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DESCRIPCION

Métodos y sistemas para predecir si un sujeto tiene una lesién de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) a partir de
una muestra de células cervicales

Introduccién

El frotis de Papanicolaou (PAP) ha sido la piedra angular del cribado del cancer cervical desde 1949. Por definicion,
el frotis de PAP es una tincion realizada en células extendidas en un portaobjeto y visualizadas al microscopio. Tras
la aparicién de la citologia cervical en base liquida (LBC, por sus siglas en inglés), se obtenian células del cuello del
utero utilizando un cepillo, suspendido en una soluciéon fijadora, y a continuacion se aplicaban a un portaobjeto
previamente a la tincién. Los citotécnicos y citopatdlogos sumamente cualificados, revisan los portaobjetos en busca
de evidencias de células anormales, segun se indica por las caracteristicas en la Tabla 1.

Tabla 1
Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LSIL) Lesion escamosa intraepitelial de alto grado (HSIL)
cavitacion Relacion N/C* (Aumento moderado-marcado)
Relacion N/C (aumento leve) Cromatina gruesa
Hipercromatismo Hipercromatismo

Contorno nuclear irregular

Células anormales individuales

Pleomorfismo

*N/C = relacién del nucleo con respecto al citoplasma

Debido a la necesidad de utilizar portaobjetos para el frotis de PAP, otros biomarcadores utilizados para el cribado
del cancer, especialmente aquellos utilizados para la deteccion molecular del ADN del VPH, se realizan en un
alicuota de LBC aparte. Aunque algunos biomarcadores tales como p16 pueden analizarse en un portaobjeto, el
rendimiento no es el deseable para admitir los 60-70 millones de muestras citolégicas cervicales obtenidas cada afio
en los Estados Unidos y las mas de 150 millones de muestras en todo el mundo. Ademas, las técnicas moleculares
realizadas en un portaobjeto son complicadas y consumen mucho tiempo, caracteristicas que no son susceptibles
de ser utilizadas en el cribado del cancer cervical.

Clinicamente, el frotis de PAP y las pruebas del VPH se utilizan en conjunto aunque son tecnologias muy dispares.
El frotis de PAP tiene una sensibilidad (50%) relativamente baja, y una especificidad (90%) relativamente alta para
lesiones cervicales de alto grado (lesiones pre-cancerosas cervicales y cancer cervical). Por el contrario, las pruebas
del ADN del VPH tienen una alta sensibilidad (>90%) pero baja especificidad (30%) para lesiones cervicales de alto
grado (lesiones pre-cancerosas cervicales y cancer cervical). Estas caracteristicas de rendimiento han apoyado el
uso combinado de estas pruebas para un cribado eficaz del cancer cervical. Algunos investigadores han impulsado
el uso exclusivo de la deteccion del VPH para el cribado del cancer cervical (cribado primario del VPH), sin embargo
las pruebas actuales del ADN del VPH carecen de la especificidad proporcionada por una evaluacion morfoldgica al
utilizar el frotis de PAP, lo que hace que surja una preocupacion por la abrumadora cantidad de procedimientos de
colposcopia/biopsia innecesarios. Por tanto, el reemplazo del frotis de PAP por una uUnica prueba de VPH sigue
siendo extremadamente controvertido.

Compendio

La presente invenciéon se define por las reivindicaciones anexas. Cualquier contenido identificado en la solicitud
como “invencién”, “realizacion”, “aspecto”, etc., que exceda el alcance de la invencion segun esta representado por
las reivindicaciones no forma parte de la invencion reivindicada, sino que se utiliza Unicamente como informacién de

referencia para una mejor comprension de la invencion.

Se proporcionan métodos para predecir si un sujeto tiene una lesion de neoplasia intraepitelial cervical (CIN). Los
aspectos de los métodos incluyen obtener datos morfométricos ademas de datos de biomarcadores y/o datos de
células no especificas a partir de una muestra celular cervical liquida sometiendo la muestra a ensayo en
suspension, y a continuacion utilizar los diferentes tipos de datos para predecir si el sujeto tiene una lesion CIN.
También se proporcionan sistemas que se utilizan en la practica de dichos métodos. Los métodos y sistemas se
utilizan en una variedad de aplicaciones, entre las que se incluyen aplicaciones en el cribado del cancer cervical.

Entre los aspectos de la invencién se incluyen métodos para predecir si un sujeto tiene una lesion de neoplasia
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intraepitelial cervical (CIN). En algunos casos, los métodos incluyen obtener datos de una muestra liquida marcada
de células cervicales en suspension del sujeto, en donde los datos comprenden datos morfométricos y datos
seleccionados del grupo que consiste en: datos de biomarcadores, datos de contenido de ADN, datos de porcentaje
de nucleacion, y combinaciones de los mismos; y predecir a partir de los datos si el sujeto tiene una lesiéon CIN, por
ejemplo, una lesion CIN2+. La prediccion puede estar caracterizada por una sensibilidad del 85% o mas y/o una
especificidad del 85% o mas. Los datos pueden obtenerse analizando la muestra liquida con un dispositivo de
citometria de flujo, por ejemplo, en un método que incluye hacer fluir la muestra hasta pasar por una fuente de
iluminacién y uno o mas detectores opticos. Los datos morfométricos pueden incluir datos seleccionados del grupo
que consiste en: datos de dispersion frontal de luz, datos de dispersion lateral de luz, datos de imagenes y
combinacion de los mismos. En algunos casos, la muestra liquida marcada es una muestra liquida marcada con un
biomarcador, en donde los datos comprenden datos de biomarcadores, y en donde los datos de biomarcadores
comprenden datos de cuantificacion de biomarcadores por célula, en donde los datos de cuantificacion de
biomarcadores por células pueden incluir datos de deteccion de marcadores fluorescentes. En algunos casos, el
método ademas comprende preparar la muestra liquida de células cervicales marcada con biomarcadores. La
muestra liquida de células cervicales marcada con biomarcadores puede prepararse poniendo en contacto una
muestra inicial de células cervicales con una sonda de un biomarcador marcada con fluorescencia que se une
especificamente a un biomarcador del cancer cervical. ElI biomarcador del cancer cervical puede ser un acido
nucleico, por ejemplo, acido nucleico (tal como acido nucleico de E6, E7) o proteina (p. €j., p16, E6,E7) del VPH. El
método puede incluir poner en contacto la muestra inicial de células cervicales con dos o mas sondas de un
biomarcador marcadas con fluorescencia, cada una de las cuales se une especificamente a un biomarcador
diferente del cancer cervical. En algunos casos, las células en la muestra inicial de células cervicales se fijan y
permeabilizan previamente a ser puestas en contacto con una sonda de un biomarcador marcada con fluorescencia
que se une especificamente a un biomarcador del cancer cervical. En algunos casos, el método comprende ademas
la recomendacioén de una biopsia cervical si se determina que existen células anormales presentes en la muestra. En
algunos casos, la muestra liqguida marcada es una muestra liquida con ADN marcado, en donde los datos
comprenden datos del contenido de ADN, datos del porcentaje de nucleacion, o ambos.

Entre los aspectos de la invencion también se incluyen sistemas que comprenden:
un canal de flujo;
una fuente de luz configurada para dirigir luz a una region de ensayo del canal de flujo;

un primer detector configurado para recibir luz desde la region de ensayo del canal de flujo y producir datos
morfométricos;

un segundo detector configurado para recibir luz desde la region de ensayo del canal de flujo y producir datos
adicionales;

y

un modulo de procesamiento de sefial configurado para recibir los datos morfométricos y adicionales del primer y el
segundo detector y generar un resultado predictivo sobre si un sujeto tiene una lesién de neoplasia intraepitelial
cervical (CIN) en base tanto a los datos morfométricos como a los datos adicionales. Los sistemas pueden
configurarse para realizar los métodos de la invencién, incluyendo aquellos analizados anteriormente.

Entre los aspectos de la invenciéon se incluyen ademas métodos para determinar la presencia de una célula
cancerosa en una muestra de células de un sujeto, donde el método comprende: obtener datos de una muestra
liguida marcada de células cervicales en suspension del sujeto, en donde los datos comprenden datos
morfométricos y datos seleccionados del grupo que consiste en: datos de biomarcadores, datos de contenido de
ADN, datos del porcentaje de nucleacion, y combinaciones de los mismos; y determinar a partir de los datos si una
célula cancerosa se encuentra presente en la muestra. Los datos pueden obtenerse analizando la muestra liquida
con un dispositivo de citometria de flujo, por ejemplo, en un método que incluye hacer fluir la muestra hasta pasar
por una fuente de iluminacion y uno o mas detectores opticos. Los datos morfométricos pueden incluir datos
seleccionados del grupo que consiste en: datos de dispersion frontal de luz, datos de dispersion lateral de luz, datos
de imagenes y una combinacién de los mismos. En algunos casos, la muestra liquida marcada es una muestra
liqguida marcada con un biomarcador, en donde los datos comprenden datos de biomarcadores, y en donde los datos
de biomarcadores comprenden datos de cuantificaciéon de biomarcadores por célula, en donde los datos de
cuantificacion de biomarcadores por células pueden incluir datos de deteccién de marcadores fluorescentes. En
algunos casos, el método ademas comprende preparar la muestra liquida de células cervicales marcada con
biomarcadores. La muestra liquida de células cervicales marcada con biomarcadores puede prepararse poniendo en
contacto una muestra inicial de células cervicales con una sonda de un biomarcador marcado con fluorescencia que
se une especificamente a un biomarcador del cancer cervical. El biomarcador del cancer cervical puede ser un acido
nucleico, por ejemplo, un acido nucleico (tal como acido nucleico de E6, E7) o una proteina (p. €j., p16, E6,E7) del
VPH. El método puede incluir poner en contacto la muestra inicial de células cervicales con dos o mas sondas de
unos biomarcadores marcados con fluorescencia, cada una de las cuales se une especificamente a un biomarcador
diferente del cancer cervical. En algunos casos, las células en la muestra inicial de células cervicales se fijan y
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permeabilizan previamente a ser puestas en contacto con una sonda de un biomarcador marcado con fluorescencia
que se une especificamente a un biomarcador del cancer cervical. En algunos casos, el método comprende ademas
la recomendacioén de una biopsia cervical si se determina que existen células anormales presentes en la muestra. En
algunos casos, la muestra liqguida marcada es una muestra liquida con ADN marcado, en donde los datos
comprenden datos del contenido de ADN, datos del porcentaje de nucleacion, o ambos.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra un instrumento configurado para utilizar la relacion de aspecto contra un grafico de puntos de un
area para identificar células Unicas intactas (acotadas) en una muestra de citologia cervical en base liquida (LBC).

La FIG. 2 muestra la identificacién de células anormales en una muestra de LBC por el analisis de la relaciéon N/C
(nucleo-citoplasma) utilizando el instrumento configurado como en la FIG. 1. El aumento en las relaciones N/C son
un indicativo de células anormales.

Las FIGs. 3A y 3B muestran ejemplos de datos obtenidos para células Unicas en una muestra de LBC. Para cada
célula, se muestra una imagen del campo luminoso, una imagen que muestra la hibridacion del ARNm de E6/E7
(FITC), una imagen que muestra la cuantificacion de ADN (DAPI), y una imagen que muestra una supreposicion de
imagenes del E6/E7 y el DAPI. La FIG. 3A muestra las células que tienen una relacion N/C elevada y que tienen un
contenido de ADN anormal. La FIG. 3B muestra que las células con una relacién N/C baja son negativas en E6/E7 y
tienen un contenido de ADN normal.

