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DESCRIPCIÓN

Marcadores de diagnóstico molecular HSA-MIR 124 Y FAM19A4, para cánceres invasivos inducidos por HPV y sus 
lesiones de precursores de alto grado

5
Campo de la invención

La invención se refiere al campo de la prevención del cáncer y el diagnóstico médico; y se refiere a un marcador de 
diagnóstico molecular para cánceres invasivos inducidos por el virus del papiloma humano (HPV) y sus lesiones 
precursoras de alto grado, tales como el cáncer invasivo de cuello uterino y las lesiones premalignas del cuello 10
uterino. En particular, la presente invención se refiere al uso de la secuencia genómica y reguladora de FAM19A4
como marcador para lesiones premalignas inducidas por hrHPV con potencial invasivo y cánceres invasivos 
inducidos por hrHPV.

Antecedentes de la invención15

El cáncer del cuello uterino es el tercer cáncer más común en las mujeres en todo el mundo y es responsable de 
aproximadamente 250.000 muertes por cáncer al año.

El desarrollo del carcinoma de células escamosas del cuello uterino se caracteriza por una secuencia de lesiones 20
premalignas, denominadas neoplasia intraepitelial cervical (CIN), que se clasifican de 1 a 3, que se refieren a la 
displasia leve (CIN 1), displasia moderada (CIN 2) y displasia/carcinoma severo in situ (CIN 3), respectivamente. CIN 
1 también se conoce como lesión intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL) y CIN 2 y CIN 3 juntas como lesión 
intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL). Para el adenocarcinoma cervical, el adenocarcinoma in situ (ACIS) es 
una lesión precursora establecida. En principio, estas lesiones premalignas son reversibles, aunque cuanto más 25
grave es la lesión, menor es la posibilidad de regresión espontánea. El cáncer de cuello uterino se considera una 
enfermedad prevenible porque las etapas premalignas pueden detectarse mediante citología exfoliativa y tratarse 
con relativa facilidad cuando sea necesario, con solo efectos secundarios menores. El cribado cervical tiene como 
objetivo el diagnóstico temprano de lesiones premalignas de alto grado (es decir, CIN 2/3 y adenocarcinoma in situ) 
y cancerosas tratables, lo que reduce la mortalidad del cáncer invasivo de cuello uterino. La práctica médica general 30
comprende el tratamiento de todas las mujeres con CIN 2, CIN 3 confirmadas morfológicamente y adenocarcinoma 
in situ, con el fin de prevenir el desarrollo de cáncer de cuello uterino.

Durante la última década, se ha establecido que la carcinogénesis cervical se inicia por una infección con virus del 
papiloma humano de alto riesgo (hrHPV). La expresión de los oncogenes virales E6 y E7, que alteran las vías 35
supresoras tumorales p53 y Rb, respectivamente, ha demostrado ser esencial tanto para el inicio de la oncogénesis 
como para el mantenimiento de un fenotipo maligno. Por lo tanto, la prueba de hrHPV surgió como una herramienta 
de evaluación primaria atractiva. Sin embargo, de acuerdo con un proceso de carcinogénesis de múltiples etapas, se 
requieren alteraciones adicionales en el genoma de la célula huésped para la progresión de una célula infectada por 
hrHPV hasta células cancerosas invasivas. Solo una pequeña proporción de mujeres infectadas con HPV de alto 40
riesgo desarrollarán lesiones cervicales premalignas de alto grado (CIN 2/3) y, si no se trata, cáncer de cuello 
uterino. En la mayoría de las mujeres con lesiones cervicales premalignas, las lesiones retroceden 
espontáneamente. De las mujeres que participan en el cribado basado en la población, alrededor del 5-6% tienen 
una prueba positiva de hrHPV. Sin embargo, solo un máximo de 20% de ellas (1% de las mujeres participantes) 
tienen ≥ CIN 2/3. Por lo tanto, el cribado primario mediante pruebas de hrHPV irá acompañado de un número 45
sustancial de procedimientos de seguimiento redundantes y ansiedad innecesaria entre las mujeres, a menos que se 
puedan aplicar marcadores a los frotis cervicales que permitan la estratificación de mujeres positivas para hrHPV 
para el riesgo de ≥ CIN 2/3 y ≥ adenocarcinoma in situ.

Un desafío importante es reducir el porcentaje de mujeres positivas a la prueba de HPV a aquellas que tienen 50
lesiones clínicamente significativas. Un modo es utilizar la citología como una prueba secundaria (llamada selección 
jerarquizada) para las mujeres positivas para hrHPV. Aún así, esto deja un número sustancial de mujeres positivas 
para hrHPV con citología normal (3,5% de las mujeres en la población de cribado), de las cuales todavía el 10% 
tiene o adquiere ≥ CIN 3. Además, la citología no es una opción para las muestras cervico-vaginales
automuestreadas que pueden tomarse en casa, ya que no son representativas del estado citológico del cuello 55
uterino. Otro modo es utilizar la genotipificación de HPV16/18. Sin embargo, esto deja a las mujeres con tipos 
distintos de HPV16/18 que, aunque en menor medida, también corren riesgo de ≥ CIN 2/3 y ≥ adenocarcinoma in 
situ. Por lo tanto, existe la necesidad de herramientas de selección suplementarias o alternativas para estratificar a 
las mujeres positivas para hrHPV en aquellas con y sin ≥ CIN 2/3 y ≥ adenocarcinoma in situ.

60
Teschendorff et al. (Genome Medicine, 4 (3): 1-14, 2003) muestran que la hipermetilación de FAM19A4 se asocia 
con el riesgo de desarrollar cáncer invasivo de cuello uterino.

Wilting et al. (Mol. Cancer, 9 (1): 167, 2010) enseñan una mejora del método de diagnóstico de cáncer de cuello 
uterino positivo para HPV de alto grado mediante la determinación del estado de metilación de hsa-miR124-2.65
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Sumario de la invención

Los inventores ahora han encontrado un método para detectar lesiones precancerosas de alto grado inducidas por 
HPV y cánceres invasivos inducidos por HPV, como se reivindica.

5
Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 muestra la región reguladora 5' de PRDM14, la secuencia codificadora, la parte rica en CpG de la 
primera secuencia intrónica y las secuencias 3' no codificadoras transcritas. El inicio de la transcripción se indica en 
negrita, la secuencia de codificación está en mayúscula. Una secuencia promotora de 1.000 pb y el intrón 1, que 10
contienen ambos secuencias ricas en CpG, están en minúsculas.

La Figura 2 muestra la región reguladora 5 ' de FAM19A4, la secuencia codificadora, la parte rica en CpG de la 
primera secuencia intrónica y las secuencias 3' no codificadoras transcritas. El inicio de la transcripción se indica en 
negrita, la secuencia de codificación está en mayúscula. Una secuencia promotora de 1.000 pb y el intrón 1, que 15
contienen ambos secuencias ricas en CpG, están en minúsculas.

