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DESCRIPCIÓN 

Método de detección de cáncer 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

1. CAMPO DE LA INVENCIÓN 

[0001] La invención se refiere al método de detección de cáncer, al biomarcador de detección de cáncer, y al uso 5 
de los mismos. En particular, al método de detección de cáncer usando ADN metilado como biomarcador. 

2. DESCRIPCIÓN DE LA TÉCNICA ANTERIOR 

[0002] El cáncer de cuello de útero ha sido una de las causas de muerte principales en mujeres a nivel mundial y 
en Taiwán. Basándose en la encuesta estadística llevada a cabo por la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
en 2002, el cáncer de cuello de útero fue la segunda enfermedad principal responsable de la muerte de mujeres 10 
a nivel mundial, después del cáncer de mama. La detección regular de cáncer de cuello de útero es la mejor 
forma de prevenir el cáncer de cuello de útero. La detección convencional de cáncer de cuello de útero incluye 
dos métodos: la prueba de Papanicolau, usada más frecuentemente, y el análisis de virus del papiloma humano 
(análisis de VPH). La prueba de Papanicolau consiste en tomar muestras de secreciones del cuello del útero, 
examinarlas bajo microscopio para ver si hay algún cambio patológico cancerígeno en la célula epitelial 15 
exfoliada, para detectar pronto el cáncer de cuello de útero. Por otro lado, el análisis de VPH consiste en 
examinar si el virus del papiloma humano (VPH) está presente en la muestra usando una reacción en cadena de 
polimerasa (PCR) o una captura híbrida. 

[0003] Existen, sin embargo, muchas propiedades no deseadas en la prueba de Papanicolau. Para empezar, 
requiere que un médico tome muestras, y que un examinador/patólogo médico las analice, lo cual conlleva un 20 
alto coste de mano de obra y ello hace que sea difícil promover la prueba en muchos países en vías de 
desarrollo. Asimismo, la prueba de Papanicolau tiene un alto índice negativo falso, lo cual retrasa el diagnóstico y 
el tratamiento apropiado antes de que se produzca un cambio patológico cancerígeno. En cuanto al análisis de 
VPH, aunque es altamente sensible, tiende a crear un alto índice positivo falso, que no solo hace que los 
pacientes se preocupen en vano, sino que también desperdicia muchos recursos médicos en los exámenes de 25 
seguimiento de dichos pacientes positivos falsos. Por consiguiente, uno de los temas importantes al promover el 
examen del cáncer de cuello de útero se basa en aumentar la exactitud y la conveniencia del método de examen 
de cáncer de cuello de útero. 

[0004] Las deleciones genómicas se han considerado durante mucho tiempo como un factor importante en la 
tumorigénesis. Durante mucho tiempo, nos hemos acostumbrado a la idea de que el potencial de codificación del 30 
genoma se encuentra en la disposición de las cuatro bases A, T, G, C. La teoría de doble mutación propuesta ya 
en los años 1970 indica que las mutaciones concomitantes o las deleciones de algunos genes supresores 
tumorales homólogos pueden causar o predisponer el desarrollo de cáncer. Sin embargo, se puede almacenar 
información adicional que afecta al fenotipo en la 5-metilcitosina de base modificada. La 5-metilcitosina se 
encuentra en mamíferos en el contexto de la secuencia palindrómica 5'-CpG-3'. Muchos pares de dinucleótidos 35 
CpG se metilan en células mamíferas excepto algunas áreas llamadas "islas CpG". Las islas CpG son áreas 
ricas en GC y CpG de aproximadamente 1 kb, normalmente situadas cerca de genes y frecuentemente se 
encuentran cerca del promotor de genes altamente expresados. La metilación de citosina ocurre después de la 
síntesis de ADN, por transferencia enzimática de un grupo metilo desde el donador de metilo S-adenosil 
metionina a la posición del carbono 5 de la citosina. La reacción enzimática se realiza por metiltransferasas de 40 
ADN (DNMTs). La DNMT1 es la metiltransferasa principal en mamíferos, y es responsable de la restauración 
postreplicativa de las zonas hemimetiladas a la metilación completa, referida como metilación de mantenimiento, 
mientras que se piensa que la DNMT3A y la DNMT3B están implicadas principalmente en la metilación de 
nuevas zonas, un proceso llamado metilación aislada. 

[0005] La pérdida de metilación en los dinucleótidos CpG, es decir, la hipometilación general, fue la primera 45 
anomalía epigenética identificada en células cancerosas. Sin embargo, durante los últimos años, se ha hecho 
cada vez más evidente que la hipermetilación de zonas específicas, por ejemplo, algunos genes supresores 
tumorales, se asocia con la pérdida de actividad, lo cual puede proporcionar ventajas selectivas durante la 
carcinogénesis. La metilación densa de islas CpG en regiones promotoras puede desencadenar la remodelación 
de cromatina a través de modificaciones de histona con el consiguiente silenciamiento genético. Por lo tanto, 50 
además de las deleciones cromosómicas o las mutaciones genéticas, el silenciamiento epigenético de genes 
supresores tumorales por hipermetilación promotora se ve comúnmente en el cáncer en humanos. 
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[0006] Estudios epidemiológicos han demostrado recientemente la correlación del nivel de folato de suero, una 
gran fuente de grupo metilo, con la infección y la depuración de VPH. También se ha informado de que los 
polimorfismos genéticos de enzimas en el metabolismo del ciclo de metilo se asocian también con el desarrollo 
de lesiones intraepiteliales del cuello del útero. Conforme evoluciona el concepto de epigenética, aumentan 
también los estudios que exploran la asociación entre la metilación de ADN y el cáncer de cuello de útero. Están 5 
aumentando los estudios de metilación de ADN en el cáncer de cuello de útero, lo cual mostró el potencial del 
uso de la metilación como marcadores en la detección del cáncer de cuello del útero. Con la naturaleza de la 
interfaz entre genética y ambiente, la prevalencia de la metilación en genes supresores tumorales varía en genes 
diferentes y poblaciones diferentes. El concepto de fenotipos metiladores con comportamientos en enfermedades 
diferentes se propuso con controversia. Todavía se desconoce el fenotipo metilador del cáncer de cuello de útero 10 
y su interacción con genotipos del VPH. Qué genes se metilan en concreto en el cáncer de cuello de útero y 
cuántos genes se requieren para conseguir una aplicación clínica seguirá siendo un tema que se desarrolle en el 
futuro. 