La FIG. 4 es un grafico de puntos que muestra que la sobreexpresion del ARNm de E6/E7 se observa en células que
han aumentado el contenido de ADN. El analisis del ciclo celular se determiné utilizando un reactivo de tincion de
ADN (DAPI; eje X) y el ARNm de E6/E7 se detecto por hibridacion de sondas de ARNm de E6/E7 (FITC; eje Y). Las
células anormales (con sobreexpresion de E6,E7 y un aumento en el contenido de ADN) se indican en el
acotamiento.

Las FIGs. 5A y B muestran graficos de puntos que muestran las relaciones N/C (eje Y) y el contenido de ADN (eje X)
de muestras de LBC para identificar células anormales. La FIG. 5A muestra graficos de puntos de las relaciones N/C
contra el contenido de ADN de células cervicales normales (panel superior) y células cervicales con LSIL (panel
inferior). La FIG. 5B muestra graficos de puntos de las relaciones N/C contra el contenido de ADN de células
cervicales con HSIL (paneles superior e inferior). Esta alternativa utiliza inicamente 1 reactivo de tincion, es decir, el
reactivo de tincion no especifica del ADN.

La FIG. 6 muestra un grafico de puntos de dispersion lateral (ortogonal) de luz combinada (eje Y) y volumen
electronico (eje X) de células en una muestra de citologia cervical. Este grafico muestra que diferentes células en la
muestra pueden ser definidas utilizando estos parametros morfométricos. Los cuatro diferentes acotamientos
identifican detritus, células ectocervicales, células endocervicales, y leucocitos polimorfonucleares (PMNs). Dicho
acotamiento (del inglés gating) puede emplearse para acotar las células de interés para analizarlas de acuerdo con
aspectos de la presente invencion.

Descripcion detallada

Se proporcionan métodos para predecir si un sujeto tiene una lesion de neoplasia intraepitelial cervical (CIN). Los
aspectos de los métodos incluyen obtener datos morfométricos ademas de datos de biomarcadores y/o datos de
células no especificas a partir una muestra celular cervical liquida, sometiendo la muestra a ensayo en suspension, y
a continuacion utilizar los diferentes tipos de datos para predecir si el sujeto tiene una lesion CIN. También se
proporcionan sistemas que se utilizan en la practica de los métodos. Los métodos y sistemas se utilizan para una
variedad de aplicaciones, incluyendo aplicaciones para el cribado del cancer cervical.

Antes de que la presente invencion se describa en mayor detalle, ha de entenderse que esta invenciéon no esta
limitada a las realizaciones descritas en particular, ya que las mismas pueden, por supuesto, variar. También ha de
entenderse que la terminologia utilizada en la presente memoria tiene el propdsito de describir solamente
realizaciones en particular, y no pretende ser limitativa, ya que el alcance de la presente invencion sera limitada
Unicamente por las reivindicaciones anexas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima parte de la
unidad del limite inferior, a menos que el contexto claramente indique lo contrario, entre el limite superior y el inferior
de dicho intervalo y cualquier otro valor intermedio o expresado en dicho intervalo establecido, se encuentra
comprendido en la invencion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequenos pueden ser incluidos
independientemente en los intervalos mas pequefios, y también estan comprendidos en la invencion, sujetos a
cualquier limite especificamente excluido en el intervalo establecido. Cuando el intervalo establecido incluye uno o
ambos limites, los intervalos que excluyen cualquiera o ambos de aquellos limites incluidos, también se incluyen en
la invencion.

Se presentan en la presente memoria ciertos intervalos con valores numéricos que estan precedidos por el término
“aproximadamente”. El término “aproximadamente” se utiliza en la presente patente para proporcionar soporte literal
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para el numero exacto al que precede, ademas de un numero que esta cerca de o que es aproximadamente el
numero el término al que precede. A la hora de determinar si un nimero esta cerca de o es aproximadamente un
numero especificamente detallado, el nUmero cercano a o aproximado no detallado puede ser un nimero que, en el
contexto en el que se presenta, proporciona el equivalente sustancial del nimero especificamente detallado.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
tienen el mismo significado que entiende comunmente un experto habitual en la técnica a la que la presente
invencion pertenece. Aunque cualquier método y material similar o equivalente a aquellos descritos en la presente
memoria pueden también utilizarse en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen a continuacion
métodos y materiales representativos ilustrativos.

Ha de sefalarse que, tal como se utilizan en la presente memoria y en las reivindicaciones anexas, las formas en
singular “uno”, “una”, y “el/lla” incluyen los referentes en plural, a menos que el contexto claramente indique lo
contrario. Ha de sefialarse ademas que las reivindicaciones pueden estar redactadas para excluir cualquier
elemento opcional. Como tal, esta exposicion pretende ser utilizada como base antecedente para el uso de dicha
terminologia de exclusion tal como “exclusivamente”, “Unicamente” y similares con respecto a la indicacion de los
elementos de las reivindicaciones, o al uso de una limitacion “negativa”.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencion, que, por razones de claridad, se describen en el contexto de
realizaciones independientes, pueden ser proporcionadas en combinacién en una Unica realizacién. Por el contrario,
diversas caracteristicas de la invencion, que, por razones de brevedad, se describen el contexto de una Unica
realizacién, pueden ademas proporcionarse por separado o en cualquier sub-combinacién adecuada.

Cualquier método indicado puede ser realizado en el orden de eventos indicado o en cualquier orden que sea
l6gicamente posible.

A la hora de describir adicionalmente las realizaciones de la invencién, los aspectos de las realizaciones de los
métodos se describiran primero en mayor detalle. A continuacion, se analizan las realizaciones de los sistemas que
pueden ser utilizados en la practica de los métodos de la invencion.

Métodos

Tal como se ha analizado anteriormente, las realizaciones de la invencién estan dirigidas a métodos para predecir si
un sujeto tiene una lesion de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) o cancer cervical. El término “lesion CIN”
(conocido también en la técnica como displasia cervical) se utiliza en su sentido convencional para hacer referencia
al crecimiento anormal de células escamosas en la superficie del cérvix. Tal como se conoce en la técnica, las
lesiones CIN pueden clasificarse histologicamente como CIN1, CIN2/3, CIN2 y CIN3. Las lesiones CIN1 son
aquellas lesiones que se encuentran limitadas a un 1/3 basal del epitelio, y tiene el menor riesgo de evolucionar a
una lesion cancerosa, en relacion a las demas categorias de las lesiones. Las lesiones CIN2 se caracterizan por una
displasia moderada limitada a los 2/3 basales del epitelio. Las lesiones CIN3 (algunas veces denominadas por los
expertos en la técnica como carcinoma cervical in situ), estan clasificadas por la presencia de una displasia severa
que atraviesa mas de 2/3 del epitelio. La categoria CIN2/3 (es decir, CIN2+) en conjunto hace referencia tanto a
lesiones CIN2 como CIN3.

Las realizaciones de la invencién se caracterizan por predecir la presencia de una lesion CIN en un sujeto con un
alto grado de sensibilidad y especificidad. Por predecir se entiende pronosticar o prever la presencia de una lesién
CIN en el sujeto sin realmente tomar una biopsia del cérvix del sujeto. Los términos sensibilidad y especificidad se
utilizan en su sentido convencional. Como tal, la sensibilidad es una medida de la proporciéon de los resultados
positivos reales (en oposicion a falsos positivos) que se identifican correctamente, mientras que la especificidad es
una medida de los resultados negativos que se identifican correctamente. Las realizaciones de la invenciéon pueden
predecir la presencia o ausencia de cualquier tipo de lesién CIN. Las realizaciones de la invenciéon pueden ademas
predecir el tipo de lesion CIN, p. gj., si la lesion CIN es una lesion CIN1, CIN2+, CIN2 o CIN3. Las realizaciones de
los métodos realizan esta prediccion, por ejemplo si una lesién esta presente, qué tipo de lesion esta presente (tal
como si esta presente una lesion CIN2+), con un alto grado de sensibilidad y especificidad. En algunos casos, la
sensibilidad es del 85% o mas, tal como del 90% o mas, incluyendo el 95% o mas. En algunos casos, la
especificidad es del 85% o mas, tal como el 87% o mas, incluyendo el 90% o mas.

Entre los aspectos de los métodos se incluye obtener ambos de los siguientes: (1) datos morfométricos y (2) datos
de biomarcadores y/o datos de células no especificas a partir de una muestra liquida etiquetadas de células
cervicales en suspension del sujeto, por ejemplo, una muestra liquida marcada con uno o ambos de entre un
marcador de un biomarcador y un marcador de célula no especifica. En otras palabras, se recoge una muestra
liquida de células cervicales del sujeto, en la que las células cervicales estan en suspensién en un medio fluido (p.
ej., tal como se describe en mayor detalle a continuacién), y se somete a ensayo para obtener tanto datos
morfométricos como datos de biomarcadores/células no especificas. Por tanto, una muestra liquida marcada de
acuerdo con aspectos de los métodos puede ser una muestra liquida marcada con un biomarcador, una muestra
liqguida marcada con una célula no especifica, o una muestra liquida marcada con un biomarcador y una célula no
especifica. La muestra liqguida marcada de células cervicales que se somete a ensayo puede proporcionarse de
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acuerdo a cualquier protocolo apropiado.

En una realizacion, una muestra inicial de células cervicales fluida se prepara tomando una muestra de células del
cérvix y combinandola con un medio fluido adecuado. Puede emplearse cualquier protocolo adecuado para recoger
células cervicales. Entre los ejemplos de protocolos de interés se incluyen protocolos que emplean un dispositivo de
cepillo cervical o citocepillo para recoger células de la superficie del cérvix y el endocérvix. Se proporcionan
descripciones de ejemplos de dispositivos de recogida de células cervicales que pueden utilizarse en los métodos de
la invencion en las Patentes de Estados Unidos Nos. 2.955.591; 3.626.470; 3.815.580; 3.877.464; 3.881.464;
3.945.372; 4.127.113; 4.175.008; 4.700.713; 4.754.764; 4.762.133; 4.754.764; 4.873.992; 4.862.899; 4.953.560;
5.445.164; 5.787.891; 5.795.309; 6.387.058 y 6.740.049.

Después de la recogida, la muestra de células puede ser combinada con un medio liquido adecuado, segun se
desee. Los medios liquidos de interés incluyen, pero no se limitan a: solucién salina, o salina equilibrada (tales como
solucion salina equilibrada de Hanks, un medio de cultivo tisular minimo fundamental (MEM), solucién POLYSAL™,
y suero fisiolégico); medios para citologia, p. €j., un medio universal de toma de muestras del inglés Universal
Collection Medium (UCM); el medio universal de toma de muestras descrito en la Patente de Estados Unidos N°
7.371.518 (cuya descripcion se incorpora en la presente memoria por referencia); Medio de transporte de muestras
estandar (STM, por sus siglas en inglés), medio fluido PRESERVCYT™ (Cytyc, Inc. (Boxborough, Massachusetts));
medio fluido CytoRich™ (TriPath, Inc. (Burlington, Carolina del Norte); y similares.

Cuando se desee, la muestra recogida inicial puede ser evaluada para determinar su idoneidad previamente a
proceder mas adelante en el proceso. Por ejemplo, se puede someter un alicuota de la muestra a un analisis de
dispersion de luz para determinar si estan presentes las células adecuadas en la muestra, por ejemplo, segun se
describe en la Patente de Estados Unidos N° 6.329.167; cuya descripcidon se incorpora en la presente memoria por
referencia.