La Figura 3 muestra que la expresión de ARNm de PRDM14 en células de cáncer de cuello uterino SiHa puede 
sobrerregularse tras el tratamiento con un inhibidor de metilación de ADN (DAC). El tratamiento de las células de 
cáncer de cuello de útero SiHa se realizó con el inhibidor de metilación 2'-desoxi-5'-azacitidina (5'-aza o DAC) a una 20
concentración de 0,2 μM y 5 μM. Otros tratamientos fueron PBS y etanol (EtOH). Todos los tratamientos fueron por 
duplicado. Los controles son ARN de referencia humano y un control de -RT (sin transcriptasa inversa añadida a la 
mezcla de reacción de ADNc).

Figura 4. Efectos de la expresión ectópica de PRDM14 en células SiHa, CaSki y 93VU147T. (A) El porcentaje de 25
células GFP+ disminuye en las células transfectadas con PRDM14, en comparación con las células del vector vacío, 
24, 48 y 72 horas después de la transfección. (B) El análisis por citometría de flujo de células marcadas doblemente 
con Anexina V y PI muestra un aumento tanto en las células apoptóticas tempranas (Anexina V+/PI-) como tardías 
(Anexina V+/PI+) en la población de células que expresan PRDM14.

30
Figura 5. Diagramas de dispersión de los niveles de PRDM14 y FAM19A4 medidos por PCR específica de metilación 
cuantitativa en muestras de tejido cervical. En los ejes y, se presentan los niveles de ADN metilado; en los ejes x, las 
muestras se agrupan para cada estadio de enfermedad e histotipo. El nivel de metilación de PRDM14 y FAM19A4
aumenta con la etapa de la enfermedad y se detecta en prácticamente todos los SCC y AdCA. Se indican 
diferencias significativas en los niveles de metilación entre categorías de la enfermedad.35

Figura 6. Los niveles de metilación de PRDM14 y FAM19A4 en muestras de tejido de cabeza y cuello positivas para 
hrHPV (HNSCC: SCC de cabeza y cuello). Los niveles de metilación aumentan significativamente en los carcinomas 
en comparación con los controles.

40
Descripción detallada de la invención

El término "cáncer invasivo inducido por HPV" se refiere a un carcinoma inducido por HPV de alto riesgo, que invade 
el tejido circundante. Esto incluye todos los histotipos de carcinoma inducidos por HPV, es decir, carcinomas de 
células escamosas, adenocarcinomas, carcinomas adenoescamosos y carcinomas neuroendocrinos en órganos 45
relevantes tales como el cuello uterino, la cavidad oral, la orofaringe, el ano, el recto, el pene, la vulva, la vagina, etc. 
Incluye especialmente carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC), carcinomas de células 
escamosas cervicales y adenocarcinomas de cuello uterino.

El término "cáncer invasivo de cuello uterino" se refiere a un carcinoma cervical que invade el tejido circundante. 50
Esto incluye todos los histotipos de carcinoma, es decir, carcinomas de células escamosas, adenocarcinomas, 
carcinomas de células adenoescamosas y carcinomas neuroendocrinos.

Los términos "lesión premaligna" y "lesión precursora" se refieren a una etapa en la evolución celular de múltiples 
etapas hasta cáncer con una posibilidad fuertemente aumentada de progresar a un carcinoma. Con la morfología 55
clásica, el patólogo no puede predecir en el paciente individual cuál de estas lesiones progresará o regresará. La 
patente actual se refiere a un método, que puede predecir cáncer invasivo o una lesión precursora de alto grado del 
mismo.

El término "lesión cervical premaligna de alto grado" se refiere a una etapa en la evolución celular de múltiples 60
etapas hacia el cáncer de cuello uterino con una probabilidad fuertemente aumentada de progresar a un carcinoma 
de cuello uterino. El término "capaz de hibridar específicamente con" se refiere a una secuencia de ácido nucleico 
capaz de emparejar bases específicas con una secuencia complementaria de ácido nucleico y unirse a la misma 
para formar un dúplex de ácido nucleico.

65
El término "lesión avanzada de CIN3" se usa para una lesión de CIN3 histotipificada con una infección por hrHPV 
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precedente de vieja data que da como resultado significativamente más alteraciones en el número de copias del
ADN. En consecuencia, esta subcategoría de lesiones de CIN3 representa una etapa más alta de la enfermedad con 
mayor riesgo de cáncer.

Un "complemento" o "secuencia complementaria" es una secuencia de nucleótidos que forma un dúplex unido a 5
hidrógeno con otra secuencia de nucleótidos según las reglas de emparejamiento de bases de Watson-Crick. Por 
ejemplo, la secuencia de bases complementaria para 5'-AAGGCT-3' es 3'-TTCCGA-5'.

El término "condiciones de hibridación rigurosas" se refiere a las condiciones de hibridación que afectan a la 
estabilidad de los híbridos, por ejemplo, la temperatura, la concentración salina, el pH, la concentración de 10
formamida y similares. Estas condiciones se optimizan empíricamente para maximizar la unión específica y 
minimizar la unión no específica del cebador o la sonda a su secuencia de ácido nucleico objetivo. Los términos tal 
como se usan incluyen una referencia a las condiciones bajo las que una sonda o cebador se hibridará con su 
secuencia objetivo, en un grado detectablemente mayor que otras secuencias (por ejemplo, al menos 2 veces sobre 
el valor base). Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y serán diferentes en diferentes circunstancias. 15
Las secuencias más largas hibridan específicamente a temperaturas más altas. Generalmente, las condiciones 
rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5ºC más bajas que el punto térmico de fusión (Tm) para la 
secuencia específica a una fuerza iónica y pH definidos. La Tm es la temperatura (bajo una fuerza iónica y un pH 
definidos) a la que el 50% de una secuencia objetivo complementaria se hibrida con una sonda o cebador 
perfectamente coincidente. Típicamente, las condiciones rigurosas serán aquellas en las que la concentración de sal 20
es inferior a aproximadamente 1,0 M de ion Na, típicamente alrededor de 0,01 a 1,0 M de concentración de iones Na 
(u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al menos aproximadamente 30°C para sondas o cebadores 
cortos (por ejemplo, 10 a 50 nucleótidos) y al menos aproximadamente 60ºC para sondas o cebadores largos (por 
ejemplo, más de 50 nucleótidos). También se pueden lograr condiciones rigurosas con la adición de agentes 
desestabilizadores tales como formamida. Ejemplos de condiciones de baja rigurosidad o "condiciones de 25
astringencia reducida" incluyen la hibridación con una solución reguladora de 30% de formamida, NaCl 1 M, 1% de 
SDS a 37°C y un lavado en 2x SSC a 40°C. Ejemplos de condiciones de alta rigurosidad incluyen la hibridación en 
50% de formamida, NaCl 1 M, 1% de SDS a 37°C, y un lavado en 0,1x SSC 0,1x a 60°C. Los procedimientos de 
hibridación son bien conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Ausubel et al., Current Protocols in 
Molecular Biology, John Wiley & Sons Inc., 1994.30

El término "oligonucleótido" se refiere a una secuencia corta de monómeros de nucleótidos (habitualmente de 6 a 
100 nucleótidos) unidos por enlaces de fósforo (por ejemplo, fosfodiéster, alquil y aril-fosfato, fosforotioato), o 
enlaces no fosforados (por ejemplo, péptido, sulfamato y otros). Un oligonucleótido puede contener nucleótidos 
modificados que tienen bases modificadas (por ejemplo, 5-metil citosina) y grupos de azúcar modificados (por 35
ejemplo, 2'-O-metil ribosilo, 2'-O-metoxietil ribosilo, 2'-fluoro ribosilo, 2'-amino ribosilo y similares). Los 
oligonucleótidos pueden ser moléculas naturales o sintéticas de ADN de cadena doble y cadena sencilla y ARN de 
cadena doble y cadena sencilla con formas circulares, ramificadas o lineales y, opcionalmente, incluyendo dominios 
que pueden formar estructuras secundarias estables (por ejemplo, estructuras de tallo y bucle y bucle-tallo-bucle).