[0007] San Jose-Eneriz E et al., "Downregulation of DCB1 expression in acute lymphoblastic leukaemia is 
mediated by aberrant methylation of its promoter", British Journal of Haematology, vol. 134, 2006, páginas 137-15 
144 explica la disminución del número de DBC1 en la leucemia por metilación aberrante de su región promotora, 
al establecer el índice de metilación de DBC1 como criterio de diagnóstico para la leucemia. 

[0008] Izumi Hiroyuki et al., "Frequent silencing of DBC1 is by genetic or epigenetic mechanisms in non-small cell 
lung cancers" Human Molecular Genetics, Oxford University Press, Surrey, vol. 14, n.º 8, 15 de abril de 2005, 
páginas 997-1007 explica el silenciamiento de DBC1 en cánceres uroteliales y tumores de pulmón a través de la 20 
hipermetilación de una región CpG definida de DBC1, y propone que el estado de metilación de DBC1 es 
adecuado para la prognosis del cáncer. 

[0009] Groenbaek et al., “Frequent hypermethylation of DBC1 in malignant lymphoproliferative neoplasms”, MOD 
PATHOL., vol. 21, n.º 5, 2008, páginas 632-638 explica la hipermetilación de la región promotora de DBC1 en 
varios linfomas y neoplasias linfoproliferativas, lo que hace que la DBC1 sea adecuada como marcador de 25 
diagnóstico para esos cánceres. 

[0010] El inventor de la presente solicitud ha presentado solicitudes de patente relativas en Taiwán (TW Pat. Nº 
Pub. 200831900), China (CN Sol. Nº 200810094659.2), Malasia (UI20085354) y América (Pat. estadounidense 
Nº Pub. 20080311570) (de ahora en adelante referidas como solicitudes previas). Al comparar con las solicitudes 
previas, el inventor ha descubierto algún biomarcador nuevo de detección de cáncer y un método de detección 30 
de cáncer que lo usa. 

RESUMEN DE LA INVENCIÓN 

[0011] Un objetivo de la invención es proporcionar un método de detección de cáncer de cuello de útero como la 
detección de primera línea de cáncer de cuello de útero. 

[0012] Otro objeto de la invención es proporcionar un método de detección de cáncer de cuello de útero, 35 
caracterizado por el hecho de que dicho método se puede usar no solo como detección de primera línea de 
cáncer de cuello de útero, sino también como detección de segunda línea de cáncer de cuello de útero para 
ayudar en el análisis de VPH o en un resultado de la prueba de Papanicolau incierto para conseguir un efecto de 
detección de cáncer de cuello de útero más preciso. 

[0013] Sin embargo, otro objetivo de la invención es proporcionar un método de detección de cáncer, 40 
caracterizado por el hecho de que dicho método se puede usar en la detección de cáncer de cuello de útero al 
igual que en la detección de otro cáncer (por ejemplo: cáncer de ovario, cáncer de colon y similares) para ayudar 
en el diagnóstico de muestras anormales. 

[0014] Otro objeto de la invención es proporcionar el biomarcador de detección de cáncer, o un juego que 
contiene dicho biomarcador para reconocer el riesgo de tener cáncer. El método de detección de cáncer que 45 
puede conseguir los objetivos de la invención anteriormente mencionados comprende detectar el índice de 
metilación del gen objetivo (biomarcador) de la muestra de prueba y usar el resultado de la prueba como un 
índice de detección para indicar el riesgo de tener cáncer, y dicho método comprende los pasos siguientes: 

paso 1: proporcionar una muestra de prueba aislada; 
paso 2: detectar el índice de metilación de la secuencia CpG en al menos un gen objetivo en el ADN 50 
genómico de dicha muestra de prueba, donde dicho gen objetivo comprende DBC1, PDE8B, PTPRR y 
ZNF582 y 
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paso 3: determinar si hay cáncer o cambio patológico precanceroso o no en la muestra basándose en el 
índice de metilación en el gen objetivo, o usar dicho índice de metilación del gen objetivo como marcador de 
la prognosis; 

 
donde dicha muestra de prueba comprende un raspado cervical, un tejido de cáncer de ovario, ascitis, sangre, 5 
orina, heces, esputo, célula de membrana mucosa oral, jugos gástricos, bilis, célula epitelial de cuello de útero y 
tejido de cáncer postquirúrgico; 
donde los métodos de análisis para el estado de la metilación de la secuencia CpG en dicho gen objetivo 
comprenden la reacción en cadena de polimerasa específica de metilación (MSP), la reacción en cadena de 
polimerasa específica de metilación cuantitativa (QMSP), la secuenciación por bisulfito (BS), las micromatrices, la 10 
espectrometría de masas, la cromatografía líquida desnaturalizante de alto rendimiento (DHPLC); 
donde el gen objetivo DBC1 tiene la secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 1; 
donde el gen objetivo PDE8B tiene la secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 2; 
donde el gen objetivo PTPRR tiene la secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 3; y 
donde el gen objetivo ZNF582 tiene la secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 4. 15 
 
[0015] Además, el índice de detección descrito anteriormente y el método de detección se pueden usar en la 
detección de cáncer de cuello de útero, y cáncer de colon. 