Después de la preparacion, la muestra inicial fluida de células cervicales puede fijarse y/o permeabilizarse segun se
desee. Como tales, los métodos de la invencion incluyen fijar la muestra de células poniendo la muestra en contacto
con un reactivo de fijacion adecuado. Los reactivos de fijacion de interés son aquellos que fijan las células en un
punto de tiempo deseado. Puede emplearse cualquier reactivo de fijacion apropiado, donde los reactivos de fijacion
adecuados incluyen, pero no se limitan a: formaldehido, paraformaldehido, formaldehido/acetona, metanol/acetona,
IncellFP (IncellDx, Inc) etc. Por ejemplo, se ha observado que el paraformaldehido utilizado en una concentracion
final de aproximadamente 1 a 2% es un buen fijador de entrecruzamiento. En algunos casos, las células en la
muestra se permeabilizan poniendo en contacto las células con un reactivo de permeabilizacion. Los reactivos de
permeabilizaciéon de interés son reactivos que permiten que las sondas de biomarcadores marcadas, por ejemplo,
segun se describe en mayor detalle mas adelante, accedan al entorno intracelular. Puede emplearse cualquier
reactivo apropiado, donde los reactivos adecuados incluyen, pero no se limitan a: detergentes suaves, tales como
Triton X-100, NP-40, saponina, etc.; metanol, y similares. Puede también ser deseable marcar las células con un
control positivo de metal pesado, por ejemplo un intercalador de ADN marcado con un metal pesado, por ejemplo
iridio, etc. Las células pueden ademas someterse a tincion con un colorante de viabilidad previamente a la fijacion,
por ejemplo, bromuro de etidio, yoduro de propidio, DAPI, RhCls, etc., segun se desee.

En determinadas realizaciones, y tal como se ha analizado anteriormente, la muestra que se somete a ensayo para
obtener datos morfométricos y datos de biomarcadores es una muestra marcada con un biomarcador. Por
consiguiente, la muestra es una que ha sido marcada con uno o mas biomarcadores de interés. Por “muestra
marcada con un biomarcador’ se entiende una muestra que se puesto en contacto con una sonda de un
biomarcador marcada (p. €j., tal como se describe en mayor detalle a continuacion), que se une especificamente a
un biomarcador de interés si el biomarcador se encuentra presente en una muestra de células. Los biomarcadores
de interés incluyen, pero no se limitan a, biomarcadores del cancer cervical. Los biomarcadores del cancer cervical
son un indicador distintivo biolégico u obtenido biolégicamente, por ejemplo acidos nucleicos o proteinas, cuya
presencia esta asociada o unida con la predisposicion de un sujeto a desarrollar cancer cervical o a la presencia de
cancer cervical en un sujeto. Por consiguiente, los biomarcadores de interés incluyen acido nucleico y analitos de
proteinas cuya presencia y/o cantidad en una célula puede ser utilizada para realizar una prediccion de, al menos, la
predisposicion de un sujeto a sufrir un cancer cervical. Los biomarcadores de interés incluyen, pero no se limitan a:
productos de expresion del VPH de genes del VPH, tal como los genes del VPH L1, L2, E2, E4, E5, E6 o E7;
inhibidores de quinasa dependientes de ciclinas, por ejemplo, p14, p15INK4b, p16 (es decir, p16INK4a tal como se
describe en Serrano, M., et al., Nature, 1993 Dic. 16; 366(6456): 704-7), p18INK4c, p19INK4d, p21WAF1/CIP1 y
p27KIP1; proteinas reguladoras del ciclo celular, por ejemplo, p14ARF ; microARN especificos o alteraciones del
cromosoma 3q asociadas con cancer cervical, tal como se describe en la publicacién de Patente de los Estados
Unidos N° No. 20100234445 (cuya descripcion se incorpora en la presente memoria por referencia); etc.

La muestra de células cervicales liquida marcada con un biomarcador que se somete a ensayo en los métodos de la
invencion, puede ser preparada utilizando cualquier protocolo de marcaje apropiado. En algunas realizaciones, la
preparacion de la muestra liquida marcada con un biomarcador incluye poner en contacto una muestra inicial de
células cervicales con una sonda de un biomarcadores marcada que se une especificamente a un biomarcador del
cancer cervical. Dependiendo del ensayo en particular que se va a realizar, la muestra inicial puede combinarse con
una unica sonda de un biomarcadores marcada, o dos o0 mas sondas distintas de biomarcadores marcada que se
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unen a diferentes biomarcadores con una composicién molecular diferente, donde el nimero de dichas sondas de
biomarcadores marcadas distintas puede ser dos o mas, por ejemplo, tres 0 mas, cuatro o mas, etc; por ejemplo,
cuando el ensayo es un ensayo multiplex para dos o mas biomarcadores.

A la hora de poner en contacto la muestra inicial con la sonda o sondas de un biomarcador marcada, la muestra se
combina con una o mas sondas de un biomarcador para producir una mezcla de reaccién. Las sondas de un
biomarcador marcadas que son de interés incluyen un dominio de unién especifico y un dominio de un marcador. El
dominio de unién especifico comprende un ligando de captura que se une especificamente al biomarcador de
interés. Dependiendo del ensayo en particular, el biomarcador de interés puede ser una variedad de diferentes tipos
de moléculas, incluyendo pero sin limitarse a: proteinas, polipéptidos, proteoglicanos, glicoproteinas y los
respectivos fragmentos de estas moléculas; acidos nucleicos, por ejemplo, ADN y ARN, tal como ARNm, etc. El
ligando de captura es por lo tanto un ligando que se une a la molécula de un biomarcador de interés, en donde el
ligando de captura puede por supuesto variar dependiendo del tipo especifico de molécula del biomarcador a ser
detectada, por ejemplo, un anticuerpo para un biomarcador proteico, un oligonucleétido para un biomarcador de
ARNm. En determinadas realizaciones, la afinidad entre un ligando de captura y la molécula del biomarcador a la
que se une especificamente, cuando estan unidas de forma especifica entre si en un complejo de unién, esta
caracterizada por una KD (constante de disociacion) de 10%Mo menos, 10" Mo menos, 10 Mo menos, 10°Mo
menos, 10" Mo menos, 10" Mo menos, 10" Mo menos, 10" Mo menos, 10" Mo menos, incluyendo 10" Mo
menos.

Tal como se indica anteriormente, puede emplearse una variedad de diferentes tipos de agentes de unidn
especificos como ligandos de captura, en los que el tipo de agente de unién en particular se selecciona en base, al
menos en parte, al tipo en particular de molécula del biomarcador de interés. Los agentes de unién especificos de
interés incluyen agentes de unién a anticuerpos, proteinas, péptidos, haptenos, acidos nucleicos, etc. El término
“agente de unién a anticuerpos” tal como se utiliza en la presente memoria incluye anticuerpos policlonales o
monoclonales o fragmentos que son suficientes para unirse a un analito de interés. Los fragmentos de anticuerpos
pueden ser, por ejemplo, fragmentos Fab monoméricos, fragmentos Fab’ monoméricos, o fragmentos F(ab)2
diméricos. Ademas dentro del alcance del término “agente de unién a anticuerpos” se encuentran las moléculas
producidas por ingenieria de anticuerpos, tales como moléculas de anticuerpos de cadena Unica (scFv) o
anticuerpos humanizados o quiméricos producidos a partir de anticuerpos monoclonales por el reemplazo de
regiones constantes de las cadenas pesada y ligera para producir anticuerpos quiméricos, o el reemplazo de ambas
regiones constantes y de las partes de la regiéon armazén de las regiones variables para producir anticuerpos
humanizados. Los agentes de unién al acido nucleico que son de interés, son acidos nucleicos que se unen de
forma especifica a acidos nucleicos de biomarcadores en una célula. La longitud de estos acidos nucleicos puede
variar, siempre que sea suficiente para que el oligonucleétido se utilice como un agente de unién especifico, y en
algunos casos se sitla en un intervalo de 13 a 100 nt, tal como de 14 a 50 nt, por ejemplo, de 15 a 25 nt. Los
oligonucledtidos que constituyen estos agentes de union al acido nucleico pueden ser ADN o ARN, o un analogo
sintético de los mismos, segun se desee.

Ademas del dominio de unién especifico, las sondas de un biomarcador marcadas incluyen ademas un marcador
detectable. Son de interés como marcadores detectables los colorantes fluorescentes. Se pueden seleccionar
colorantes fluorescentes (fluoréforos) de entre cualquiera de los diversos colorantes adecuados para su uso en
aplicaciones de toma de imagenes (por ejemplo, citometria de flujo). Un gran nimero de colorantes se encuentran
disponibles comercialmente a partir de una variedad de fuentes, tales como, por ejemplo, Molecular Probes
(Eugene, OR) y Exciton (Dayton, OH). Entre los ejemplos de fluoréforos de interés se incluyen, pero sin limitarse a,
acido 4-acetamido-4’-isotiocianatoestilben-2,2’'disulfénico; acridina y derivados tales como acridina, naranja de
acridina, amarillo de acridina, rojo de acridina, e isotiocianato de acridina; acido 5-(2’-aminoetil)aminonaftaleno-1-
sulfénico (EDANS); disulfonato de 4-amino-N-[3-vinilsulfonil)fenillnaftalimida-3,5 (amarillo Lucifer VS); N-(4-anilino-1-
naftil)maleimida; antranilamida; amarillo brillante; cumarina y derivados tales como cumarina, 7-amino-4-
metilcumarina (AMC, Cumarina 120), 7-amino-4-trifluorometilcouluarina (Coumaran 151); cianina y derivados tales
como cianosina, Cy3, Cy5, Cy5.5, y Cy7; 4’,6-diaminidino-2-fenilindol (DAPI); 5’, 5"-dibromopirogalol-sulfoneftaleina
(rojo de Bromopirogalol); 7-dietilamino-3-(4’-isotiocianatofenil)-4-metilcoumarina; dietilaminocoumarina; pentaacetato
de dietilentriamina; acido 4,4’-diisotiocianatodihidro-estilben-2,2’-disulfénico; acido 4,4’-diisotiocianatoestilben-2,2’-
disulfénico; cloruro de 5-[dimetilamino]naftalen-1-sulfonilo (DNS, cloruro de dansilo); acido 4-(4-
dimetilaminofenilazo)benzoico (DABCYL); 4-dimetilaminofenilazofenil-4'-isotiocianato (DABITC); eosina y derivados
tales como eosina e isotiocianato de eosina; eritrosina y derivados tales como eritrosina B e isotiocianato de
eritrosina; etidio; fluoresceina y derivados tales como 5-carboxifluoresceina (FAM), 5-(4,6-diclorotriazin-2-
ilaminofluoresceina (DTAF), 2'7’-dimetoxi-4'5’-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE), isotiocianato de fluoresceina
(FITC), clorotriazinil fluoresceina, naftofluoresceina, y QFITC (XRITC); fluorescamina; IR144; IR1446; Proteina verde
fluorescente (GFP); Proteina fluorescente de coral (RCFP, del inglés Reef Coral Fluorescent Protein); Lisamina™;
Lisamina rodamina, amarillo Lucifer; isotiocianato de verde Malaquita; 4-metilumbeliferona; orto-cresolftaleina;
nitrotirosina; pararosanilina; Rojo del Nilo; verde Oregén; Rojo de Fenol; B-ficoeritrina; o-ftaldialdehido; pireno y
derivados tales como pireno, butirato de pireno y butirato de succinimidil-1-pireno; rojo reactivo 4 (Cibacron™ rojo
brillante 3B-A); rodamina y derivados tales como 6-carboxi-X-rodamina (ROX), 6-carboxirodamina (R6G), lisamina
de 4,7-diclororodamina, cloruro de sulfonilo de rodamina B, rodamina (Rhod), rodamina B, rodamina 123, rodamina,
sulforrodamina 101(rojo de Texas), N,N,N’,N-tetrametil-6-carboxirhodamina (TAMRA), tetrametilrodamina, y
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isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC); riboflavina; acido rosélico y derivados de quelado de terbio; xanteno; o
combinaciones de los mismos. Pueden también utilizarse otros fluoréforos o combinaciones de los mismos
conocidos para los expertos en la técnica, por ejemplo aquellos disponibles a partir de Molecular Probes (Eugene,
OR) y Exciton (Dayton, OH).