40
El término "cebador" como se usa en la presente memoria se refiere a un oligonucleótido que es capaz de hibridar 
con el objetivo de amplificación permitiendo que una ADN polimerasa sirviendo de este modo como punto de 
iniciación de la síntesis de ADN cuando se coloca en condiciones en las que se induce la síntesis del producto de 
extensión del cebador que es complementario a una cadena de ácido nucleico, es decir, en presencia de nucleótidos 
y un agente para polimerización tal como ADN polimerasa y a una temperatura y pH adecuados. El cebador (de 45
amplificación) preferiblemente de cadena sencilla para una máxima eficacia en la amplificación. Preferiblemente, el 
cebador es un ribonucleótido oligodesoxi. El cebador debe ser suficientemente largo para cebar la síntesis de los 
productos de extensión en presencia del agente para la polimerización. Las longitudes exactas de los cebadores 
dependerán de muchos factores, incluida la temperatura y la fuente del cebador. Un "par de cebadores 
bidireccionales" como se usa en el presente documento se refiere a un cebador directo y uno inverso tal como se 50
usa comúnmente en la técnica de amplificación de ADN tal como en la amplificación por reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR).

El término "sonda" se refiere a una secuencia de oligonucleótido de cadena sencilla que reconocerá y formará un 
dúplex unido a hidrógeno con una secuencia complementaria en un analito de secuencia de ácido nucleico objetivo55
o su derivado de ADNc.

La metilación del ADN es un proceso bioquímico que es importante para el desarrollo normal en organismos 
superiores. Implica la adición de un grupo metilo a la posición 5 del anillo de pirimidina citosina o el nitrógeno 
número 6 del anillo de purina adenina. La metilación del ADN en la posición 5 de la citosina tiene el efecto específico 60
de reducir la expresión génica y se ha encontrado en cada vertebrado examinado. En los tejidos somáticos adultos, 
la metilación del ADN ocurre típicamente en un contexto del dinucleótido CpG.

Utilizando un cribado de metilación de ADN de todo el genoma ahora se ha encontrado que el gen que codifica la 
familia con similitud de secuencia 19 (similar a quimioquina (motivo C-C), miembro A4 (también denominado como65
FAM19A4; GenBank acceso No. NM 001005527.2) es dirigido por la metilación del ADN en los queratinocitos 
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primarios después de la expresión del oncogén viral (HPV16E6E7), y que la metilación del promotor de FAM19A4 y 
una mayor metilación de la secuencia de hsa-miR124-2 son determinantes importantes de la carcinogénesis 
inducida por el hr-HPV. Las secuencias genómicas y reguladoras de FAM19A4 y la secuencia de hsa-miR124-2
proporcionan por lo tanto valiosos marcadores para diagnosticar el cáncer de cuello uterino invasivo y las lesiones 
precursoras de alto grado de los mismos. Además, la presente invención es adecuada para diagnosticar cánceres 5
invasivos asociados a hrHPV no cervicales y sus lesiones precursoras de alto grado.

El cáncer de cuello uterino se asocia casi exclusivamente con la infección por el virus del papiloma humano (HPV). 
Los virus del papiloma humano constituyen un grupo de más de 100 tipos de virus, identificados por variaciones en 
la secuencia de ADN. Los diversos HPV causan una variedad de enfermedades cutáneas y de la mucosa. Los HPV 10
se clasifican ampliamente en tipos de bajo riesgo y alto riesgo, según su capacidad para inducir cambios malignos 
en las células infectadas. Los tipos de HPV de bajo riesgo tales como 1, 2, 4, 6, 11, 13 y 32 se asocian 
principalmente con lesiones benignas o verrugas comunes, mientras que los tipos de alto riesgo, tales como 16, 18, 
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68 se asocian principalmente con lesiones epiteliales premalignas y 
malignas. Estos tipos de HPV de alto riesgo causan crecimientos que, por lo general, son planos y casi invisibles, en 15
comparación con las verrugas causadas por tipos de bajo riesgo, por ejemplo, HPV-6 y HPV-11. Se ha encontrado
que los tipos de HPV de alto riesgo causan carcinoma invasivo del cuello uterino, así como también carcinoma 
invasivo en otras partes del tracto anogenital y/o la región de la cabeza y el cuello. Por lo tanto, la presente invención 
no solo es adecuada para detectar cáncer invasivo de cuello uterino y etapas precursoras del mismo asociadas con 
la secuencia de hsa-miR124-2 y/o FAM19A4, sino también otros cánceres invasivos y etapas precursoras 20
correspondientes inducidas por el HPV, particularmente del tipo de alto riesgo. Por lo tanto, la presente invención 
proporciona un método para la evaluación del riesgo de cualquier lesión premaligna de alto grado inducida por HPV 
o cáncer invasivo.

Las lesiones precursoras inducidas por HPV muy adecuadas y los cánceres invasivos en el contexto de la presente 25
invención son lesiones precancerosas cervicales y cánceres invasivos de cuello uterino, pero también lesiones 
precursoras y cánceres invasivos inducidos por HPV de alto riesgo en otros tejidos tales como la cavidad oral,
orofaringe, ano, recto, pene, vulva, vagina, etc.

Una célula de prueba puede ser una célula (pre)neoplásica, una célula cervical en proliferación, o cualquier otra 30
célula en la que se va a detectar la presencia de una lesión precursora inducida por HPV con potencial invasivo y 
cáncer invasivo inducido por HPV asociado con la secuencia de hsa-miR124-2 y/o FAM19A4.

El gen FAM19A4, que codifica una proteína secretada de 16 kDa, se identificó originalmente por secuenciación de 
una biblioteca de ADNc humanos (Strausberg et al., PNAS, 2002, 99 (26): 16899-903). Este gen es un miembro de 35
la familia TAFA que se compone de cinco genes altamente homólogos que codifican pequeñas proteínas 
secretadas. Estas proteínas contienen residuos de cisteína conservados en posiciones fijas, y están relacionadas 
lejanamente con MIP-1alfa, un miembro de la familia CC-quimioquina. Las proteínas TAFA se expresan 
predominantemente en regiones específicas del cerebro, y se postula que funcionan como quimioquinas o 
neuroquinas específicas del cerebro, que actúan como reguladores de las células inmunes y nerviosas (Tom Tang et 40
al., Genomics 2004, 83 (4): 727-34). Alternativamente se han observado variantes de transcrito empalmadas para
este gen. No se ha descrito una relación con el cáncer.

Los presentes inventores han establecido ahora que la metilación de FM19A4 de regiones ricas en CpG, tales como 
el promotor y el primer intrón de ambos genes, es un evento frecuente en carcinomas de cuello uterino tanto de 45
carcinoma de células escamosas, carcinoma adeno-escamoso, adenocarcinoma como de histotipos de carcinoma 
neuroendocrino y sus lesiones precursoras de alto grado. La función exacta de FAM19A4 aún no se ha definido.