[0016] La invención proporciona además un método de detección de cáncer de ovario, caracterizado por el 
hecho de que dicho método analiza el estado de metilación del gen objetivo de la muestra de prueba, y usa dicho 20 
estado de metilación como un índice de detección para determinar el riesgo de tener cáncer de ovario, y dicho 
método comprende los pasos siguientes: 

paso 1: proporcionar una muestra de prueba aislada; 
paso 2: detectar el índice de metilación de la secuencia CpG en al menos un gen objetivo en el ADN 
genómico de dicha muestra de prueba, donde dicho gen objetivo comprende DBC1, PDE8B, PTPRR y 25 
ZNF582; y, 
paso 3: determinar si hay cáncer de ovario o cambio patológico precanceroso o no en la muestra basada en 
el índice de metilación en el gen objetivo, o usar dicho índice de metilación del gen objetivo como marcador 
de la prognosis; 

 30 
donde dicha muestra de prueba comprende tejido de cáncer de ovario, ascitis, sangre, orina, y tejido de cáncer 
postquirúrgico; 
donde los métodos de análisis para el estado de la metilación de la secuencia CpG en dicho gen objetivo 
comprenden la reacción en cadena de polimerasa específica de metilación (MSP), la reacción en cadena de 
polimerasa específica de metilación cuantitativa (QMSP), la secuenciación por bisulfito (BS), las micromatrices, la 35 
espectrometría de masas, la cromatografía líquida desnaturalizante de alto rendimiento (DHPLC) y la 
pirosecuenciación. 
donde el gen objetivo DBC1 tiene la secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 1; 
donde el gen objetivo PTPRR tiene la secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 3; y 
donde el gen objetivo ZNF582 tiene la secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 4. 40 
 
[0017] El término "muestra de prueba" se refiere en el presente documento a una muestra de prueba aislada, y 
dicha muestra de prueba aislada comprende el raspado uterino descrito anteriormente, ascitis, sangre, orina, 
heces, esputo, célula de membrana mucosa oral, jugos gástricos, bilis, célula epitelial de cuello de útero, tejido 
de cáncer postquirúrgico, u otra muestra adecuada. El método de detección de cáncer de la invención es útil 45 
para analizar el estado de metilación de genes objetivo en dichas muestras de prueba aisladas, y usa dicho 
estado de metilación del biomarcador como un índice de detección de varios tipos de cáncer. El método de 
detección de cáncer y el índice de detección del biomarcador proporcionado por la invención se puede emplear 
por el investigador para realizar la prueba en el laboratorio. 

[0018] Donde, "el riesgo de tener cáncer" se refiere en el presente documento al porcentaje de tener cáncer, el 50 
riesgo de desarrollar un cáncer en el futuro, o la presencia o no de cáncer. 

[0019] Donde, cuando el estado de metilación del gen objetivo (biomarcador) es más alto comparado con control 
adecuado, el riesgo de tener cáncer sería más alto. 

[0020] Según dicho método de detección, la invención proporciona además el biomarcador de detección de 
cáncer o un juego que contiene dicho biomarcador para detectar el estado de la metilación del gen objetivo 55 
(biomarcador) en la muestra de prueba aislada para determinar el riesgo de tener cáncer. 

[0021] Estas características y ventajas de la presente invención se entenderán y apreciarán completamente a 
partir de la siguiente descripción detallada de los dibujos anexos. 
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BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

[0022] 

La Figura 1A muestra el resultado obtenido al llevar a cabo el análisis de la secuenciación por bisulfito (BS) 
en varias muestras de cuello de útero usando un gen objetivo PTPRR en el método de detección de cáncer 
de la invención; 5 
La Figura 1B muestra el resultado obtenido al llevar a cabo el análisis de la secuenciación por bisulfito (BS) 
en varias muestras de cuello de útero usando un gen objetivo ZNF582 en el método de detección de cáncer 
de la invención; 
La Figura 1C muestra el resultado obtenido al llevar a cabo el análisis de la secuenciación por bisulfito (BS) 
en varias muestras de cuello de útero usando un gen objetivo PDE8B en el método de detección de cáncer 10 
de la invención; y 
La Figura 1D muestra el resultado obtenido al llevar a cabo el análisis de la secuenciación por bisulfito (BS) 
en varias muestras de cuello de útero usando un gen objetivo DBC1 en el método de detección de cáncer 
de la invención. 

 15 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA FORMA DE REALIZACIÓN PREFERIDA 

[0023] La invención se ilustrará en más detalle con los ejemplos siguientes, pero la invención no está limitada a 
ellos. 

Ejemplo 1 Materiales y métodos 

1. Materiales 20 

[0024] Los materiales de la prueba comprenden una serie de muestras de lesiones de cuello de útero completas, 
incluidos: carcinoma de células escamosas (SCC, n = 20), adenocarcinoma (CA, n = 20), y muestra de cuello de 
útero normal (n = 10). Todas estas muestras de cuello de útero, muestras ováricas, y muestras de cáncer de 
colon se obtuvieron del Tri-service General Hospital, Taipéi, ROC. Cada muestra se sometió a una extracción de 
ADN genómico mediante QIAamp DNA Kit (QIAGEN), y se usó en la comparación y análisis de la condición de la 25 
metilación de ADN dentro de la metilación de ADN del genoma completo. Antes del análisis, la calidad del ADN 
genómico se comprobó mediante Bioanalyzer (Agilent). En este ejemplo, 10 µg de ADN fragmentado se 
sometieron a un ensayo de MeDIP (Inmunoprecipitación metilada de ADN). 

2. Análisis de metilación de ADN por MeDIP y matrices de CpG island-Plus-Promoter 

[0025] El ADN genómico fue fragmentado a un tamaño que varía de 300 a 1.000 bp mediante Bioruptor™ 30 
UCS-200 (Diagenode). Se inmunoprecipitó durante toda la noche a 4 °C con 30 µl de anticuerpo de citosina Anti-
5'-metil policlonal (Abcam) en un volumen final de 100 µl de disolución de tampón de inmunoprecipitación (0,15 
% SDS, 1 % Tritón X-100,150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 10 mM Tris y 0,1 % BSA). Se incubó la 
mezcla con 120 µl de proteína G sefarosa (Amersham) durante 2 h a 4 °C y se lavó dos veces con 1 ml de 
disolución de tampón baja en sal, alta en sal, cloruro de litio y disolución de tampón TE. Después se trató dos 35 
veces la proteína G con disolución de tampón de elución (1 % SDS, 0,1 M NaHCO3) durante 15 min a 
temperatura ambiente y se recuperó el ADN metilado por extracción de fenol-cloroformo seguida de precipitación 
de etanol. El ADN metilado enriquecido y el ADN aportado fueron amplificados mediante Whole Genome 
Amplification Kit (Sigma). El ADN enriquecido y el total fue marcado con Cy5 y Cy3, respectivamente, y 
cohibridado con las matrices de CpG island-Plus-Promoter, diseñado y sintetizado por NimbleGen Systems, Inc. 40 
Esta matriz contenía 385.000 50-75 bp de oligonucleótidos teselados cada 100 bp en los 24.659 promotores 
HG18 RefSeq (800 bp en dirección ascendente a 200 bp en dirección descendente) y 28.226 islas CpG, 
presentes por duplicado. 