Cuando se emplean distintas sondas de un biomarcador marcadas, el marcador de cada sonda distinta puede
elegirse para proporcionar una sefal distinguible. Por ejemplo, en las realizaciones en las que se emplean una
primera y una segunda sonda de un biomarcador marcada distintas, el marcador de la segunda sonda es un
marcador fluorescente que produce una sefial fluorescente que es distinguible de la primera sefial del marcador de
la primera sonda. Por consiguiente, la primera y la segunda sefal fluorescente producidas ante la excitacion del
primer y segundo marcador fluorescente son distinguibles entre si, lo que significa que ambas pueden ser
detectadas al mismo tiempo y que la sefial de una no modifica o cambia la sefial de la otra. Cada marcador distinto
puede producir sefiales que son distinguibles de cualquier otro marcador. Por ejemplo, las células pueden estar
coloreadas con un tercer marcador fluorescente que produzca una tercera sefal fluorescente que sea distinguible de
la primera y la segunda sefal fluorescente.

En algunos casos, la sonda de un biomarcador marcada que se emplea es una sonda de oligonucleoétidos del E6, E7
del VPH marcada con fluorescencia. Tales sondas pueden variar en longitud, oscilando en algunos casos de 13 a
100 nt, tal como de 14 a 50 nt, por ejemplo, de 15 a 25 nt. La secuencia en particular de dichas sondas puede variar.
Las secuencias especificas de interés incluyen, pero no se limitan a, aquellas que se encuentran en el coctel de
sondas del kit de deteccion de ARNm del E6, E7 OncoTect™ del VPH (incellDx, Menlo Park, CA).

Entre los ejemplos de secuencias de sonda especificas para el gen E6/E7 (o ARNm) del VPH se incluyen aquellas
descritas en Faulkner-Jones et al. (J. Virol Methods 1993 vol. 41 paginas 277-296).

Se proporcionan a continuaciéon las secuencias de la Tabla 1 de Faulkner-Jones et al., la cual muestra dichos
ejemplos de secuencias de sonda especificas de E6/E7 del VPH.

Tipo de VPH Region Secuencia (5'-3’)
6b/11 E6 + E7 TTAGGGTAACATGTCTTCCATGCATGTTGT (SEQ ID NO:01)
E7 ACGTTGCTGTCACATCCACAGCAACAGGTCA(SEQ ID NO:02)
16 E6 TGCAACAAGACATACATCGACCGGTCCACCGAC(SEQ ID NO:03)
E7 GGTTACAATATTGTAATGGGCTCTCTCCGG (SEQ ID NO:04)
E6 TTTCAGGACCCACAGGAGCGACCCAGAAAG(SEQ ID NO:05)
18 E6 + E7 TCGAGCACGAATGGCACTGGCCTCTATAGTGCCCAG(SEQ ID NO:06)
E7 GGTCAACCGGAATTTCATTTTGGGGCTCTAAATG(SEQ ID NO:07)
33 E6 CTTGGCACAAATCATGCAATGTTCGTGGTT (SEQ ID NO:08)

Ejemplos adicionales de secuencias de sondas para E6/E7 del VPH incluyen aquellas descritas en Plummer et al.
(Diagnostic Mol. Path. 1998 vol. 7, paginas 76-84).

Se proporcionan a continuacion las secuencias de la Tabla 1 en Plummer et al., la cual muestra dichos ejemplos de
secuencias de sonda de E6/E7 del VPH.

Tipo de VPH Region Secuencia (5'-3’)

VPH16 E6 GTCCTGAAACATTGCAGTTCTCTTTTGGTG (SEQ ID NO:09)
E6 CTGTGCATAACTGTGGTAACTTTCTGGGTC (SEQ ID NO:10)
E6 TCACACAACGGTTTGTTGTATTGCTGTTCT (SEQ ID NO:11)
E6/E7 TGGGTTTCTCTACGTGTTCTTGATGATCTG (SEQ ID NO: 12)
E7 TAACAGGTCTTCCAAAGTACGAATGTCTAC (SEQ ID NO:13)
E7 TATGGTTTCTGAGAACAGATGGGGCACACA (SEQ ID NO:14)
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(continuacion)

Tipo de VPH Region Secuencia (5'-3’)

VPH18 E6 AGTGTTCAGTTCCGTGCACAGATCAGGTAG (SEQ ID NO:15)
E6 CCTCTGTAAGTTCCAATACTGTCTTGCAAT (SEQ ID NO:16)
E6 CCTCTATAGTGCCCAGCTATGTTGTGAAAT (SEQ ID NO:17)
E6/E7 TTGTGTTTCTCTGCGTCGTTGGAGTCGTTC (SEQ ID NO:18)
E7 CTGGCTTCACACI7TACAACACATACACAAC (SEQ ID NO:19)
E7 TGCTCGAAGGTCGTCTGCTGAGCTTTCTAC (SEQ ID NO:20)

Las secuencias de sondas especificas del VPH adicionales que se utilizan en los métodos y sistemas descritos en la
presente memoria pueden ser designadas y sometidas a ensayo utilizando cualquier metodologia para el disefio de
sondas apropiada.

A la hora de preparar la mezcla de reaccion, la muestra puede combinarse con las sondas de biomarcador marcada
utilizando cualquier protocolo adecuado. La combinacién se puede realizar mediante mezclado, segun se desee. El
contacto de la muestra con las sondas de biomarcador marcadas se realiza bajo condiciones de incubaciéon que
proporcionan la unién de las sondas a sus respectivos marcadores, si se encuentran presentes, en la muestra. En
algunos casos, las sondas y los ejemplos se ponen en contacto y se combinan a una temperatura que se encuentra
en un intervalo de 15 a 50, tal como por ejemplo de 20 a aproximadamente 40 °C. El contacto puede realizarse con
mezclado o agitacion, por ejemplo, con vortizacidon etc., para proporcionar una combinacion suficiente de los
componentes de reaccion y la muestra.

La mezcla de reaccion resultante puede entonces ser mantenida o incubada durante un periodo de tiempo previo al
ensayo para obtener datos morfométricos y de biomarcadores, por ejemplo, a través del analisis por citometria de
flujo (p. €j., segun se describe en mayor detalle mas adelante). En algunos casos, la mezcla de reaccién se incuba a
una temperatura que se encuentra en un intervalo de 15 a 50, tal como de 20 a aproximadamente 40 °C durante un
periodo de tiempo que oscila entre aproximadamente 30 minutos a 72 horas, tal como de 1 hora a 24 horas,
incluyendo de 1 hora a 3 horas. A continuacidon del paso anterior de incubacion, la muestra puede someterse a
ensayo inmediatamente o almacenarse para su ensayo en un momento posterior. Si se almacena, en algunas
realizaciones la muestra se almacena a una temperatura reducida; por ejemplo, en hielo.

Cuando se desee, la mezcla de reaccion resultante puede ser lavada, por ejemplo, para retirar cualquier sonda no
enlazada y otros componentes de la muestra. El lavado puede ser realizado utilizando cualquier protocolo apropiado,
por ejemplo, combinando la mezcla de reaccion con un tampén de lavado adecuado y separando las células del
fluido. Un protocolo de lavado determinado puede incluir uno o mas pasos de lavado distintos, segun se desee. A
continuacion de cualquier protocolo de lavado, las células marcadas pueden ser re-suspendidas en un liquido
adecuado, por ejemplo, el tampoén de lavado u otro tampdén, para su posterior analisis, por ejemplo, mediante un
analisis de citometria de flujo.

En algunas realizaciones, segun se describe anteriormente, la muestra de células liquida marcada esta marcada (o
coloreada) con un colorante celular no especifico, ya sea ademas de o en ausencia de un marcador de biomarcador.
Las células pueden ser coloreadas con un colorante no especifico utilizando cualquier protocolo apropiado. Son de
interés como colorantes celulares no especificos los colorantes especificos de ADN. Los tintes y colorantes que son
especificos para el ADN (o que se unen preferentemente a polinucledtidos de doble cadena en contraste con
polinucleétidos de cadena unica), y por tanto pueden emplearse como colorantes no especificos incluyen, pero no se
limitan a: Hoechst 33342 (2'-[4- etoxifenil]-5-[4-metil-1-piperazinil]-2,5’-bi-1 H-benzimidazol) y Hoechst 33258 (2’-[4-
etoxifenil]-5-[4-metil- 1-piperazinil]-2,5-bi-1H-benzimidazol) y otros de la serie Hoechst; SYTO 40, SYTO 11, 12, 13,
14, 15, 16, 20, 21, 22, 23, 24, 25 (verde); SYTO 17, 59 (rojo), DAPI, DRAQ5™ (un colorante de antraquinona con
una elevada afinidad para el ADN de doble cadena), YOYO-1, yoduro de propidio, YO-PRO-3, TO-PRO-3, YOYO-3
y TOTO-3, Verde SYTOX, SYTOX, verde de metilo, homodimero de acridina, 7-aminoactinomicina D, 9-amino-6-
cloro-2-metoxiactridina. Dependiendo de la tincién y ensayo en particular, la tincion puede utilizarse en la
cuantificacion del biomarcador, como una indicacion del ciclo celular, etc.

A continuacion de la preparacion de la muestra marcada, por ejemplo, segun se describe anteriormente, la muestra
se somete a ensayo para obtener tanto datos morfométricos como también datos del biomarcador y/o de células no
especificas. En algunos casos, el mismo alicuota de la muestra, es decir, la misma cantidad fisica de la muestra, se
somete a ensayo para obtener tanto los datos morfométricos como datos de biomarcadores/ células no especificas.
Por consiguiente, estas realizaciones se distinguen de los protocolos en los que un primer alicuota de una muestra
se somete a ensayo utilizando un protocolo, por ejemplo, protocolo en base a portaobjetos, para datos
morfométricos, y un segundo alicuota de la muestra se somete a ensayo utilizando otro protocolo, por ejemplo, un
protocolo de citometria de flujo.
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Los datos morfométricos hacen referencia a cualquier tipo de dato del que se pueda obtener informaciéon de la
morfologia de la célula, es decir, informacién acerca del tamafo, forma y/o estructura de las células. Los datos
morfométricos de interés incluyen, pero no se limitan a, datos seleccionados del grupo que consiste en: datos de
dispersion de luz frontal, datos de dispersion de luz lateral, datos de imagen y combinaciones de los mismos. Los
parametros morfoldgicos de interés incluyen, pero no se limitan a: area nuclear, perimetro, textura o contenidos de
frecuencia, posicion centroide, forma (es decir, redonda, eliptica, en forma de pesa, etc.), volumen, y relaciones de
cualquiera de estos parametros. Los datos morfométricos obtenidos pueden ser para células como un conjunto o
para sub-partes de las mismas, por ejemplo, el citoplasma de células. En algunos casos, los datos morfométricos
pueden incluir una designacion real de si una célula es normal o anormal, incluyendo el tipo de célula anormal. Por
ejemplo, los datos morfométricos pueden, en algunos casos, incluir una designacién de que una célula determinada
es anormal, por ejemplo que la célula es: una célula escamosa atipica, p. €j., una célula escamosa atipica de
significado indeterminado (ASC-US), células escamosas atipicas sugestivas de lesion de alto grado (ASC-H); lesion
intraepitelial escamosa de bajo grado (LGSIL o LSIL); lesion intraepitelial escamosa de alto grado (HGSIL o HSIL);
carcinoma de células escamosas; células glandulares atipicas de significado indeterminado (AGC-NOS); Células
endocervicales/glandulares atipicas, con posible AIS o posiblemente neoplasicas (AGC-neoplasicas); y
adenocarcinoma in situ (AIS).