Lo más interesante es que los presentes inventores han demostrado que la hipermetilación del promotor de 
FAM19A4 (y secuencias intrónicas) puede detectarse en muestras de raspado cervical y que esta característica es 50
capaz de predecir la presencia de una lesión CIN de alto grado o carcinoma invasivo. Además, la metilación del 
promotor de FAM19A4 podría detectarse en muestras cervico-vaginales recolectadas por automuestreo y se 
encontró que estaba asociada con la presencia de una lesión CIN de alto grado subyacente o cáncer invasivo de 
cuello uterino.

55
Por consiguiente, la presente invención proporciona un método para detectar lesiones precancerosas de alto grado 
inducidas por HPV y cánceres invasivos inducidos por HPV, comprendiendo dicho método la detección de 
hipermetilación en la secuencia de hsa-miR124-2 y el gen FAM19A4 en una célula por lo que dicha hipermetilación 
indica la presencia de lesiones precursoras inducidas por HPV con potencial invasivo y cánceres invasivos inducidos 
por HPV.60

La célula de prueba del sujeto puede comprender una célula de una muestra de células de mucosa, tales como 
células cervicales, y también otros tejidos tales como cavidad oral, orofaringe, pene, vulva, ano, recto y otros tejidos 
en los que se va a detectar una lesión precursora o el cáncer asociado con el HPV. Todas estas muestras se 
pueden usar como muestra en un método de la presente invención. Preferiblemente, una muestra de las células de 65
un paciente comprende células cervicales como células de prueba. Las células cervicales pueden, por ejemplo,
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presentarse como un espécimen histológico o citológico. Las muestras citológicas comprenden frotis cervicales 
convencionales, así como preparaciones de capa delgada de muestras cervicales y muestras cervico-vaginales o 
vaginales recogidas por automuestreo.

Un método de la presente invención es particularmente adecuado para la detección de lesiones precancerosas de 5
alto grado y cánceres invasivos asociados con la secuencia de hsa-miR124-2 y FAM19A4 que son inducidos por 
HPV de alto riesgo. Un método para detectar lesiones precancerosas de alto grado inducidas por HPV con potencial 
invasivo y cánceres invasivos inducidos por HPV puede comprender medir la secuencia de hsa-miR124-2 y el 
promotor de FAM19A4 y el primer intrón.

10
La Figura 2 muestra la región promotora rica en CpG, parte de la primera secuencia intrónica rica en CpG del gen 
FAM19A4, así como la secuencia codificadora y la secuencia 3' no codificadora transcrita.

La detección de metilación se realiza en ácido nucleico, tal como ADN. Los reactivos que se usan son típicamente 
una sonda de ácido nucleico (ADN) o un cebador (PCR) o una endonucleasa de restricción, preferiblemente una 15
endonucleasa de restricción sensible a la metilación para la detección de la presencia de grupos metilo en el ADN de 
la célula de prueba.

El componente de la célula de prueba se puede detectar directamente en el lugar o se puede aislar de otros 
componentes celulares mediante métodos comunes conocidos por los expertos en la técnica antes de hacer 20
contacto con el reactivo (véase, por ejemplo, "Current Protocols in Molecular Biology", Ausubel et al. 1995. 4ª 
edición, John Wiley and Sons; "A Laboratory Guide to RNA: Isolation, analysis, and synthesis", Krieg (ed.), 1996, 
Wiley-Liss; "Molecular Cloning: A laboratory manual", J. Sambrook, E.F. Fritsch. 1989. 3 volúmenes, segunda
edición, Cold Spring Harbour Laboratory Press).

25
Es deseable determinar directamente si el gen FAM19A4 está hipermetilado. En particular, las áreas ricas en 
citosina denominadas "islas de CpG", que están situadas principalmente en las regiones reguladoras 5' de los 
genes, normalmente no están metiladas. El término "hipermetilación" incluye cualquier metilación de citosina en una 
posición que normalmente no está metilada en la secuencia del gen FAM19A4 (por ejemplo, el promotor de 
FAM19A4, primer exón y primera secuencia intrónica, véase la Figura 2). La metilación del ADN puede detectarse 30
mediante los siguientes ensayos actualmente utilizados en investigación científica:

 La PCR específica de metilación (MSP), que se basa en una reacción química de bisulfito de sodio con ADN 
que convierte citosinas no metiladas de dinucleótidos de CpG en uracilo o UpG, seguido por PCR tradicional. Sin 
embargo, las citosinas metiladas no se convertirán en este proceso, y los cebadores están diseñados para 35
superponerse al sitio de interés de CpG, lo que permite determinar el estado de metilación como metilado o no 
metilado.
 Secuenciación completa del bisulfito del genoma, también conocida como Seq de BS, que es un análisis de 
todo el genoma de alto rendimiento de la metilación del ADN. Se basa en la conversión antes mencionada de ADN 
genómico con bisulfito de sodio, que luego se secuencia en una plataforma de secuenciación de próxima 40
generación. Las secuencias obtenidas se vuelven a alinear con el genoma de referencia para determinar los estados 
de metilación de los dinucleótidos CpG con base en las faltas de correlación resultantes de la conversión de 
citosinas no metiladas en uracilo.
 El ensayo HELP, que se basa en la capacidad diferencial de las enzimas de restricción para reconocer y 
escindir sitios de ADN de CpG metilados y no metilados.45
 Los ensayos ChIP en un chip, que se basan en la capacidad de los anticuerpos preparados comercialmente 
para unirse a las proteínas asociadas a la metilación del ADN como MeCP2.
 Escaneo genómico de puntos de referencia de restricción, un ensayo complicado y ahora raramente usado 
basado en el reconocimiento diferencial de enzimas de restricción de sitios CpG metilados y no metilados; el ensayo 
es similar en concepto al ensayo HELP.50
 La inmunoprecipitación de ADN metilado (MeDIP), análoga a la inmunoprecipitación de cromatina, se usa la 
inmunoprecipitación para aislar fragmentos de ADN metilados para su entrada en métodos de detección de ADN 
tales como microarreglos de ADN (MeDIP-chip) o secuenciación de ADN (MeDIP-seq).
 Pirosecuenciación de ADN tratado con bisulfito. Esta es la secuenciación de un amplicón hecha por un cebador 
directo normal pero un cebador inverso biotinilado para PCR del gen de elección. El Pirosecuenciador analiza 55
entonces la muestra desnaturalizando el ADN y agregando un nucleótido a la vez a la mezcla de acuerdo con una 
secuencia dada por el usuario. Si hay una falta de coincidencia, se registra y se anota el porcentaje de ADN para el 
que está presente la falta de coincidencia. Esto le da al usuario un porcentaje de metilación por isla de CpG.
 Ensayo de rompimiento molecular ligero para la actividad de la adenina metiltransferasa de ADN: un ensayo 
que se basa en la especificidad de la enzima de restricción DpnI para sitios de GATC completamente metilados 60
(metilación de adenina) en un oligonucleótido marcado con un fluoróforo y un atenuador. La adenina metiltransferasa 
metila el oligonucleótido convirtiéndolo en un sustrato para DpnI. El corte del oligonucleótido por DpnI da lugar a un 
aumento de fluorescencia.
 La transferencia Southern sensible a metilo es similar al ensayo HELP, aunque usa técnicas de transferencia 
Southern para investigar diferencias específicas de genes en la metilación usando digestiones de restricción. Esta 65
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técnica se usa para evaluar la metilación local cerca del sitio de unión para la sonda.