[0026] Cada característica de la matriz tiene una proporción log2 estandarizada correspondiente. La proporción 
log2 es la norma para centrar los datos de la proporción alrededor de cero. A partir de los datos de la proporción 45 
log2 estandarizada, una ventana de longitud fija (500 bp) se coloca alrededor de cada sonda consecutiva y se 
lleva a cabo la prueba unilateral de Kolmogorov-Smirnov (KS) para determinar si las sondas se extraen de una 
distribución significativamente más positiva que aquellas en el resto de la matriz. La puntuación resultante para 
cada sonda es el valor P -log10 de la prueba KS con ventana alrededor de dicha sonda (Scacheri et al, 2006). Se 
detectaron picos enriquecidos al buscar al menos 2 sondas por encima de un corte mínimo (-log10) del valor P 50 
de 2. Los picos a 300 bp de cada uno se mezclan. Se seleccionaron las regiones de metilación diferencial entre 
el cuello de útero SCC/AC y el normal a 2.500 bp dirección ascendente del inicio de la transcripción para una 
validación futura. Finalmente, se vieron los datos del valor P utilizando SignalMap (NimbleGen). 
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3. Modificación por bisulfito, reacción en cadena de polimerasa específica de metilación (MSP) y 
secuenciación por bisulfito (BS) 

[0027] Se usó un juego de modificación de ADN (Chemicon, Ternecula, CA) según las recomendaciones del 
fabricante para convertir 1 µg de alícuotas de ADN genómico con bisulfito sódico para preservar las citosinas 
metiladas. El precipitado final fue eluido con 70 µl de disolución de tampón TE precalentado (55 °C) para MSP. 5 

[0028] Se tomó ADN normal de sangre humana periférica y se sometió a modificación por bisulfito, que se usó 
como el grupo de control con secuencia promotora de desmetilación. 

[0029] La MSP se llevó a cabo según la técnica anterior. En resumen, se amplificó 1 µl de ADN modificado 
utilizando los cebadores de la MSP (tabla 1) que reconocieron específicamente las secuencias de gen metilado 
presentes en el ADN convertido por bisulfitos. La PCR específica de metilación se llevó a cabo en un volumen 10 
total de 25 µl que contenía 1 µl de una plantilla modificada de ADN, 1,5 pmol de cada cebador, 0,2 mmol/L de 
trifosfatos de desoxinucleótido y 1 unidad de polimerasa de ADN Gold Taq (Applied Biosystems, Foster City, 
CA). Las reacciones de la MSP fueron sometidas a una incubación inicial a 95 °C durante 5 min, seguidos de 35 
ciclos a 95 °C durante 30 s, y de templado a la temperatura apropiada durante 30 s y a 72 °C durante 30 s. La 
extensión final se hizo a 72 °C durante 5 min. Los productos de amplificación fueron visualizados en 2,5 % de gel 15 
de agarosa que contenía bromuro de etidio y que estaba iluminado con luz UV. 

Tabla 1. Las secuencias de cebadores de MSP 

Gen   Cebador Secuencia   

DBC1 M 
Forward (F') 5' gttttcgtcgtttttcgttcggagatc 3' (SEQ ID N.º 5) 

Reverse (R') 5' gctctcgctctcgctattactcgct 3' (SEQ ID N.º 6) 

PDE8B M 
Forward (F') 5' tgtgtatgcgcgttttttcgttc 3' (SEQ ID N.º 7) 

Reverse (R') 5' acctatatatccgccgctccgtc 3' (SEQ ID N.º 8) 

PTPRR M 
Forward (F') 5' cggcgttgggtatgtttagtagtc 3' (SEQ ID N.º 9) 

Reverse (R') 5' aattacgaataaaaaaaacaaaaacgctc 3' (SEQ ID N.º 10) 

ZNF582 M 
Forward (F') 5' tgacggttttttgtttattcggttattc 3' (SEQ ID N.º 11) 

Reverse (R') 5'cgaacgcaaacgtacctacgc 3' (SEQ ID N.º 12) 

M: Los cebadores pueden reconocer específicamente las secuencias de gen metilado presentes en el ADN 
convertido por bisulfitos. 

[0030] Todos los datos de la MSP procedieron de al menos dos modificaciones independientes de ADN. La 
ausencia de señal en experimentos por duplicado se marcó como metilación negativa. El producto de la PCR 
obtenido usando el cebador de la MSP (M) que puede reconocer específicamente la secuencia de genes de 
metilación se convirtió en un vector pCR4-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA). 5 clones independientes fueron 20 
seleccionados y fueron sometidos a secuenciación por bisulfito (BS). Los cebadores usados en la secuenciación 
por bisulfito (BS) se enumeran en la Tabla 2. La secuenciación por bisulfito se efectuó usando 377 Auto-
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los resultados secuenciados se muestran en la lista de 
secuencias. Los números de secuencia en la secuenciación por bisulfito fueron: DBC1_BS (SEQ ID N.º 21), 
PDE8B_BS (SEQ ID N.º 22), PTPRR_BS (SEQ ID N.º:23) y ZNF582_BS (SEQ ID N.º 24), respectivamente. 25 

Tabla 2. Las secuencias de cebadores de secuenciación por bisulfito 

Gen Cebador Secuencia 

DBC1 
Forward (F') 5'ggttaagtttttttttyggygtagtt 3' (SEQ ID N.º 13) 