Los datos de un biomarcador hacen referencia a cualquier tipo de datos de los que se puede obtener informacion del
biomarcador para la célula. En algunos casos, los datos del biomarcador son datos que incluyen una sefial emitida
por el marcador de la sonda de un biomarcador marcada que se emplea en el ensayo. Los datos del biomarcador
pueden encontrarse en forma de la presencia y la amplitud de la luz emitida, el nimero de posiciones discretas en
una célula u otro objeto a partir del cual se origina(n) la sefial o sefales de luz, la localizacion relativa de las fuentes
de la sefal, y el color (longitud de onda o banda de onda) de la luz emitida en cada posicion en la célula. Los datos
del biomarcador pueden tomar la forma de datos cualitativos, semi-cualitativos o cuantitativos. Los datos cualitativos
son simplemente la presencia o ausencia del biomarcador. Los datos semi-cualitativos son datos que proporcionan
alguna indicacion de la cantidad, por ejemplo, el nimero de copias, concentracion, etc., del biomarcador en la célula.
Por ejemplo, los datos semi-cuantitativos pueden tomar la forma de una indicacidon de que el numero de copias de
un biomarcador de interés se encuentra por encima de un determinado ndmero umbral. Los datos cuantitativos
proporcionan una indicacion de un valor absoluto, por ejemplo, nimero de copias, cantidad, etc., del biomarcador en
la célula. Los datos semi-cuantitativos y cuantitativos pueden denominarse en conjunto como datos de cuantificacion
de biomarcadores.

En algunos casos, el biomarcador de interés en un ARNm que esta presente cuando un sujeto esta infectado con
una cepa del VPH de alto riesgo. Los ARNm de interés incluyen un ARNm del E6/E7 del VPH. En estas
realizaciones, puede determinarse el nimero de copias absoluto de las especies de ARNm de interés, de tal manera
que se obtienen los datos de cuantificacion de las especies de ARNm. En algunos casos en los que el biomarcador
es el E6, E7 del VPH, se determina la cantidad total de especies de ARNm de E6, E7 por célula. En estos casos, es
de interés la identificacion de células con 2 o mas, tal como 5 o mas, incluyendo 10 o mas, 50 o mas, 100 o mas,
200 o mas, 500 o mas copias de ARNm del E6/E7 del VPH por célula, ya que estas células pueden estar asociadas
a la presencia de una lesion CIN en el huésped. En algunos casos, los datos de unos biomarcadores que se
obtienen en los métodos de la invencion proporcionan informacion de que hay de 2 a 1000 copias de ARNm de ES6,
E7 del VPH por célula, por ejemplo, de 5 a 750 copias de ARNm de E6, E7 del VPH por célula, incluyendo de 10 a
500 copias de ARNm de E6, E7 del VPH por célula. En algunos casos, los datos del biomarcador que se obtienen
son los datos del numero de copias de ARNm de E6, E7 del VPH por célula segun se describe en la Patente de
Estados Unidos N° 7.524.631, cuya descripcion se incorpora en la presente memoria por referencia. La
determinacién del numero de copias puede incluir comparar una Unica copia con un control adecuado, por ejemplo,
segun se proporciona por un colorante de ADN no especifico (tal como se describe a continuacion), por un valor de
referencia, etc.

En algunos casos, también se obtienen mediciones fotométricas. Las mediciones fotométricas permiten la
determinacion de la densidad optica, la densidad 6ptica del citoplasma, la densidad éptica de fondo, y las relaciones
de estos valores.

Los datos de células no especificas son cualquier tipo de datos a partir de los cuales puede obtenerse informacion
de células no especificas (es decir, biomarcadores de no especificidad) para las células en la muestra. En algunos
casos, los datos de células no especificas son datos que incluyen una sefal emitida por un colorante celular no
especifico que se emplea en el ensayo. Los datos de células no especificas pueden encontrarse en forma de la
presencia y amplitud de la luz emitida, el nimero de posiciones discretas en una célula u otro objeto a partir del cual
se origina(n) la sefal o sefiales de luz, la localizacion relativa de las fuentes de la sefial, y el color (longitud de onda
o banda de onda) de la luz emitida en cada posicion en la célula. Los datos de células no especificas pueden tomar
la forma de datos cualitativos, semi-cuantitativos o cuantitativos. Por ejemplo, los datos de células no especificas
cuantitativos o semi-cuantitativos pueden incluir datos sobre el contenido de ADN de una célula, obtenidos utilizando
un colorante de ADN (p. ej., segin se ha descrito anteriormente). Otros datos cuantitativos incluyen volumen
electrénico (EV). Por tanto, los datos de células no especificas pueden proporcionar una indicacién de un valor
absoluto o relativo, por ejemplo, nimero de copias, cantidad, etc., del componente celular no especifico en la célula.
Los datos semi-cuantitativos y cuantitativos pueden denominarse de forma conjunta como datos de cuantificacion de
células no especificas. Los datos de células no especificas cualitativos pueden proporcionar informacién con
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respecto a la presencia o ausencia de una caracteristica en particular de una célula. Por ejemplo, en células
coloreadas con un colorante de ADN, puede determinarse la presencia o ausencia de un nucleo celular (p. €j., el
numero de células nucleadas en una muestra, también denominado porcentaje de nucleacion).

Se observa que cuando multiples marcadores distintos han de ser detectados en una Unica muestra liquida de
células marcada, por ejemplo, marcadores de sondas de biomarcadores y colorantes celulares no especificos en
una unica muestra, los marcadores y colorantes empleados pueden elegirse para proporcionar una sefal distinguible
(segun se describe anteriormente para utilizar multiples sondas de biomarcadores en una Unica muestra). Por
ejemplo, en realizaciones en las que se emplean una sonda de un biomarcador marcada y un colorante de ADN, el
marcador para la sonda de un biomarcador es un marcador fluorescente que produce una sefial fluorescente que es
distinguible de la sefial fluorescente del colorante de ADN. Por consiguiente, las sefales fluorescentes producidas
ante la excitacion de la sonda del biomarcador y del colorante de ADN son distinguibles unas de otras, lo que
significa que ambas pueden ser detectadas al mismo tiempo y que la sefial de una no modifica o cambia la sefal de
la otra. Cada marcador distinto puede producir sefiales que son distinguibles de cualquier otro marcador. Por
ejemplo, las células pueden ser coloreadas con tres marcadores fluorescentes que producen tres sefiales
fluorescentes distintas que son distinguibles entre si tras su excitacion.

Los anteriores tipos de datos, por ejemplo, los datos morfométricos, de biomarcadores, y datos de células no
especificas, pueden obtenerse a partir del mismo alicuota de la muestra utilizando cualquier protocolo apropiado. En
algunos casos, se emplea un protocolo de citometria de flujo que recopila cada tipo de datos. La citometria de flujo
es una metodologia bien conocida que utiliza datos multi-paramétricos para identificar y distinguir entre diferentes
tipos de particulas (p. €j., células), es decir, particulas que varian de una a otra en términos de marcadores (longitud
de onda, intensidad), tamafio, etc., en un medio fluido. A la hora de analizar por citometria de flujo la muestra
preparada segun se ha descrito anteriormente, un alicuota de la muestra se introduce en primer lugar en el conducto
de flujo del citémetro de flujo. Cuando se encuentran en el conducto del flujo, las células en la muestra se hacen
pasar sustancialmente una cada vez a través de una o mas regiones de deteccion, en las que cada una de las
células es expuesta por separado individualmente a una fuente de luz en una Unica longitud de onda (o en algunos
casos dos o mas fuentes de luz distintas) y se registran por separado para cada célula las medidas de los
parametros morfométricos, por ejemplo, los parametros de dispersion de la luz, y/o los parametros de los
biomarcadores, por ejemplo, emisiones fluorescentes, segun se desee. Los datos registrados para cada célula se
analizan en tiempo real o se almacenan en un medio de almacenamiento y analisis de datos, tal como un ordenador,
para su posterior analisis, segun se desee.

De forma mas especifica, en un citémetro de flujo, las células se hacen pasar, en suspension, sustancialmente una a
la vez en un conducto de flujo a través de una o mas regiones de deteccion, donde en cada region cada célula es
iluminada por una fuente de energia. La fuente de energia puede incluir un iluminador que emite luz de una Unica
longitud de onda, tal como la proporcionada por un laser (por ejemplo, He/Ne o argéon) o una lampara de arco de
mercurio con unos filtros apropiados. Por ejemplo, puede utilizarse luz a 488 nm como una longitud de onda de
emision en un citometro de flujo con una Unica region de deteccion. Para citometros de flujo que emiten luz en dos
longitudes de onda distintas, pueden emplearse longitudes de onda de emisiéon de luz adicionales, en las que las
longitudes de onda especificas de interés incluyen, pero no se limitan a: 535 nm, 635 nm, y similares.

En series con una region de deteccion, se utilizan detectores, por ejemplo, colectores de luz, tales como tubos
fotomultiplicadores (o “PMT”), colectores de imagenes (p. €j., en forma de dispositivos de carga acoplada (CCDs)),
etc., para registrar la luz que pasa a través de cada célula (denominada en general dispersion de luz frontal), la luz
que se refleja ortogonal a la direccion del flujo de las células a través de la region de deteccion (generalmente
denominada dispersion de luz ortogonal o lateral), y la luz fluorescente emitida de las células, si estan marcadas con
un marcador o marcadores fluorescentes, a medida que las células atraviesan la regién de deteccion y son
iluminadas por la fuente de energia. Cada tipo de dato que se obtiene, por ejemplo, dispersion de luz frontal (o FSC),
dispersion de luz ortogonal (SSC), y emisiones fluorescentes (FL1, FL2, etc.) e imagen, etc., comprende un
parametro individual para cada célula (o cada “evento").

Los citometros de flujo ademas incluyen medios de adquisicion de datos, analisis y registro, tales como un
ordenador, en donde multiples canales de datos registran datos de cada detector para los datos morfométricos y de
biomarcadores emitidos por cada célula a medida que pasa a través de la regién de deteccion. El proposito del
sistema de analisis es clasificar y realizar un conteo de las células, en donde cada célula se presenta a si misma
como un conjunto de valores paramétricos digitalizados. A lo hora de someter a las células a ensayo por citometria
de flujo, el citdbmetro de flujo puede estar ajustado para activarse en un parametro seleccionado para distinguir las
células de interés del ruido de fondo. “Activarse” hace referencia a un umbral preestablecido para la deteccién de un
parametro. Se utiliza habitualmente como un medio para detectar el paso de la célula a través del haz laser. La
deteccion de un evento que excede el umbral para el parametro seleccionado activa la adquisicion de datos de la
dispersion de luz y de la fluorescencia para la célula. Los datos no se adquieren para células u otros componentes
en el medio que se esta sometiendo a ensayo que cause una respuesta por debajo del umbral. El parametro de
activacion puede ser la deteccién de luz dispersa frontal causada por el paso de una célula a través del haz de luz.
El citometro de flujo entonces detecta y recoge los datos de la dispersién de luz y la fluorescencia para la célula.

Una subpoblacion de interés en particular se analiza entonces mediante acotamiento de subpoblaciones de interés
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(“gating) en base a los datos recogidos para la poblacién total. Para seleccionar un acotamiento apropiado, los datos
se representan graficamente para obtener la mejor separacion de subpoblaciones posible. Este procedimiento se
realiza habitualmente representando la dispersion de luz frontal (FSC) vs. la dispersion de luz lateral (es decir,
ortogonal) (SSC) en un grafico de puntos bidimensional. El operador del citdmetro de flujo selecciona entonces la
subpoblacion de células deseada (es decir, aquellas células dentro del acotamiento) y excluye las células que no se
encuentran dentro del acotamiento. Cuando se desee, el operador puede seleccionar el acotamiento dibujando una
linea alrededor de la subpoblacién deseada utilizando un cursor en una pantalla del ordenador. Unicamente aquellas
células dentro del acotamiento se analizan entonces en mas detalle, representando graficamente los demas
parametros para estas células, tales como la fluorescencia.