La hipermetilación preferiblemente puede detectarse por tratamiento con endonucleasa de restricción del 
polinucleótido (gen) FAM19A4 y análisis de transferencia Southern. Se puede utilizar cualquier endonucleasa de 
restricción que incluye CG como parte de su sitio de reconocimiento y que se inhibe cuando el C está metilado. Las 5
endonucleasas de restricción sensibles a la metilación tales como BssHII, MspI, NotI o HpaII, usadas solas o en 
combinación, son ejemplos de tales endonucleasas. Los expertos en la técnica conocerán otras endonucleasas de 
restricción sensibles a la metilación.

Un medio preferido alternativo para probar secuencias metiladas es una PCR específica de metilación, que también 10
se basa en la modificación de ADN con bisulfito, seguido de reacciones de PCR específicas que se dirigen a 
secuencias ricas en CpG.

Para los fines de la invención, la sonda de ácido nucleico específica para FAM19A4 se puede usar para detectar la 
presencia del polinucleótido de FAM19A4 (usando una sonda de ácido nucleico) en fluidos o tejidos biológicos. Los 15
cebadores de oligonucleótidos basados en cualquier región de secuencia codificadora y región de secuencia 
reguladora en la secuencia de FAM19A4 son útiles para amplificar ADN, por ejemplo, mediante PCR.

Cuando se utilizan cebadores de PCR, sondas de ácido nucleico o endonucleasas de restricción, se analiza la 
región reguladora 5', la primera secuencia intrónica y la secuencia codificadora de la secuencia de FAM19A4 (como 20
se especifica en la Figura 2).

Se puede usar cualquier muestra que contenga una cantidad detectable del polinucleótido de FAM19A4. Las 
muestras preferidas para ensayar según los métodos de la invención incluyen muestras tales como raspados 
(cervicales o vaginales), lavados cervico-vaginales o hisopos, y/o biopsias (cervicales) y similares. Aunque el sujeto 25
puede ser cualquier mamífero, preferiblemente el sujeto es humano.

Los métodos de diagnóstico para la detección de trastornos incluyen métodos en los que se proporciona una 
muestra para prueba, cuya muestra comprende una preparación celular a partir de tejido cervical u otro tejido. 
Preferiblemente, tales muestras se proporcionan como frotis u otras muestras citológicas.30

Una muestra de célula o tejido obtenida de un mamífero, preferiblemente un humano, se trata previamente 
adecuadamente para permitir el contacto entre el ADN celular de una célula de prueba comprendida en dicha 
muestra con un reactivo que detecta FAM19A4 y detecta una alteración en la metilación del gen FAM19A4 en 
comparación con el de una célula normal comparable. Las muestras pueden montarse en un soporte adecuado para 35
permitir la observación de células individuales. Los ejemplos de materiales de soporte bien conocidos incluyen vidrio, 
poliestireno, polipropileno, polietileno, policarbonato, poliuretano, opcionalmente provistos de capas para mejorar la 
adhesión celular y la inmovilización de la muestra, tales como capas de poli-L-lisina o silano. Los frotis o biopsias 
cervicales pueden prepararse, por ejemplo, como para la prueba de Papanicolaou (Pap) o cualquier modificación 
adecuada de la misma como conoce el experto en la técnica, y se pueden fijar mediante procedimientos que 40
permitan el acceso adecuado del reactivo al componente objetivo. En ciertas realizaciones de la invención, las 
muestras citológicas se proporcionan como muestras de frotis convencionales o preparaciones de capa fina de 
células de cuello uterino o muestras de citología de base líquida o cualquier otro tipo de preparación conocida por 
los expertos en la técnica. Si se requiere almacenamiento, los procedimientos de rutina usan formalina tamponada 
para la fijación seguida de la inclusión en parafina, lo que proporciona una infraestructura tisular bien conservada. 45
Para permitir la tinción inmunohistoquímica o inmunofluorescente, debe recuperarse o desenmascararse la 
antigenicidad del material de muestra. Un método para recuperar la antigenicidad de las proteínas entrecruzadas 
con formaldehído implica el tratamiento de la muestra con enzimas proteolíticas. Este método da como resultado una 
digestión (parcial) del material y se puede acceder a meros fragmentos de las proteínas originales mediante 
anticuerpos.50

En una realización de un método de la invención, se detecta una mayor metilación del promotor de FAM19A4 en la 
célula de prueba en comparación con la célula normal comparable.

Se prefiere medir la metilación incrementada del promotor de FAM19A4 y secuencias de intrón en combinación con 55
una metilación incrementada de la secuencia de hsa-miR124-2 debido a una sensibilidad incrementada.

La secuencia de hsa-miR124 madura (número de acceso MIMAT0000422) está codificada por 3 secuencias 
prematuras individuales de microARN ubicadas en tres regiones genómicas diferentes, es decir, hsa-miR124-1 
(número de acceso MI0000443) en el cromosoma 8p23.1, hsa-miR124-2 (número de acceso MI0000444) en el 60
cromosoma 8q12.3 y hsa-miR124-3 (número de acceso MI0000445) en el cromosoma 20q12.33 (números de 
acceso como se indica en la base de datos de miARN, miRBase (www.mirbase.org), Facultad de Ciencias de la 
Vida, Universidad de Manchester).

El uso de un ensayo de hipermetilación de hsa-miR124 para los métodos de detección o predicción de la aparición 65
de lesiones precancerosas de alto grado inducidas por HPV y cánceres invasivos inducidos por HPV en una 
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(auto)muestra de un frotis cervical se ha descrito en el documento WO 2013/039394 y Wilting et al. (Mol. Cancer 
2010: 9, 167).

La presente invención también proporciona un kit de partes como se define en las reivindicaciones, para usar en un 
método de detección de lesiones precursoras inducidas por HPV con potencial invasivo y cánceres invasivos 5
inducidos por HPV asociados con la secuencia de hsa-miR124-2 y FAM19A4 en células de prueba de un sujeto. Tal 
kit puede comprender adecuadamente un cepillo o una espátula para tomar un raspado (cervical) junto con un 
recipiente lleno con medio de recolección para recoger células de prueba. Alternativamente, se incluirá un dispositivo 
de muestreo que consiste en una jeringa de irrigación, un catéter femenino de orina desechable y un recipiente con 
fluido de irrigación para recoger las células del cuello uterino mediante lavado cervico-vaginal. Un kit de acuerdo con 10
la presente invención puede comprender cebadores y sondas para la detección de la metilación de la secuencia de 
hsa-miR124-2 y la metilación del promotor de FAM19A4.

Un kit de partes de acuerdo con la invención comprende medios para la detección de la metilación del promotor de 
FAM19A4, tales como enzimas de restricción sensibles a la metilación, o sondas o cebadores capaces de hibridarse 15
con la secuencia de nucleótidos de la Fig. 2. Por supuesto, como el ensayo también pretende detectar la metilación 
de hsa-miR124-2, se incluyen cebadores y sondas para la detección de la metilación en hsa-miR-124-2.