Reverse (R') 5'tactccctctacctcccractctctc 3' (SEQ ID N.º 14) 

PDE8B 
Forward (F') 5'ttgtggygtagaggattattagtttggt 3' (SEQ ID N.º 15) 

Reverse (R') 5'ctaaaaacrcaacccatccctc 3' (SEQ ID N.º 16) 

PTPRR Forward (F') 5'ggaattttattttgaaatttttttgtt 3' (SEQ ID N.º 17) 
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Tabla 2. Las secuencias de cebadores de secuenciación por bisulfito 

Gen Cebador Secuencia 

Reverse (R') 5'ccccacttcaaataaaatactattaaaaaaaac 3' (SEQ ID N.º 18) 

ZNF582 
Forward (F') 5'tagtgayggttttttgtttattyggttatt 3' (SEQ ID N.º 19) 

Reverse (R') 5'taaacrtaaaaacaacaacccracct 3' (SEQ ID N.º 20) 

Ejemplo 2 Detección de gen objetivo metilado en cáncer de cuello de útero 

[0031] Después del reconocimiento mediante matrices de CpG island-Plus-Promoter, se reconocieron cuatro 
genes objetivo que pueden haber sido altamente metilados en la célula de cáncer de cuello de útero, es decir, 
DBC1 (SEQ ID N.º 1), PDE8B (SEQ ID N.º 2), PTPRR (SEQ ID N.º 3) y ZNF582 (SEQ ID N.º 4), 
respectivamente. Su información detallada se muestra en la Tabla 3. En la Tabla 3 se puede ver que, entre estos 5 
cuatros genes, excepto el DBC1 que se sabía que estaba asociado con el cáncer de vejiga, pocos estudios hasta 
la fecha han mostrado la relación de dichos genes con el cáncer de cuello de útero. 

Tabla 3. Características de los genes metilados en el cáncer de cuello de útero que fueron identificadas 
utilizando una micromatriz de CpG island-Plus-Promoter. 

Gen UniGene Ubicación cromosómica Nombre completo SEQ ID N.º 

DBC1 NM_014618 9q32-q33 eliminado en el cáncer de vejiga 1 SEQ ID N.º 1 

PDE8B NM_003719 5q14.1 fosfodiesterasa 8B SEQ ID N.º 2 

PTPRR NM_002849 12q15 proteína tirosina fosfatasa, tipo receptor, R SEQ ID N.º 3 

ZNF582 NM_144690 19q13.43 proteína de dedos de cinc 582 SEQ ID N.º 4 

Ejemplo 3 El análisis del estado de metilación del gen objetivo en la muestra de lesión de cuello de útero 
mediante secuenciación por bisulfito (BS) 

Gen objetivo: PTPRR 10 

[0032] Grupos de muestra de la prueba: 

1. HeLa_0: línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa; 
2. HeLa_10D: línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa (HeLa_0) tratada con 10 µM de inhibidor de 
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-deoxicitidina (AZC); 
3. HeLa_DT: línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa (HeLa_0) tratada con 10 µM de inhibidor de 15 
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-deoxicitidina (AZC) y 0,33 µM de TSA (Sigma Chemical Co., St. Louis, 
MO); 
4. AC: muestra de adenocarcinoma de cuello de útero; 
5. SCC: muestra de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero; 
6. Grupo de control (normal): ADN de sangre de cuello de útero normal como grupo de control sin 20 
metilación. 

 
[0033] Cada una de las muestras de la prueba anteriormente descritas se sometieron a modificación por bisulfito, 
y luego a secuenciación por bisulfito (BS) para analizar si el gen objetivo (PTPRR) en cada muestra de la prueba 
ha sido hipermetilado o no. El resultado se muestra en la Fig. 1, donde la región de metilación se indica en 25 
negro, y la región sin metilación se indica en blanco. El gen objetivo PTPRR no ha sido metilado en el grupo de 
control y en el adenocarcinoma, mientras que el gen objetivo PTPRR ha sido hipermetilado en la línea celular de 
cáncer cervical HeLa (HeLa_0) y en la muestra de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero (SCC). En 
consecuencia, el índice de metilación de PTPRR podría usarse como biomarcador para detectar si había cáncer 
de cuello de útero o no. 30 

[0034] Además, para averiguar si el índice de metilación del gen objetivo en la muestra de cáncer de cuello de 
útero se podría regular a través de la metilación de ADN, se trató la línea celular de cáncer de cuello de útero 
HeLa con 10 µM de inhibidor de metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-deoxicitidina (AZC) (Sigma Chemical Co.). La 
muestra de ADN extraída de dicha célula se sometió a modificación por bisulfito y luego a secuenciación por 
bisulfito (BS). El resultado mostrado en la Fig. 1A indica que, comparado con la muestra de carcinoma de célula 35 
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escamosa de cuello de útero (SCC) y la línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa (HeLa_0), el gen 
objetivo PTPRR en la línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa tratada con AZC (HeLa_10D) tenía una 
parte de la región desmetilada. 

[0035] La tricostatina A (TSA) es inhibidora de histona deacetilasa (HDAC), y puede utilizarse para reducir o 
degradar el índice de metilación. La línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa (HeLa_DT) ha sido tratada 5 
con AZC y TSA. El resultado mostrado en la Fig. 1 indica que, comparado con la muestra de carcinoma de célula 
escamosa de cuello de útero (SCC) y la línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa (HeLa_0), el gen 
objetivo PTPRR en la línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa tratada con AZC y TSA (HeLa_DT) ha sido 
altamente desmetilado. 

[0036] En resumen, los resultados descritos anteriormente han confirmado que el gen objetivo PTPRR en la 10 
muestra de cáncer de cuello de útero fue metilado a través de metilación de ADN. 