Puede emplearse cualquier citémetro de flujo que sea capaz de obtener tanto datos morfométricos como datos de
biomarcadores/células no especificas, por ejemplo, tal como se ha descrito anteriormente, a partir del mismo
alicuota de una muestra liquida. Son de interés los sistemas de citdmetro de flujo descritos en las Patentes de
Estados Unidos Nos. 6211955, 6249341, 6256096, 6473176, 6507391, 6532061, 6563583, 6580504, 6583865,
6608680, 6608682, 6618140, 6671044, 6707551, 6763149, 6778263, 6875973, 6906792, 6934408, 6947128,
6947136, 6975400, 7006710, 7009651, 7057732, 7079708, 7087877, 7190832, 7221457, 7286719, 7315357,
7450229, 7522758, 7567695, 7610942, 7634125, 7634126, 7719598.

Los datos morfométricos y de biomarcadores/células no especificas obtenidas del mismo alicuota de la muestra de
células cervicales, por ejemplo, tal como se describe anteriormente, se emplean para saber si el sujeto tiene una
lesion CIN, tal como se ha descrito anteriormente. Pueden emplearse diversas combinaciones de datos
morfométricos, de biomarcadores, y de células no especificas a la hora de realizar una prediccion de si un sujeto
tiene una lesion CIN. Las combinaciones de interés incluyen, pero no se limitan a, las siguientes: a) analisis de la
relacién nucleo - citoplasma (N/C) (por ejemplo, para identificar células anormales) combinado con cuantificacion del
ARNm de EB6, E7; b) analisis de la relacion N/C combinada con un analisis del ciclo celular, segun se determina por
tincion con DAPI y fluorescencia verde de la sefial de hibridacion del ARNm del E6, E7; c) analisis de la relacion N/C
combinada con el analisis del ciclo celular segun se determina por tincion de p16 y fluorescencia verde de la sefial
de hibridacion del ARNm del E6, E7; d) analisis de la relaciéon N/C combinado con un analisis del ciclo celular segun
se determina por tincion con DAPI (u otro colorante de ADN), etc.

Las relaciones N/C aumentadas o elevadas incluyen relaciones N/C que son de 0,25 o mayor, de 0,30 o mayor, 0,4
o mayor, 0,5 o mayor, 0,6 o mayor, 0,7 o mayor, 0,8 o mayor, 0,9 o mayor, 0,95 o mayor, etc.

Ademas de la relacion N/C, puede utilizarse la evaluacion del area nuclear (NA) como dato morfométrico. Las
células en una muestra de células cervicales con un aumento del area nuclear, por ejemplo, en comparacion con
nucleos en células escamosas normales intermedias, pueden identificarse como células anormales. Las células
anormales pueden tener una relacion de area nuclear con respecto a area nuclear (area nuclear de la célula de
interés/ area nuclear de célula escamosa intermedia normal) de 1,25 o mas, 1,75 o mas, 2,0 o mas, 2,25 o mas, 2,75
o mas, 3,0 o mas, 3,25 o mas, 3,5 o0 mas, etc. Se observa aqui que utilizando observaciones por microscopia
estandar, la precision de la estimacion del area nuclear es baja (ver, p. €j., Schmidt et al., 2008, "Visual estimates of
nucleus-to-nucleus ratios: can we trust our eyes to use the Bethesda ASCUS and LSIL size criteria?" Cancer
114(5):287-93. Aspectos de la presente invencién proporcionan una evaluacién mas precisa y reproducible del area
nuclear.

Pueden también emplearse parametros de datos adicionales a la hora de analizar las células en la muestra de
células cervicales, incluyendo dispersion de luz lateral (ortogonal), dispersion frontal, y volumen electrénico (EV; una
medida del tamafo de la célula; en base al principio de Coulter). Dichos parametros se utilizan a la hora de
identificar poblaciones o sub-poblaciones de células en la muestra que van a ser analizadas para determinar la
presencia de células anormales (ver, p.€j., la FIG. 6 y su descripcion en la presente patente). Por ejemplo, el analisis
del contenido de ADN (por ejemplo, utilizando DAPI) permite la diferenciacion de células escamosas enucleadas de
las nucleadas.

En algunos casos, los métodos incluyen determinar que la muestra celular sometida a ensayo incluye células
cancerosas. En estas realizaciones, los métodos incluyen identificar la presencia de una o mas células cancerosas
en la muestra, en las que la identificacion se realiza en base a datos morfométricos y de biomarcadores, por
ejemplo, segun se describe anteriormente. Dichas realizaciones pueden o no incluir la prediccion de la presencia de
CIN en un sujeto, ya que los métodos de estas realizaciones identifican la presencia de células cancerosas reales en
la muestra.

En algunos casos, la prediccion de la presencia de una lesion CIN se realiza dentro de un corto periodo de tiempo a
continuacion de la introduccion de la muestra en el citmetro. Por consiguiente, pueden proporcionarse resultados a
un usuario en un periodo de 6 horas o menos, tal como 3 horas o menos, por ejemplo, 2 horas o menos, incluyendo
1 hora o menos. Cuando se desee, el tiempo de ensayo total que va desde la obtencién de la muestra del sujeto
hasta la entrega del resultado al sujeto es de 6 horas o menos, tal como 5 horas o menos, por ejemplo, 4 horas o
menos, incluyendo 3 horas o menos, por ejemplo, 2 horas 0 menos.

En algunos casos, los métodos ademas incluyen realizar andlisis adicionales de un sujeto si los métodos tienen
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como resultado la prediccion de una lesion CIN en el sujeto. Por ejemplo, cuando los métodos de la invencion tienen
como resultado la prediccion de una lesiéon CN2+ en un sujeto, los métodos pueden entonces incluir ademas
proporcionar una recomendacion a un sujeto de que se tomen acciones adicionales, por ejemplo, en forma de mas
procedimientos diagnodsticos, tales como biopsia. En algunos casos, los métodos incluyen tomar acciones
diagndsticas adicionales. La accion diagndstica adicional puede incluir una colposcopia, en la que se realiza una
inspeccion visual aumentada para identificar células anormales en la superficie del cérvix. Si la biopsia indica que
puede haber cancer o lesiones pre-cancerosas presentes, se pueden tomar procedimientos de diagnostico y
tratamiento adicionales, tales como un procedimiento de extirpacion electroquirdgica (LEEP, por sus siglas en inglés)
y conizacion, en el que se extrae la capa interior del cérvix para ser examinada patolégicamente.

Aunque los métodos son adecuados para su uso con una variedad de diferentes sujetos mamiferos hembra, son de
interés el uso de los métodos con sujetos femeninos humanos, tales como sujetos femeninos humanos de 10 afios
de edad o mayores, por ejemplo, 15 afios de edad, incluyendo 20 afios de edad o mayores.

Dispositivos y sistemas

Entre los aspectos de la invencién se incluyen ademas sistemas para su uso en la practica de los métodos objeto de
la misma. Los sistemas de interés incluyen un citdmetro de flujo configurado para el ensayo de una muestra liquida
para datos tanto morfométricos como de biomarcadores, por ejemplo, tal como se describe anteriormente. Los
citbmetros de flujo de interés incluyen, pero no se limitan a, aquellos dispositivos descritos en la Patente de Estados
Unidos Nos.: 4.704.891; 4.727.029; 4.745.285; 4.867.908; 5.342.790; 5.620.842; 5.627.037; 5.701.012; 5.895.922; y
6.287.791 los cuales, si fuera necesario, se modifican para incluir la habilidad para obtener los datos de imaen segun
se describe anteriormente, ademas de aquellos citémetros descritos en las Patentes de Estados Unidos Nos.
6211955, 6249341, 6256096, 6473176, 6507391, 6532061, 6563583, 6580504, 6583865, 6608680, 6608682,
6618140, 6671044, 6707551, 6763149, 6778263, 6875973, 6906792, 6934408, 6947128, 6947136, 6975400,
7006710, 7009651, 7057732, 7079708, 7087877, 7190832, 7221457, 7286719, 7315357, 7450229, 7522758,
7567695, 7610942, 7634125, 7634126, 7719598.

En algunos casos, el citdmetro de flujo incluye: un canal de flujo; al menos una primera fuente de luz configurada
para dirigir la luz a una regién de ensayo del canal de flujo (en la que en algunos casos el citdmetro incluye dos o
mas fuentes de luz); un primer detector configurado para recibir luz de una primera longitud de onda de la region del
canal de flujo; y un segundo detector configurado para recibir luz de una segunda longitud de onda de la region de
ensayo del canal de flujo; y un detector de imagenes configurada para obtener datos de células. Dicho citémetro de
flujo tendria al menos dos canales de deteccion ademas del detector de imagenes. En algunos casos, el dispositivo
puede incluir mas de dos canales de deteccion, por ejemplo, 3 0 mas, 4 o mas, 5 o mas, 10 o mas, etc.

Los aspectos de la invencién ademas incluyen un médulo de procesamiento de sefial configurado para recibir los
datos morfométricos y los datos de biomarcadores del primer y segundo detector y generar un resultado de una
prediccion de si un sujeto tiene una lesion de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) en base tanto a los datos
morfométricos como a los datos de biomarcadores. El modulo de procesamiento de sefial puede estar integrado en
el citbmetro como un unico dispositivo, o distribuido desde el citdmetro cuando el médulo de procesamiento de sefial
y el citdbmetro estan en comunicacioén entre si, por ejemplo, mediante un protocolo de comunicaciones por cable o
inalambrico.

Por consiguiente, los aspectos la invencion ademas incluyen sistemas, por ejemplo, sistemas basados en
ordenador, que estan configurados para predecir la presencia de una lesidon CIN en un sujeto, por ejemplo, segun se
describe anteriormente. Un “sistema basado en ordenador’ hace referencia a medios de hardware, medios de
software, y medios de almacenamiento de datos utilizados para analizar la informaciéon de la presente invencion. El
hardware minimo de los sistemas basados en ordenador de la presente invencién comprende una unidad de
procesamiento central (CPU), medios de entrada de datos, medios de salida de datos, y medios de almacenamiento
de datos. Un experto en el arte puede apreciar facilmente que cualquiera de los sistemas basados en ordenador
actualmente disponibles son adecuados para su uso en la presente invencién. Los medios de almacenamiento de
datos puede comprender cualquier producto que comprenda un registro de la presente informacion segun se
describe anteriormente, o un medio de acceso a memoria que puedan acceder a dicho producto.

“Registrar” los datos, la programacion u otra informacioén en un medio legible por ordenador hace referencia a un
proceso para almacenar informacion, utilizando dichos métodos tal como se conocen en la técnica. Puede elegirse
cualquier estructura de almacenamiento de datos apropiada, en base a los medios utilizados para acceder a la
informacion almacenada. Puede utilizarse una variedad de programas procesadores de datos y formatos pueden ser
utilizados para el almacenamiento, por ejemplo, un archivo de procesamiento de texto, un formato de base de datos,
etc. Pueden utilizarse una variedad de programas y formatos procesadores de datos para el almacenamiento, por
ejemplo un archivo de procesamiento de texto, formato de base de datos, etc.