En el kit de la invención, los medios para la detección de la metilación de secuencia de hsa-miR124-2 y la metilación 
de promotor de FAM19A4 se combinan con medios para la detección de infección por HPV, preferiblemente para la 20
detección de infección por HPV del tipo de alto riesgo. Dichos medios pueden comprender cebadores o sondas 
específicos de HPV, marcadores de proteína para infección por HPV o incluso marcadores sustitutos de infección 
por HPV como se conocen en la técnica.

La presente invención se ilustrará ahora por medio de los siguientes ejemplos no limitativos.25

Ejemplos

Ejemplo 1. Descubrimiento de PRDM14 y FAM19A4 como objetivos de metilación en la transformación inducida por 
HPV30

Se realizó un análisis exhaustivo de los cambios en la metilación del ADN genómico asociado con la transformación 
in vitro inducida por HPV (expresión del oncogén viral e inmortalización posterior de queratinocitos primarios) 
mediante cariotipificación digital específica de metilación (MSDK) (Hu et al., 2005). MSDK es un método basado en 
secuencias que se basa en la escisión del ADN genómico con una enzima de restricción sensible a la metilación 35
(AscI), lo que permite un perfil de metilación exhaustivo imparcial. En este método, se concatenan las etiquetas de 
secuencia de 21 pb derivadas de ubicaciones específicas en el genoma y se analizan mediante secuenciación de 
alto rendimiento. Se determinaron los cambios en la metilación del ADN de todo el genoma como resultado de la 
expresión de E6 y E7 de HPV16, mediante la comparación de patrones de metilación de queratinocitos primarios de 
prepucio no transducidos (pase 5) con sus contrapartes de paso temprano transducidas con HPV16E6E7 (pase 7). 40
Además, la metilación alterada asociada con la adquisición de inmortalidad, un evento crítico, denominado punto de 
no retorno, en el proceso de transformación, se analizó mediante la inclusión de derivados inmortales transducidos 
de HPV16E6E7 (pase 30).

Mediante este enfoque, se identificaron PRDM14 y FAM19A4 como nuevos objetivos de metilación en la 45
transformación inducida por HPV, cuya metilación se hizo particularmente evidente en los transductantes inmortales, 
pero en el caso de PRDM14 también se observó con poca frecuencia en las células de pase temprano.

La metilación de la región promotora de PRDM14 y FAM19A4 se verificó mediante PCR cuantitativa específica de 
metilación (qMSP) en una serie independiente de líneas celulares de queratinocitos transfectadas con HPV. Los 50
cebadores y la sonda para qMSP se enumeran en la Tabla 1. La metilación del promotor de PRDM14 se detectó en 
dos líneas celulares de queratinocitos HPV16 (FK16A, FK16B) y dos HPV18 (FK18A, FK18B) inmortalizadas. 
Además, se detectaron altos niveles de metilación de PRDM14 en tres líneas celulares de cáncer cervical positivas 
para HPV (SiHa, HeLa y CaSki), así como una línea celular de cáncer de cabeza y cuello positiva para HPV16 
(93VU147T). Tres aislados de queratinocitos primarios negativos para HPV (HFK) evaluaron la metilación negativa 55
de PRDM14 (véase la Tabla 2).

El tratamiento de células de cáncer cervical SiHa con el inhibidor de metilación 5-aza-2 desoxicitidina (DAC) dio 
como resultado una sobrerregulación de la expresión de ARNm de PRDM14, lo que indica que la metilación del 
promotor de PRDM14 regula su expresión génica en células de cáncer de cuello uterino (Figura 2).60

De forma similar a PRDM14, la metilación del promotor de FAM19A4 se detectó en dos líneas celulares de 
queratinocitos inmortalizadas HPV16 (FK16A, FK16B) y dos HPV18 (FK18A, FK18B), así como líneas celulares de 
cáncer cervical (SiHa, HeLa y CaSki) y de cabeza y cuello (93VU147T), esta última muestra los niveles más altos de 
metilación de FAM19A4. Tres aislados de queratinocitos primarios negativos para HPV (HFK) evaluaron 65
negativamente la metilación de FAM19A4 (véase la Tabla 2).
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Ejemplo 2: Papel funcional de PRDM14 en carcinogénesis cervical

Para determinar el papel funcional potencial de PRDM14 en carcinogénesis cervical, se transfectaron células de las 
líneas celulares SiHa y CaSki de cáncer de cuello uterino que contienen HPV16 con un vector de expresión de 5
PRDM14 o un vector de control vacío (GFP). La expresión ectópica de PRDM14 en transfectantes PRDM14 SiHa y 
CaSki se confirmó mediante RT-PCR. Tras la transfección, se midió la inducción de apoptosis celular mediante 
análisis FACS de células teñidas por anexina V y yoduro de propidio (PI). En comparación con los transfectantes de 
control del vector vacío y células parentales no transfectadas, fue evidente una fuerte inducción de apoptosis en 
células que sobreexpresan PRDM14 (Figura 4). La fuerte inducción de apoptosis tras la expresión ectópica de 10
PRDM14 en células de cáncer de cuello uterino sugiere un papel supresor tumoral en la carcinogénesis cervical. En 
analogía con los resultados de la línea celular de cáncer de cuello uterino, la expresión ectópica de PRDM14 en las 
líneas celulares de cáncer de cabeza y cuello positivas para HPV16 también dio como resultado la inducción de 
apoptosis (Figura 4). Por lo tanto, estos datos sugieren que PRDM14 tiene un papel supresor tumoral en cánceres 
de cabeza y cuello positivos para HPV. Tras la introducción de PRDM14 en células de riñón embrionario humano 15
(HEK) no se observó inducción de apoptosis, lo que indica que la inducción de apoptosis observada en líneas 
celulares de cáncer positivas para HPV no resulta de un efecto no específico de la construcción utilizada para la 
transfección.

Ejemplo 3: la metilación del promotor de PRDM14 y FAM19A4 son eventos comunes en lesiones de CIN de alto 20
grado, carcinomas de células escamosas cervicales, carcinomas adenoescamosos, adenocarcinomas y carcinomas 
neuroendocrinos

A continuación, se analizó la metilación del promotor de PRDM14 y FAM19A4 en muestras de tejido cervical 
mediante PCR específica de metilación cuantitativa (qMSP) como se describe en el Ejemplo 1. Se eligió el gen de 25
mantenimiento de β-actina (ACTB) como referencia para la medición de entrada de ADN total. Para todas las 
muestras, la cantidad de ADN metilado medido se dividió por la cantidad de ACTB, y las muestras con relaciones 
superiores a un límite predefinido (por ejemplo, la relación media de los controles normales (excluyendo los valores 
extremos) + 2,58 veces la desviación estándar) se clasificaron como positivas.

30
Se encontró que la metilación del promotor PRDM14 fue detectable en el 11% (2/18) de las muestras de control 
cervical normal, 33% (13/40) de las lesiones CIN1, 55% (23/42) de las lesiones CIN3 y 100% (42 / 42) de 
carcinomas de células escamosas cervicales (SCC) (Tabla 3). Los niveles de metilación de PRDM14 detectados en 
las diferentes etapas de la enfermedad se grafican en la Figura 5.