Gen objetivo: ZNF582 

[0037] Grupos de muestra de la prueba: 

1. HeLa_0: línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa; 
2. HeLa_10D: línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa (HeLa_0) tratada con 10 µM de inhibidor de 15 
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC); 
3. HeLa_DT: línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa (HeLa_0) tratada con 10 µM de inhibidor de 
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC) y 0,33 µM de TSA; 
4. SCC 1: muestra 1 de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero; 
5. SCC 2: muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero; 20 
6. El grupo de control (normal): ADN de sangre de cuello de útero normal como grupo de control sin 
metilación; 

 
[0038] Donde las muestras 1 y 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero fueron muestras obtenidas 
de distintos pacientes. 25 

[0039] Dichas muestras de la prueba mencionadas anteriormente fueron sometidas a secuenciación por bisulfito 
(BS) para analizar si el gen objetivo (ZNF582) en cada muestra de la prueba fue hipermetilado o no. El resultado 
mostrado en la Fig. 1B indica que, comparado con el grupo de control, el gen objetivo ZNF582 en la muestra 1 
de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero (SCC), la muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de 
cuello de útero (SCC) y la línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa (HeLa_0) fue hipermetilado. En 30 
consecuencia, el gen objetivo ZNF582 en las muestras de cáncer de cuello de útero sería altamente metilado. 

Gen objetivo: PDE8B 

[0040] Grupos de muestra de la prueba: 

1. SiHa_0: línea celular de cáncer de cuello de útero SiHa; 
2. SiHa_10D: línea celular de cáncer de cuello de útero SiHa (SiHa_0) tratada con 10 µM de inhibidor de 35 
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC); 
3. SiHa DT: línea celular de cáncer de cuello de útero SiHa (SiHa_0) tratada con 10 µM de inhibidor de 
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC) y 0,33 µM de TSA; 
4. SCC 1: muestra 1 de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero; 
5. SCC 2: muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero; 40 
6. El grupo de control (normal): ADN de sangre de cuello de útero normal como grupo de control sin 
metilación; 

 
donde las muestras 1 y 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero fueron muestras obtenidas de 
distintos pacientes. 45 

[0041] Dichas muestras de la prueba mencionadas anteriormente fueron sometidas a secuenciación por bisulfito 
(BS) para analizar si el gen objetivo (PDE8B) en cada muestra de la prueba fue hipermetilado o no. El resultado 
mostrado en la Fig. 1C indica que, comparado con el grupo de control, el gen objetivo PDE8B en la muestra 1 de 
carcinoma de célula escamosa de cuello de útero (SCC 1), la muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de 
cuello de útero (SCC 2) y la línea celular de cáncer de cuello de útero SiHa (SiHa_0) fue hipermetilado. En 50 
consecuencia, el gen objetivo PDE8B en las muestras de cáncer de cuello de útero sería altamente metilado. 
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Gen objetivo: DBC1 

[0042] Grupos de muestra de la prueba: 

1. SiHa_0: línea celular de cáncer de cuello de útero SiHa; 
2. SiHa_10D: línea celular de cáncer de cuello de útero SiHa (SiHa_0) tratada con 10 µM de inhibidor de 
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC); 5 
3. SiHa DT: línea celular de cáncer de cuello de útero SiHa (SiHa_0) tratada con 10 µM de inhibidor de 
metiltransferasa de ADN 5'-aza-2'-desoxicitidina (AZC) y 0,33 µM de TSA; 
4. SCC 1: muestra 1 de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero; 
5. SCC 2: muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero; 
6. El grupo de control (normal): ADN de sangre de cuello de útero normal como grupo de control sin 10 
metilación; 

 
donde las muestras 1 y 2 de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero fueron muestras obtenidas de 
distintos pacientes. 

[0043] Dichas muestras de la prueba mencionadas anteriormente fueron sometidas a secuenciación por bisulfito 15 
(BS) para analizar si el gen objetivo (DBC1) en cada muestra de la prueba fue hipermetilado. El resultado 
mostrado en la Fig. 1D indica que, comparado con el grupo de control, el gen objetivo DBC1 en la muestra 1 de 
carcinoma de célula escamosa de cuello de útero (SCC 1), la muestra 2 de carcinoma de célula escamosa de 
cuello de útero (SCC 2) y la línea celular de cáncer de cuello de útero SiHa (SiHa_0) fue hipermetilado. En 
consecuencia, el gen objetivo DBC1 en las muestras de cáncer de cuello de útero sería altamente metilado. 20 

Ejemplo 4 Análisis de metilación del gen objetivo en las muestras de cáncer de cuello de útero 

[0044] La PCR específica de metilación (MSP) se usó para analizar el estado de metilación de dichos cuatro 
genes objetivo en las muestras de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero (SCC). El resultado del 
análisis del estado de metilación mostrado en la Tabla 4 indica que, en la muestra de cuello de útero normal, la 
frecuencia de metilación del DBC1, PDE8B, PTPRR y ZNF582 fue del 11 %, 0 %, 9 % y 6 %, respectivamente; 25 
en la muestra de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero, la frecuencia de metilación del DBC1, 
PDE8B, PTPRR y ZNF582 fue del 100 %, 47 %, 100 % y 97 %, respectivamente. De estos resultados se puede 
extraer que, en las muestras de carcinoma de célula escamosa de cuello de útero, dichos cuatros genes fueron 
altamente metilados. En consecuencia, el índice de metilación del DBC1, PDE8B, PTPRR y ZNF582 podría 
usarse de hecho como el índice de detección en detección del cáncer de cuello de útero. 30 

Tabla 4 Análisis del estado de metilación del gen objetivo en las muestras de carcinoma de célula escamosa de 
cuello de útero 

  Índice de metilación CGI de genes objetivo (%) 

  Normal (n = 54) Tejido SCC (n = 30) 

DBC1 11 % 100 % 

PDE8B 0 % 47 % 

PTPRR 9 % 100 % 

ZNF582 6 % 97 % 

Ejemplo 5 Análisis de metilación del gen objetivo en la muestra de tumor de ovario 

