome bioinformatice (www.genome.ucsc.edu)
Referencia: hg18 knownGene_uc002stx.1 rango = chr2:95054206-95083462

El inicio de la transcripcion se indica en negrita.

La secuencia codificante estd en mayusculas.

La parte del intrén 1, que contiene las secuencias ricas en CpG y que es parte de una isla de CpG mas grande que
empieza en el promotor (nt375), esta marcada por * y subrayada.

gactocgggecggatttcaggocttcagtgtttgtaggaggaaacacagcaat
cacactattaatagtaaattaasataaatgggcaactgetgecatggtaat
actttrtttttttaaggroaaaaaataaaaaatagtgaaacagagaaacasa
acatgaaacaccggcagtcaacaggcaggcaaagaacctgggggotgggag
tagcagcagicccaccecctcaaaaggeccecggaoctgococcagaccaagagaaa
gcgatgaeatctcttctggtaacgtcocctteocctgtegecatggattcaagge
cgacctgcoccccagcaccaccaccagcagocttoctgoctggggeccggcacag
ctgggagcaacctecctactctcaggcagacgocgocagcaccaagcagagag
gocccggtgcaggatcccagcgocgaaccagogcocggctcagtggacgegg
aaggggccggcggocogocggoccggtoccatecoccccactgcagacceoeccage
ctgtggcggtggtccagttococgeocaggaaaccgocegectggagetgtggg
tcgeogrcacattaacgecatccagoggaaaaatgaaggagacccaaattcaa
agttaaagtaatggtgacccgagaggtgocttgatgagaaggtttggggt
ccoggittactgatggttatcattcttacgagatgctggteacctacgaag
ggagaaaggcacgaggagcgcctgaccaaagtggttttgcccoctgcttceccoe
gcaagaggtggcacccacggctiggaacgoaggagibcagaccocacagticcce
cagcltctggacgcccocgecagcggggoctcgaagaggttcagggcggtgocc
gcggcgcectogggeccgggtctcoccggggogtggggcggggggecggggttag
gcggcggcoccggggctococtecocteoctteotgeccecgggectoccecctgetecttaa
ccocgcgogcgggggocgeoccoccaggoccactgggoctccgocggageccagocgagag
gtetgocgeggagtoctgageoggeogectoegtcoocgtoccaaggococgacgecag
cacgcocgtcATGGCCCCCGCAGCGEGLEGACGEEEEECAGCACCCTGCCCAG
TGEGCTTCTCGGTCTTCACCACCTTGCCCEGACTTGCTCTTCATCTTTGAGT
TT*gtgagtggctcctggeccggggaagggacggggtgggoetgageccgtgeg
ctctctcgggcgcocccecagcacagcectgtocggacgggatccgectagecgegea
ggttctgggagcatcgggocagcaggcocgecagggcocggagactaagocaggg
aagtcccctcccaccteccggtcoctttgigocccttctagaccaacagaatg
aggggaecagtctacaggactatggaggaaaaactgggttcccaactggg
gtcagatgtaggcagcggggcaggggggoacggctcttggttegectggtc
ccaaagctgcgegcecggggcecccacittgacgecgogcagogccacegaagete
ccgecocgegectttgegeoggttgggtagaagtgecgecagetittacaancgoag
asggriicgitacaaaagaaaaaaazatcagcaagagaaacattagtatt
accaaccgagatttggagatgagagggagctgaatccggtttatittctt
ctggccttttaaagtttctggcgagggaacgtatttgecgaccaattcgat

ctggaaatgaggccatcgtttgcttggccgcagtccttctgecccecgtgtg
cgggagtggaggtggaggagatggggggtggggggtdaggagtyggcggega
gagcgatccgocgcocgocctcgactgaccttgggocaggcccggggccictgea
cctgecggtecggteceocgeccttgecacgecacggtectctgectgagactgecagg
aaagcgcttcctactgagaacteocctgataagecgectcacggtgtcgcgaag
ccgaagtgacctccoccectcageoctcaactcococcegggggecgectgacctitcac®*
ATCTTCCGGGEGCCTGGTGTGGATCCTEGETGGCCTCCTCCCTGETGCCC

TGGCCCCTGETCCAGGGCTGGETGATGTTCGTGEGTCTGTGTTCTGCTTCGT
GGCCACCACCACCTTGATCATCCTETACATALDNT TGGAGCCCACGGTGGAG
AGACTTCCTGGGTCACCTTGGACGCAGCCTACCACTGCACCGLTGCCCTC
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TTTTACCTCAGCGCCTCAGTCCTGGAGGCCCTGGCCACCATCACGATGCA
AGARCGGCTTCACCTACAGGCACTACCATGAAAACATTGCTGCCGTGGTGT
TCTCCTACATAGCCACTCTGCTCTACGTGGTCCATGCGGTGTTCTCTTTA
ATCAGATGGAAGTCTTCATARagccgcagtagaacttgagectgaaaacee
agatggtgttaactggcecgecceccacttteceggeataactttttagaaaac
agaaatgececcttgatggtggaazaaagaaaacaaccaceccceccactgece
caazaaaaaaagccctgcectgttgetecgtgggtgcetgtgtttactetec
cgtgtgccttcgecgtcocgggttgggagecttgetgtgtctaaccteccaact
gectgtgctgtctgectagggtcacctectgtttgtgaaaggggaccttctt
gttecgggggtgggaagtggcgaccgtgacctgagaaggaaagaaagatcce
tctgctgaccectggagcagctctcgagaactacctgttggtattgtceea
caagctctcccgagegecccatcettgtgeococatgttttaagtecttecatgga
tgttctgecatgtcatggggactaaaactcacecaacagetectttccagag
gtccatggtggaagacgataaccctgtgaaatactttataaaatgtcetta
atgttc
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