Un “procesador” referencia cualquier combinacion de hardware y/o software que realizara las funciones requeridas
del mismo. Por ejemplo, cualquier procesador en la presente patente puede ser un microprocesador digital
programable tal como los disponibles en la forma de un controlador electrénico, procesador central, servidor u
ordenador personal (de sobremesa o portatil). Cuando el procesador es programable, puede comunicarse una
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programacion adecuada desde una localizacién remota al procesador, o guardarse previamente en un producto de
programa de ordenador (tal como un medio de almacenamiento legible por ordenador fijo o portatil, ya sea un
dispositivo basado en un estado magnético, 6ptico o sélido). Por ejemplo, un medio magnético o disco 6ptico puede
portar la programacion, y puede ser leido por un lector adecuado que se comunica con cada procesador en su
correspondiente estacion.

Las realizaciones de los sistemas objeto de la invencion incluyen los siguientes componentes: (a) un médulo de
comunicaciones para facilitar la transferencia de informacion entre el sistema y uno o mas usuarios, por ejemplo,
mediante un ordenador de usuario, segun se describe mas adelante; y (b) un médulo de procesamiento para realizar
una o mas tareas implicadas en los métodos de analisis cuantitativos de la invencion.

En determinadas realizaciones, se describe un producto de programa de ordenador que comprende un medio usable
por ordenador con una légica de control (un programa de software informatico, que incluye un cédigo de programa)
almacenada en el mismo. La logica de control, cuando se ejecuta por el procesador del ordenador, causa que dicho
procesador realice las funciones descritas en la misma. En otras realizaciones, algunas funciones son
implementadas principalmente en la utilizacion del hardware, por ejemplo, una maquina de estados con hardware.
La implementacion de la maquina de estados con hardware para realizar las funciones descritas en la presente
patente puede lograrse utilizando cualquier método u técnicas apropiadas.

Ademas del dispositivo sensor y del modulo de procesamiento de sefial, por ejemplo, segun se describe
anteriormente, los sistemas de la invencion pueden incluir una cantidad de componentes adicionales, tales como
dispositivos de salida de datos, por ejemplo, monitores y/o altavoces, dispositivos para la entrada de datos, por
ejemplo puertos de interfaz, teclados, etc., componentes de manipulacion de fluidos, fuentes de alimentacion, etc.

En algunos casos, los sistemas pueden ademas incluir una mezcla de reaccion obtenida de los mismos (por
ejemplo, células lavadas producidas a partir de los mismos), donde la mezcla de reaccion se prepara tal como se
describe anteriormente, por ejemplo, combinando una muestra, una o mas sondas de un biomarcador marcada y, un
colorante no especifico opcional.

Utilidad

Los métodos y sistemas objeto se utilizan en una variedad de diferentes aplicaciones en las que se desea la
prediccion de deteccién de una lesion CIN en un sujeto. Dichas aplicaciones incluyen tanto aplicaciones de
investigacion como de diagnostico, por ejemplo, aplicaciones en las que se diagnostica a un sujeto con respecto a la
presencia de o a la tendencia a desarrollar un cancer cervical, por ejemplo, tal como se describe anteriormente. La
utilidad clinica de los métodos y sistemas descritos en la presente memoria proporcionan herramientas potentes
para detectar y cribar patogénesis relacionadas con el VPH y el desarrollo del cancer cervical tanto en estados
tempranos como tardios, permitiendo de este modo la intervenciéon terapéutica para evitar la progresion de la
enfermedad ademas de una oportunidad para proporcionar un tratamiento precoz. Ademas, los métodos y sistemas
objeto se utilizan en la evaluacién del prondstico o el riesgo de una enfermedad o condicion relacionada con el VPH,
para monitorizar la evolucion de una enfermedad o condiciéon relacionada con el VPH, y para monitorizar la eficacia
de un tratamiento o farmaco anti-VPH, tal como por ejemplo, una vacuna anti-VPH o un candidato a vacuna anti-
VPH.

Realizaciones relacionadas con ordenadores

Los aspectos de la invencion ademas incluyen una variedad de realizaciones relacionadas con ordenador.
Especificamente, los métodos de analisis de datos descritos en las secciones previas pueden ser realizados
utilizando un ordenador. Por consiguiente, la invencidon proporciona un sistema basado en ordenador para analizar
los datos que utilizan los métodos anteriores para detectar o predecir una lesién CIN.

En determinadas realizaciones, los métodos estan codificados sobre un medio fisico legible por ordenador en forma
de “programacion”, donde el término “medio legible por ordenador” tal como se utiliza en la presente patente hace
referencia a cualquier medio de almacenamiento o transmisién que participa a la hora de proporcionar instrucciones
y/o datos a un ordenador para la ejecucion y/o el procesamiento. Entre los ejemplos de medios de almacenamiento
se incluyen discos flexibles, cinta magnética, CD-ROM, una unidad de disco duro, un ROM o circuito integrado, un
disco magnetooptico, o una tarjeta legible por ordenador tal como una tarjeta PCMCIA y similares, ya sean dichos
dispositivos internos o externos al ordenador. Un archivo que contiene informacion puede ser “almacenado” en un
medio legible por ordenador, donde “almacenar” significa registrar informacion de tal manera que sea accesible y
recuperable en una fecha posterior por un ordenador. Son de interés medios no transitorios, es decir, medios fisicos
en los que la programaciéon esta asociada con, tal como registrada en, una estructura fisica. Los medios no
transitorios no incluyen sefales electronicas en transito mediante un protocolo inalambrico.

Con respecto a los medios legibles por ordenador, “memoria permanente” hace referencia” a una memoria que es
permanente. La memoria permanente no se borra por la interrupcién del suministro a un ordenador o procesador.
Una unidad de disco duro del ordenador, CD-ROM, disco flexible y DVD son todos ejemplos de memoria
permanente. Una memoria de acceso aleatorio (RAM) es un ejemplo de memoria no permanente. Un archivo en la
memoria permanente puede ser editable y re-escribible.
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Kits

En aun otro aspecto, la presente invencién proporciona kits para practicar los métodos objeto, por ejemplo, segun se
describe anteriormente. Los kits objeto pueden incluir sondas de biomarcadores marcadas, por ejemplo, segin se
describe anteriormente. Ademas, los kits pueden incluir colorantes no especificos, segun se describe anteriormente.
Ademas, el kit puede incluir una o0 mas composiciones adicionales que se emplean, incluyendo pero sin limitarse a:
tampones, diluyentes, reactivos de fijacion, reactivos de permeabilizacion, etc., que pueden emplearse en un ensayo
determinado. Los kits pueden ademas comprender dispositivos de obtencidon de muestras, por ejemplo, cepillos
cervicales, segun se ha descrito anteriormente. Los componentes anteriores pueden estar presentes en envases
independientes o uno o mas componentes pueden estar combinados en un Unico envase, por ejemplo, un vial de
cristal o plastico.

Ademas de los anteriores componentes, los kits objeto de la invencién incluiran ademas instrucciones para la
practica de dichos métodos objeto. Estas instrucciones pueden estar presentes en los kits objetos en una variedad
de formas, una o mas de las cuales puede estar presente en el kit. Una forma en la que estas instrucciones pueden
estar presentes es como informacién impresa en un medio o sustrato adecuado, por ejemplo, una pieza o piezas de
papel sobre la cual la informacién se imprime, en el empaquetado del kit, en un prospecto, etc. Incluso otro medio
seria un medio legible por ordenador, por ejemplo, diskette, CD, etc., en el que la informacion se ha registrado.
Incluso otro medio que puede estar presente es una direccién de un sitio web que puede ser utilizada mediante
Internet para acceder a la informacién en un sitio apartado. Cualquier medio apropiado puede estar presente en los
kits.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion y a modo de limitacion.
Experimentos

Se obtuvo un alicuota de 1 ml de una muestra, de la muestra de una citologia cervical en base liquida (LBC) y se
centrifugd a 1000xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. El pellet celular resultante se lavé dos veces en una
solucion tampén de fosfatos (PBS), a un pH 7,4 y las células se fijaron y permeabilizaron durante 1 h a temperatura
ambiente utilizando IncellFP (Incelldx, Menlo Park, CA). Las células fijas y permeabilizadas resultantes se lavaron
dos veces utilizando dos tampones (PBS y 2XSSC) de pre-hibridacion diferentes, y se prepar6 un coéctel de
hibridacién mezclando un tampén de hibridacion (5XSSC, 30% de formamida) con un céctel de sonda de ARNm del
E6, E7 del VPH, para todos los tipos de VPH de alto riesgo conocidos (el coctel de sonda era de los que se
encuentran en el céctel de sondas del kit OncoTect™ de deteccion de ARNm del E6, E7 del VPH (incellDx, Menlo
Park, CA). La reaccién de hibridacion se realizé en un bafio de agua precalentada a 4311 °C durante 30 minutos y
fue seguido de un lavado a fondo de las células con dos tampones post-hibridacion (2XSSC, Triton X-100 y 0,1 X
SSC, Triton X-100) para retirar la sonda no enlazada. Las células se lavaron en 1 ml de PBS que contiene 2% de
suero bovino fetal y son re-suspendidas en 60ml de PBS, 0,05% Triton X-100, y 1mg/ml DAPI. Previamente a la
ejecucion en el instrumento, se afiadié 200ml de EDTA10mM en PBS. Las muestras se homogeneizaron con una
jeringuilla y se ejecutaron en un instrumento ImageStream (de Amnis Inc, Seattle, WA). El instrumento se ajusté para
distinguir las células Unicas intactas utilizando una relacién de aspecto contra un grafico de puntos de un area, por
ejemplo, tal como se muestra en la FIG. 1. Este ajuste permitio: (1) la identificacion de células anormales por el
analisis de la relacion N/C (nucleo - citoplasma) (ver, por ejemplo, la FIG. 2); y (2) cuantificaciones del ARNm del EB,
E7 segun se determina por tincion con DAPI y fluorescencia verde de la sefial de hibridacién del ARNm del E6, E7
(ver las FIGS. 3A y 3B).

De forma alternativa, el analisis del ciclo celular segun se determina por un reactivo de tincion del ADN (por ejemplo,
tincion con DAPI o DRAQS5 de las células) y puede utilizarse fluorescencia verde de la sefial de hibridacion del
ARNm del E6, E7 para detectar células anormales. Por ejemplo, como puede verse en el histograma de la FIG. 4, la
sobreexpresion del ARNm del E6/E7 (eje Y) se observa en células con un incremento en el contenido de ADN (eje
X; el colorante de ADN es DRAQ5).

El uso combinado de mediciones morfométricas conforme con los criterios aceptados basados en portaobjetos en la
Tabla 1 y la sobreexpresion del ARNm del E6, E7, en base a célula-por-célula, todo realizado en las células en
suspension, aumentd la sensibilidad y especificidad para la deteccion del CIN 2+ hasta >95% y >90%
respectivamente. Este rendimiento en un unico ensayo excede enormemente el rendimiento de la prueba del frotis
de PAP y el ADN del VPH combinado para la deteccion de lesiones CIN 2+.

Este enfoque puede ser utilizado sustituyendo un anticuerpo de p16 para la deteccion de ARNm del E6, E7, o
sustituyendo las sondas de ARNm del E6, E7 con sondas dirigidas a microARN especificos o alteraciones del
cromosoma 3g- asociadas con el cancer cervical, o sustituyendo los anticuerpos dirigidos a E6, E7 por las sondas de
ARNm del E6, E7.

Como una alternativa adicional, puede utilizarse un analisis del ciclo celular segin se determina por un reactivo de
tincion del ADN combinado con mediciones morfométricas, por ejemplo la relacion nucleo/citoplasma de las células,
para detectar células anormales. Por ejemplo, la FIG. 5A y 5B muestra histogramas de relaciones N/C (eje Y) versus
contenido de ADN de células cervicales normales (FIG. 5A, panel superior), células cervicales de LSIL (FIG. 5A,
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panel inferior), y células cervicales HSIL (FIG. 5B, ambos paneles). Esta alternativa utiliza Gnicamente 1 reactivo de
tincion, es decir, el reactivo de tincién de ADN no especifico.