35
Junto a los carcinomas de células escamosas cervicales también se analizó la metilación del promotor de PRDM14 
en adenocarcinomas cervicales. Los adenocarcinomas, que constituyen hasta el 20% de los carcinomas de cuello 
uterino, son de particular interés ya que la incidencia del adenocarcinoma cervical se ha mantenido igual o incluso 
aumentado en los países con un programa nacional de detección de cáncer cervical. Esto indica que el 
adenocarcinoma cervical y su lesión precursora glandular, es decir, el adenocarcinoma in situ (ACIS), con frecuencia 40
se pasan por alto el cribado basado en citología. Con base en estudios genéticos y epigenéticos comparativos entre 
carcinomas de células escamosas cervicales y adenocarcinomas cervicales, se ha descubierto que ambos histotipos 
tumorales se desarrollan por vías carcinogénicas distintas (Dong et al., 2001, Kang et al., 2005, Wilting et al., 2006, 
Henken et al., 2007). En consecuencia, la mayoría de los biomarcadores que permiten la detección del carcinoma de 
células escamosas cervicales no detectan necesariamente el adenocarcinoma cervical.45

Los marcadores de metilación tales como CADM1, CDH1, DAPK1 y SOX17 son más específicos para los 
carcinomas de células escamosas, mientras que los marcadores tales como RASSF1A, APC, DKK3 y SFRP2 están 
predominantemente metilados en adenocarcinomas (Overmeer et al., 2008, Kang et al., 2005, Dong et al., 2001, van 
der Meide et al., 2011).50

Curiosamente, la metilación del promotor de PRDM14 pareció ser una excepción ya que, a diferencia de la mayoría 
de los marcadores conocidos, detectó adenocarcinomas cervicales con una frecuencia similar a los carcinomas de 
células escamosas; es decir, el 97% (30/31) de los adenocarcinomas mostraron la metilación del promotor de 
PRDM14 y el 57% (12/21) adenocarcinoma in situ probó metilación positiva para PRDM14 (Figura 5, Tabla 3). Se 55
obtuvieron resultados similares para carcinomas adenoescamosos cervicales y carcinomas neuroendocrinos.

Por lo tanto, la metilación del promotor de PRDM14 parece ser un marcador de metilación universal para todos los 
histotipos de carcinoma cervical.

60
El análisis de la metilación del promotor de FAM19A4 reveló metilación positiva en un 19% (3/16) de las muestras de 
control cervicales normales, 12% (3/26) de lesiones de CIN1, 43% (18/42) de lesiones de CIN3 y 100% (42/42) de 
carcinomas de células escamosas cervicales (SCC), 52% (11/21) de adenocarcinoma in situ (ACIS) y 92% (24/26) 
de adenocarcinomas (AdCA) (Tabla 3). Los niveles de metilación de FAM19A4 detectados en las diferentes etapas 
de la enfermedad y los histotipos se grafican en la Figura 5. Por lo tanto, la metilación del promotor de FAM19A465
también representa un marcador de metilación universal para todos los histotipos de carcinoma cervical.
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Ejemplo 4 Detección de metilación del promotor de PRDM14 y FAM19A4 en raspados cervicales positivos para 
hrHPV

Usando un diseño de control de casos de mujeres que participan en un cribado con base en la población, se 5
estudiaron los raspados cervicales de mujeres positivas para hrHPV en los que se diagnosticó ≥CIN 2 (incluidos 2 
carcinomas) (es decir, casos) frente a mujeres positivas para hrHPV en las que se diagnosticó CIN1 máximo (es 
decir, controles). Se recogieron los raspados cervicales de estas mujeres en un medio de conservación en el que los 
ácidos nucleicos están bien conservados.

10
La metilación de PRDM14 se detectó en el 23% (8/35) de las mujeres de control positivas para hrHPV con citología 
normal y 74% (17/23) de mujeres con ≥CIN2. Se detectó metilación de FAM19A4 en 3% (1/35) de mujeres con 
control positivas para hrHPV con citología normal y 52% (12/23) de mujeres con ≥ CIN 2. En una serie mayor de 200 
raspados cervicales consecutivos positivos para hrHPV recogidos durante el ensayo prospectivo de cribado con 
base en la población POBASCAM (Rijkaart et al., Lancet Oncology 2012), un análisis de validación posterior reveló 15
que FAM19A detecta más > 80% de las mujeres con ≥CIN3 en un umbral del ensayo que da lugar a una 
especificidad del 50%. En un umbral que corresponde a una tasa de especificidad del 70%, se detecta el 70% de las 
mujeres con ≥CIN3.

Estos datos indican que tanto el análisis de metilación de PRDM14 como de FAM19A4 permiten la detección de 20
enfermedad cervical subyacente (CIN2 +) en raspados cervicales positivos para hrHPV y de ese modo proporcionan 
marcadores prometedores de selección de detección cervical mediante pruebas de HPV primaria.

Ejemplo 5: Análisis de metilación de FAM19A4 en raspados cervicales de mujeres con NIC3 asociadas a una 
infección por HPV a corto y largo plazo25

En estudios previos, se compararon las lesiones de CIN3 de mujeres con infección por HPV previa de corta duración
(<5 años) con lesiones de CIN3 en mujeres con una infección por HPV previa de larga duración (≥5 años) con 
respecto a las alteraciones en el número de copias de ADN (Bierkens et al., Int J Cancer 2012: 131 (4): E579-85). La 
duración de las infecciones por hrHPV anteriores sirvió como un sustituto para la edad de la lesión según la cual a la 30
lesión de CIN3 se le puede asignar un estadio de enfermedad respectivamente más bajo y más alto. El hecho de 
que se detectaron significativamente más alteraciones en el número de copias de ADN en las lesiones de CIN3 con 
una infección por hrHPV previa de larga duración, confirma la suposición de que esta categoría representa un 
estadio más avanzado de la enfermedad, las denominadas lesiones de CIN3 avanzadas, con mayor riesgo de 
cáncer.35

Para determinar si el análisis de metilación de FAM19A4 puede detectar estas lesiones avanzadas de CIN3, se 
analizaron los raspados cervicales de 19 mujeres con CIN3 y una infección por hrHPV de corta duración y 29 
mujeres con CIN3 y una infección por HPV de larga duración. Lo más interesante es que todos los raspados (29/29; 
100%) de mujeres con lesiones de CIN3 avanzadas (infección por hrHPV precedente de larga duración) se 40
detectaron mediante metilación de FAM19A4, frente al 42% (8/19) de raspados de mujeres con lesiones de CIN3 
asociadas con una infección por hrHPV de corta duración, las llamadas lesiones tempranas de CIN3. Un resultado 
de prueba positiva de metilación se basó en los umbrales del ensayo que dan lugar a una especificidad del 70%. 
Esta prevalencia notablemente alta en mujeres con lesiones avanzadas sugiere que la prueba de metilación de 
FAM19A4 detecta a todas las mujeres con lesiones avanzadas de CIN3 que necesitan derivación inmediata para 45
colposcopia.