[0045] La PCR específica de metilación (MSP) se usó para analizar el estado de metilación del gen objetivo en 
las muestras de tumor de ovario. Los resultados del análisis del estado de metilación de la Tabla 5 muestran el 
análisis de los estados de metilación de tres genes, DBC1, PTPRR y ZNF582, en la muestra de tumor maligno 
de ovario y muestra de tumor benigno de ovario. Los resultados indican que, la frecuencia de metilación del 35 
DBC1, PTPRR y ZNF582 en la muestra de tumor maligno de ovario fue del 50,3 %, 50,0 % y 56,3 %, 
respectivamente; la frecuencia de metilación del DBC1, PTPRR y ZNF582 en la muestra de tumor benigno de 
ovario fue del 2,5 %, 0,0 % y 12,5 %, respectivamente. El nivel de metilación diferencial fue del 53,8 %, 50,0 % y 
43,8 %, respectivamente. En consecuencia, comparado con la muestra de tumor benigno de ovario, los niveles 
de metilación de dichos tres genes en la muestra de tumor maligno de ovario fueron notablemente más altos. Por 40 
lo tanto, el índice de metilación de DBC1, PTPRR y ZNF582 podría usarse de hecho como el índice de detección 
en la detección de cáncer de ovario. 
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Tabla 5 Análisis del estado de metilación del gen objetivo en las muestras de tumor de ovario 

  Ov_Maligno (n=28) Ov_Benigno (n=28) Nivel_metilación diferencial 

DBC1 56,3 % 2,5 % 53,8 % 

PTPRR 50,0 % 0,0 % 50,0 % 

ZNF582 56,3 % 12,5 % 43,8 % 

Ejemplo 6 Análisis de metilación del gen objetivo en la muestra de cáncer de colon 

[0046] La PCR específica de metilación (MSP) se usó para analizar el estado de metilación del gen objetivo en la 
muestra de cáncer de colon. El resultado del análisis del estado de metilación de la Tabla 6 muestra el estado de 
metilación de cuatro genes, DBC1, PDE8B, PTPRR y ZNF582, en la muestra de cáncer de colon. El resultado 
indica que, las frecuencias de metilación del DBC1, PDE8B, PTPRR y ZNF582 en la muestra de cáncer de colon 5 
fueron del 100,0 %, 100,0 %, 100,0 % y 100,0 %, respectivamente; mientras que las frecuencias de metilación 
del DBC1, PDE8B, PTPRR y ZNF582 en la muestra de tejido de colon normal fueron del 25,0 %, 25,0 %, 25,0 % 
y 25,0 %, respectivamente. En consecuencia, comparado con la muestra de tejido de colon normal, los niveles 
de metilación de dichos cuatro genes en la muestra de cáncer de colon fueron notables más altos. Por lo tanto, 
los índices de metilación del DBC1, PDE8B, PTPRR y ZNF582 podrían usarse de hecho como el índice de 10 
detección en la detección de cáncer de colon. 

Tabla 6 Análisis del estado de metilación del gen objetivo en la muestra de cáncer de colon 

  Índice de metilación CGI de genes objetivo (%) 

  Muestra de tejido de colon normal (n = 24) Muestra de cáncer de colon (n = 20) 

DBC1 25 % 100 % 

PDE8B 25 % 100 % 

PTPRR 25 % 100 % 

ZNF582 25 % 100 % 

[0047] El método de detección de cáncer proporcionado por la invención tiene las siguientes ventajas respecto a 
las técnicas convencionales descritas anteriormente: 

1. El método de detección de cáncer, el biomarcador y el uso de los mismos, proporcionado por la 
invención, usa el índice de metilación de un gen particular en una muestra aislada como el biomarcador que 15 
determina el riesgo de tener cáncer, y comparado con métodos convencionales tales como el raspado 
uterino y el análisis del virus del papiloma humano (análisis de VPH), tanto la sensibilidad como la 
especificidad del método de detección de cáncer de la invención son mayores que en los dos métodos 
descritos anteriormente. 
2. El método de detección de cáncer, el biomarcador y el uso de los mismos, proporcionado por la 20 
invención, se puede usar no solo como detección de cáncer de cuello de útero de primera línea, sino 
también en combinación o como ayuda al análisis del virus del papiloma humano (análisis de VPH) como 
detección de cáncer de cuello de útero de segunda línea, para conseguir que la detección de cáncer de 
cuello de útero sea más precisa. 
3. El método de detección de cáncer, el biomarcador y el uso de los mismos, proporcionado por la 25 
invención, se puede aplicar en no solo la detección de cáncer de cuello de útero, sino también en la 
detección de otro cáncer (por ejemplo: cáncer de ovario, cáncer de colon y similar) para ayudar con el 
diagnóstico de la muestra anormal. 
 

[0048] Muchos cambios y modificaciones en la forma de realización descrita anteriormente de la invención 30 
pueden, por supuesto, efectuarse sin alejarse de su alcance. Por consiguiente, para promover el progreso en la 
ciencia y las artes útiles, se describe la invención y se pretende que esté limitada solo por el alcance de las 
reivindicaciones anexas. 

LISTADO DE SECUENCIAS 

[0049]   35 

E09843193
22-08-2017ES 2 638 294 T3

 



 11 

<110> Hung-Cheng Lai 

<120> Método de detección de cáncer 

<130> 

<140> 
<141> 5 

<160> 24 

<210> 1 
<211> 5000 
<212> DNA 
<213> Homo sapiens 10 

<400> 1  
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<210> 2 
<211> 5000 
<212> DNA 5 
<213> Homo sapiens 

<400> 2  

E09843193
22-08-2017ES 2 638 294 T3

 



 14 

E09843193
22-08-2017ES 2 638 294 T3

 



 15 

 

E09843193
22-08-2017ES 2 638 294 T3

 



 16 

<210> 3 
<211> 5000 
<212> DNA 
<213> Homo sapiens 

<400> 3  5 
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<210> 4 
<211> 5000 
<212> DNA 5 
<213> Homo sapiens 

<400> 4  
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<210> 5 
<211> 27 
<212> DNA 5 
<213> artificial sequence 

<220> 
<223> forward primer 
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<400> 5 
gttttcgtcg tttttcgttc ggagatc    27 