Ademas, tal como se muestra en la Tabla 2 a continuacion, hemos observado que el grado de nucleacion de células
escamosas en la muestra, segun se determina utilizando un reactivo de tincion de ADN, corresponde con la
gravedad de la anormalidad citolégica. Especificamente, un aumento en el porcentaje de nucleacién de las células
escamosas en la muestra corresponde a un aumento de la gravedad de la anormalidad citologica. En la Tabla 2, las
células escamosas en la muestra corresponden a un aumento en la gravedad de la anormalidad citoldgica. En la
Tabla 2, las células escamosas normales presentaron un % de nucleacién de aproximadamente un 50%, las células
escamosas LSIL presentaron un % de nucleacion de aproximadamente 80%, y las células escamosas HSIL tenian
un % de nucleacion por encima del 90%. Como tal, un porcentaje de nucleacion para células escamosas en una
muestra de un sujeto de aproximadamente un 80% o mas, indica que el sujeto tiene una lesiéon de neoplasia de
intraepitelial cervical (CIN), (p. €j., LSIL o HSIL), donde un porcentaje de nucleacion de aproximadamente el 90% o
mas en la muestra indica que el sujeto tiene una lesion epitelial escamosa de alto grado (HSIL).

Tabla 2: Nucleacion de la poblacion de células escamosas segun se determina por un diagndstico de frotis de PAP
anormal

Grupo de muestra Citologia % nucleado
1 Normal 47,33
2 LSIL 82,66
3 HSIL 94,38
4 HSIL 93,41

LSIL - lesion epitelial de células escamosas de bajo grado
HSIL - lesion epitelial de células escamosas de alto grado

Las muestras de células cervicales pueden incluir tipos de células (y otros detritus) que no son relevantes para los
ensayos de cribado descritos en la presente memoria, y como tal seria ventajoso excluirlas de los andlisis. La FIG. 6
muestra un grafico de puntos de dispersion de luz lateral (ortogonal) combinada (eje Y) y volumen electrénico (eje X)
de células en una muestra de citologia cervical. Este grafico muestra que diferentes células (y otros componentes)
en la muestra pueden ser delineados utilizando estos parametros morfométricos. Los cuatro diferentes acotamientos
identifican detritus, células ectocervicales, células endocervicales, y leucocitos polimorfonucleares (PMNS). Puede
emplearse el acotamiento de subpoblaciones de interés (gating) para identificar células de interés para el cribado de
acuerdo a aspectos de la presente invencion (p. €j., células endocervicales y/o ectocervicales).
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<110> INCELLDX

<120> Métodos y sistemas para predecir si un sujeto tiene una lesidon de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) a
partir de una muestra de células cervicales

<130> 4/20F27/1

<140> EP11839907.0
<141>2011-11-10

<150> US61/484,142
<151>2011-05-09

<150> US61/413,302
<151>2010-11-12

<160> 20

<170> BiSSAP 1.2
<210>1

<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
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<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 1
ttagggtaac atgtcttcca tgcatgttgt 30

<210> 2

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..31

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 2
acgttgctgt cacatccaca gcaacaggtc a 31

<210> 3

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..33

<223> /tipo_mol="ADN no asignado" /nota="Sonda sintética" /organismo="Secuencia artificial"

<400> 3
tgcaacaaga catacatcga ccggtccacc gac 33

<210> 4

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 4
ggttacaata ttgtaatggg ctctctccgg 30

<210>5

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 5
tttcaggacc cacaggagcg acccagaaag 30

<210>6
<211> 36
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..36

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 6
tcgagcacga atggcactgg cctctatagt gcccag 36

<210>7

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 7
ggtcaaccgg aatttcattt tggggctcta aatg 34

<210> 8

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 8
cttggcacaa atcatgcaat gttcgtggtt 30

<210>9

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 9
gtcctgaaac attgcagttc tettttggtg 30

<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
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/organismo="Secuencia artificial"

<400> 10
ctgtgcataa ctgtggtaac tttctgggtc 30

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 11
tcacacaacg gtttgttgta ttgctgttct 30

<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 12
tggatttctc tacgtgttct tgatgatctg 30

<210> 13

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 13
taacaggtct tccaaagtac gaatgtctac 30

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 14
tatggtttct gagaacagat ggggcacaca 30

<210> 15
<211> 30
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 15
agtgttcagt tccgtgcaca gatcaggtag 30

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 16
cctctgtaag ttccaatact gtcttgcaat 30

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 17
cctctatagt gcccagctat gttgtgaaat 30

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 18
ttgtgtttct ctgegtegtt ggagtegttc 30

<210> 19

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..28

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"
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<400> 19
ctggcttcac acacaacaca tacacaac 28

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN no asignado"
/nota="Sonda sintética"
/organismo="Secuencia artificial"

<400> 20
tgctcgaagg tegtetgetg agcetttctac 30
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir si un sujeto tiene una lesion de neoplasia intraepitelial cervical (CIN), cuyo método
comprende:

- obtener datos de una muestra liquida marcada de células cervicales en suspension del sujeto, en donde los datos
se obtienen analizando la muestra liquida con un dispositivo de citometria de flujo, y comprenden datos
morfométricos y datos seleccionados del grupo que consiste en: datos de biomarcadores de un cancer cervical,
datos del contenido de ADN, datos del porcentaje de nucleacién, y combinaciones de los mismos; y

- predecir, a partir de los datos morfométricos y los datos seleccionados del grupo que consiste en: datos de
biomarcadores del cancer cervical, datos del contenido de ADN, datos del porcentaje de nucleacion, y
combinaciones de los mismos, si el sujeto tiene una lesion CIN.

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde la CIN es una lesion CIN2+.

3. El método segun las reivindicaciones 1 o 2, en donde el prondstico esta caracterizado por una sensibilidad de
85% o mayor y/o una especificidad de 85% o mayor.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los datos morfométricos comprenden
datos de imagen.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la muestra liquida marcada es una
muestra liquida marcada con un biomarcador, en donde los datos comprenden datos de biomarcadores del cancer
cervical, y en donde los datos de biomarcadores del cancer cervical comprenden datos de cuantificacion de
biomarcadores del cancer cervical por célula.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método ademas comprende preparar
la muestra liquida marcada de un biomarcador de células cervicales.

7. El método segun la reivindicacion 6, en donde la preparacion comprende: combinar una muestra inicial de células
cervicales con reactivos de fijacion y permeabilizacion para fijar y permeabilizar las células; y poner en contacto las
células fijadas y permeabilizadas con una sonda de un biomarcador del cancer cervical marcada con fluorescencia
que se une especificamente a un biomarcador del cancer cervical.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el biomarcador del cancer cervical es un
acido nucleico o una proteina.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método comprende poner en contacto
la muestra inicial de células cervicales con dos o mas sondas diferentes de biomarcadores marcadas con
fluorescencia, cada una de las cuales se une especificamente a un biomarcador del cancer cervical diferente.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método ademas comprende
recomendar una biopsia cervical si determina que el sujeto tiene una lesion CIN.

11. El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la muestra liquida marcada es una
muestra liqguida con ADN marcado, en donde los datos comprenden datos del contenido de ADN, datos del
porcentaje de nucleacién, o ambos.

12. Un sistema que comprende:
- un canal de flujo;
- una fuente de luz configurada para dirigir luz a una regién de ensayo del canal de flujo;

- un primer detector configurado para recibir luz de la regién de ensayo del canal de flujo y producir datos
morfométricos que comprenden datos del area nuclear;

- un segundo detector configurado para recibir luz de la regién de ensayo del canal de flujo y producir datos
adicionales; y

- un moédulo de procesamiento de sefial configurado para recibir los datos morfométricos y datos adicionales del
primer y segundo detector y generar un resultado de una prediccion de si un sujeto tiene una lesién de neoplasia
intraepitelial cervical (CIN) en base tanto a los datos morfométricos como a los datos adicionales,

en donde el sistema esta configurado para realizar el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde la muestra liquida marcada de células
cervicales en suspension de un sujeto comprende células endocervicales y células ectocervicales.
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14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y 13, en donde los datos seleccionados del grupo son
datos de biomarcadores del cancer cervical que comprenden datos de expresion de uno o mas productos de
expresion de genes del VPH.
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Células +E6, E7, relacion N/C elevada, nucleos pleomoérficos

C02_EG6/E7 FITC C07_DAPI Superposicion

FIG. 3A
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Células E6, E7, relacion N/C baja, nucleos redondeados/regulares

C01_Campo luminoso  C02_EG6/E7 FITC CO7_DAPI Superposicion

FIG. 3B

27



E6/E7

107

104

103

102

101

109

ES 2 627 069 T3

ARNm del E6, E7 y Ploidia de ADN combinados

5 Sefialar
_ sobreexpresion de E6, E7
3 en los picos
- con incremento de ADN
=
||||I111| ||||rll1| |||||m] ||||m1| ||mrrr[ |||||]1T| ||||rrrl'|_
109 10" 102 108 10* 105 106

DRAQ 5

FIG. 4

28

107




ES 2 627 069 T3

Combinacién de datos morfométricos y ARNm de E6, E7

R2 Normal #1 Q& gz [ x|
1 [ra ‘
‘ R3
O
=
R5 1. R6
O_
I 1 L) L] ll'lll T |||||||I 1 1 rrrn
0 1e3 1e4d 1e5 1e6

Intensidad_Mrph7_C02
Intensidad _Mrph7_C02

Poblacion Conteo |% Acotado | Media Desv. Est. |a
R5&R2&R1[1083 |[946 5246.51 |2338.93
R4 & R2 & R1 (35 3.06 10856.63|3747.57 |=
R3&R2&R11(13 1.14 54848.61|56640.61|+
R2 Grado bajo #7 QQWE]E“Y“

14

N/C

I 1 .l. L] llllll T 1 1 IIIIII 1 1 1 llll.l
0 1e3 1e4 1e5 1e6
Intensidad_Mrph7_C02

Intensidad_Mrph7_C02

Poblacion Conteo [% Acotado| Media Desv. Est.|~

R5 & R2& R1 (1731 |37.4 571213 |3980.16
R4 & R2 & R1 2498 |54 3238.41 |2719.77

R3&R2 & R1 (174 3.76 113117.01 1212458 |»| F|(. BA

29



Combinacion de datos morfométricos y ARNm de E6, E7

ES 2 627 069 T3

R2 Q& g e[ X [ara] x|
n __
Q e R3 1
z
_ R6
0_.
I T T T llIIlI :l .l I:I:IIIIIII .l: .l.ll:llll
0 1e3 1e4 1e5 1e6
Intensidad _Mrph7_C02
Intensidad Mrph7 C02
Poblacion  [Conteo|% Acotado| Media Desv. Est. [«
R6 & R2 & R1]40 O:57 36236.2 [25390.97 |
R5 & R2 & R1|806 11.5 6878.56 |3703.44 |-
R4 & R2 & R1[5965 [85 3653.16 [2456.81 ||
R3 & R2 & R1[164 2.34 56382.18146909.88 [+
R2 Gradoalto #8 QR Eez T x|
.Mh I‘
-R3
R6
T B FrrT
0 1e3 1e4 1e5 1e6
Intensidad_Mrph7_C02
Intensidad Mrph7 C02
Poblacion Conteo fo Acotado| Media Des.Est. [«
R5& R2 & R1 417 [5.21 5882.66 [3389.2
R4 & R2 & R1 7495 [93.6 3542.06 [2192.13 |=
R3 & R2 & R1 [69 0.86 97074.461112211.8 |~

30

FIG. 5B



109

104

B 103

102

—

10

100

ES 2 627 069 T3

Células ectocervicales
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