<210> 6 
<211> 25 
<212> DNA 5 
<213> artificial sequence 

<220> 
<223> reverse primer 

<400> 6  

 10 

<210> 7 
<211> 23 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 

<220> 15 
<223> forward primer 

<400> 7 
tgtgtatgcg cgttttttcg ttc    23 

<210> 8 
<211> 23 20 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 

<220> 
<223> reverse primer 

<400> 8 25 
acctatatat ccgccgctcc gtc    23 

<210> 9 
<211> 24 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 30 

<220> 
<223> forward primer 

<400> 9 
cggcgttggg tatgtttagt agtc    24 

<210> 10 35 
<211> 29 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 

<220> 
<223> reverse primer 40 

<400> 10 
aattacgaat aaaaaaaaca aaaacgctc    29 
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<210> 11 
<211> 28 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 

<220> 5 
<223> forward primer 

<400> 11 
tgacggtttt ttgtttattc ggttattc    28 

<210> 12 
<211> 21 10 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 

<220> 
<223> reverse primer 

<400> 12 15 
cgaacgcaaa cgtacctacg c    21 

<210> 13 
<211> 26 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 20 

<220> 
<223> forward primer 

<400> 13 
ggttaagttt ttttttyggy gtagtt    26 

<210> 14 25 
<211> 26 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 

<220> 
<223> reverse primer 30 

<400> 14 
tactccctct acctcccrac tctctc    26 

<210> 15 
<211> 28 
<212> DNA 35 
<213> artificial sequence 

<220> 
<223> forward primer 

<400> 15 
ttgtggygta gaggattatt agtttggt    28 40 

<210> 16 
<211> 22 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 
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<220> 
<223> reverse primer 

<400> 16 
ctaaaaacrc aacccatccc tc    22 

<210> 17 5 
<211> 27 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 

<220> 
<223> forward primer 10 

<400> 17 
ggaattttat tttgaaattt ttttgtt    27 

<210> 18 
<211> 33 
<212> DNA 15 
<213> artificial sequence 

<220> 
<223> reverse primer 

<400> 18 
ccccacttca aataaaatac tattaaaaaa aac    33 20 

<210> 19 
<211> 30 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 

<220> 25 
<223> forward primer 

<400> 19 
tagtgayggt tttttgttta ttyggttatt    30 

<210> 20 
<211> 26 30 
<212> DNA 
<213> artificial sequence 

<220> 
<223> reverse primer 

<400> 20 35 
taaacrtaaa aacaacaacc cracct    26 

<210> 21 
<211> 5000 
<212> DNA 
<213> unknown 40 

<220> 
<223> bisulfite sequencing of DBC1 

<400> 21  
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<210> 22 
<211> 5000 
<212> DNA 
<213> unknown 

<220> 5 
<223> bisulfite sequencing of PDE8B 

<400> 22  
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<210> 23 
<211> 5000 
<212> DNA 5 
<213> unknown 

<220> 
<223> bisulfite sequencing of PTPRR 

<400> 23  
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<210> 24 
<211> 5000 
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<212> DNA 
<213> unknown 

<220> 
<223> bisulfite sequencing of ZNF582 
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<400> 24  
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REIVINDICACIONES 

1. Método de detección de cáncer, basado en detectar el índice de metilación de un gen objetivo en una 
muestra de prueba, y utilizar el índice de metilación como el índice de detección para determinar el riesgo 
de tener cáncer, y dicho método comprende los pasos siguientes: 

paso 1: proporcionar una muestra de prueba aislada; 5 
paso 2: detectar el índice de metilación de la secuencia CpG en al menos un gen objetivo de dicha 
muestra de prueba, donde el gen objetivo comprende al menos uno del grupo que consiste en DBC1, 
PTPRR y ZNF582 y 
paso 3: determinar si hay cáncer o no en la muestra basándose en el índice de metilación en el gen 
objetivo, 10 

 
donde el cáncer es seleccionado del grupo consistente en cáncer de cuello de útero, cáncer de colon y 
cáncer de ovario. 

2. Método de detección de cáncer como se explica en la reivindicación 1, donde la muestra de prueba es una 
muestra aislada seleccionada del grupo que consiste en muestras de lesión cervical completa, incluidos el 15 
carcinoma de célula escamosa y el adenocarcinoma. 

3. Método de detección de cáncer como se explica en la reivindicación 1, donde el método de análisis para el 
estado de metilación de la secuencia CpG del gen objetivo comprende la reacción en cadena de polimerasa 
específica de metilación (MSP), la reacción en cadena de polimerasa específica de metilación cuantitativa 
(QMSP), la secuenciación por bisulfito (BS), las micromatrices, la espectrometría de masas, la 20 
cromatografía líquida desnaturalizante de alto rendimiento (DHPLC) y la pirosecuenciación. 

4. Método de detección de cáncer como se explica en la reivindicación 1, donde el gen objetivo DBC1 tiene la 
secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 1, el gen objetivo PTPRR tiene la secuencia 
de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 3, y el gen objetivo ZNF582 tiene la secuencia de 
nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 4. 25 

5. Método de detección de cáncer como se explica en la reivindicación 4, donde la secuenciación por bisulfito 
metilada del gen objetivo DBC1 se reconoce mediante cebadores como se representa en SEQ ID N.º 13, 
14, el gen objetivo PTPRR tiene la secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 17, 18, y el 
gen objetivo ZNF582 tiene la secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 19, 20. 

6. Método de detección de cáncer como se explica en la reivindicación 1, donde el gen objetivo DBC1 se 30 
reconoce mediante cebadores como se representa en SEQ ID N.º 5, 6, el gen objetivo PTPRR tiene la 
secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 9, 10, y el gen objetivo ZNF582 tiene la 
secuencia de nucleótidos como se representa en SEQ ID N.º 11, 12. 

7. Método de detección de cáncer como se explica en la reivindicación 1, donde en el caso de cáncer de 
cuello de útero la muestra de prueba es la muestra de célula de cuello de útero positiva en VPH (virus del 35 
papiloma humano). 

8. Método de detección de cáncer como se explica en la reivindicación 1, donde en el caso de cáncer de 
ovario la muestra de prueba es tejido canceroso de ovario.  
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