Ejemplo 6: metilación del promotor de FAM19A4 en raspados cervicales de pacientes con cáncer

Se analizaron en total 60 raspados cervicales de pacientes con carcinomas de cuello uterino para la metilación de 50
FAM19A4. Estos incluyeron 10 adenocarcinomas, 2 adenocarcinomas in situ, 2 carcinomas adenoescamosos, 43 
carcinomas de células escamosas y 3 carcinomas no diferenciados. Todos los carcinomas, excepto 1 
adenocarcinoma, dieron positivo para la metilación de FAM19A4 (especificidad del 70%). Además de los raspados
de pacientes con cáncer de cuello uterino, también se encontró que un subconjunto de raspados de mujeres con 
cáncer endometrial fue positivo para metilación de FAM19A4. Lo más interesante es que la serie completa de 55
raspados derivados de pacientes con cáncer resultó positiva para una combinación de FAM19A4 y metilación de 
hsa-miR124-2 (Wilting et al., Mol Cancer 2010: 9, 167).

Por lo tanto, las pruebas combinadas para la metilación de FAM19A4 y hsa-miR124-2 en raspados cervicales 
permiten la detección de todos los cánceres (100%) de origen cervical y endometrial.60

Ejemplo 7: metilación del promotor de PRDM14 y FAM19A4 en muestras automuestreadas

Posteriormente se analizaron las muestras cervico-vaginales automuestreadas recogidas usando un VibaBrush 
(Rovers Medical Devices, Oss, Los Países Bajos) o un filtro Delphi (Delphi BioScience BV, Scherpenzeel, Los65
Países Bajos) durante el curso de un estudio prospectivo, en el que se enviaron un total de 45.000 paquetes de 
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automuestreo a mujeres que, incluso después de un segundo recordatorio, no respondieron a la invitación para un 
examen cervical regular (Véase www.trialregister.nl, Ensayo No. NTR962 (ensayo PROHTECT)). El ofrecimiento de 
automuestreo para pruebas de hrHPV a las no asistentes mostró volver a atraer hasta el 30% de estas mujeres al 
programa de detección (Gök et al., BMJ 2010; 340: c1040). Las muestras autorrecolectadas son equivalentes a las 
tomadas por un médico con respecto a las pruebas de HPV (Brink et al., J Clin Microbiol 2006; 44: 2518-23). La 5
prueba de hrHPV en las automuestras produce al menos tanto como ≥ lesiones de CIN2 en esta población como se 
encuentra por cribado regular en una población combinada de mujeres que responden (Bais et al., Int J Cancer: 
2007, 120: 1505-1510; Gök et al., BMJ 2010; 340: c1040). Sin embargo, también para el automuestreo de HPV 
existe la necesidad de herramientas de selección jerarquizada para estratificar a las mujeres positivas para hrHPV 
en aquellas con y sin ≥CIN 2/3 y ≥adenocarcinoma in situ. Mientras que la citología convencional no se puede 10
realizar confiablemente en especímenes cervicovaginales autorrecolectados (Brink et al., J Clin Microbiol 2006; 44: 
2518-23), el análisis de metilación del ADN se puede aplicar a los lavados cervicovaginales autorrecolectados
(Eijsink et al., Gynecol Oncol 2011; 120: 280-3). Es importante destacar que los presentes resultados muestran que 
los marcadores de metilación FAM19A4 y PRDM14 permiten la detección de CIN2 + subyacente no solo cuando se 
aplica a muestras de lavado cervicovaginal autorrecolectadas, sino también a muestras por cepillo vaginal 15
autorrecolectadas. Este último es un tipo de muestra en el que los marcadores conocidos previos a menudo se 
realizan con baja sensibilidad clínica. En consecuencia, los marcadores PRDM14 y FAM19A4 se pueden considerar 
marcadores de pandetección que funcionan igual en frotis cervicales tomados por el médico, automuestras basadas 
en lavado y automuestras basadas en cepillos.

20
Una serie de 177 muestras de cepillo vaginal autorrecolectadas de mujeres positivas para hrHPV sin evidencia de 
enfermedad clínicamente significativa en el seguimiento (es decir, citología normal/HPV- o histología CIN0/CIN1) así 
como 74 muestras de cepillo vaginal autorrecolectadas de mujeres positivas para hrHPV con ≥ CIN3 (68 CIN3, 4 
SCC, 1 ACIS, 1 carcinoma de células adenoescamosas probados en 36 meses) se analizaron mediante qMSP para 
la metilación del promotor de PRDM14 y FAM19A4. FAM19A4 combinado o no con el análisis de metilación de 25
PRDM14 alcanzó una sensibilidad del 70% para ≥ CIN3 con una especificidad del 70%. Hasta ahora, la metilación 
de FAM19A4 es sorprendentemente el único marcador de metilación que predice en muestras de cepillo vaginal 
autorrecolectadas una lesión ≥ CIN3 subyacente en mujeres positivas para hrHPV con sensibilidad aceptable (> 
60%). Se obtuvieron tasas de sensibilidad mucho más bajas en muestras de cepillo vaginal autorrecolectadas con 
otros marcadores de metilación o combinaciones de marcadores. Dado que tal rendimiento superior no se observa 30
en los raspados convencionales o las muestras de lavado cervicovaginal, este hallazgo es inesperado.

Además, una serie de 350 muestras de lavado cervicovaginal autorrecolectadas de mujeres positivas para hrHPV, 
incluyendo 272 mujeres positivas para hrHPV sin evidencia de enfermedad clínicamente significativa en el 
seguimiento (es decir, citología normal/HPV- o histología CIN0/CIN1) así como 78 muestras de lavado cervicovaginal 35
de mujeres positivas para hrHPV con ≥ CIN3, se analizó para metilación de PRDM14 y FAM19A4. FAM19A4, 
combinado o no con el análisis de metilación de PRDM14, reveló una sensibilidad del 70% para ≥ CIN3 con una 
especificidad del 70%. Esto confirma una función de pandetección de FAM19A4 combinada o no con la metilación 
de PRDM14 u otros marcadores de metilación en diversos tipos de muestras, incluidos los raspados cervicales y las 
muestras de cepillado y lavado vaginal autorrecolectadas (cervico).40

En estudios posteriores se determinó si otros marcadores de metilación distintos de PRDM14 pueden ser 
complementarios a FAM19A4 para la detección de ≥ CIN3 en muestras de lavado y cepillado vaginal 
autorrecolectadas. A tasas de especificidad por debajo del 70% (60% y 50%), se encontró que el marcador de 
metilación hsa-miR124-2 (Wilting et al., Mol. Cancer 2010: 9, 167) tiene un valor aditivo que aumenta la sensibilidad 45
en comparación con las pruebas para FAM19A4 solamente.

Estos datos muestran que el análisis de metilación del promotor de PRDM14 y FAM19A4 en materiales 
automuestreados obtenidos tanto de muestras de cepillo vaginal autorrecolectadas como de muestras de lavado 
cervicovaginal autorrecolectadas es muy factible y mejorará la detección de enfermedad cervical subyacente de alto 50
grado. FAM19A4 en particular produce altas tasas de sensibilidad y especificidad (70% frente a 70%), excediendo 
los de otros marcadores de metilación o genotipificación de HPV16/18, tanto en muestras de cepillo vaginal 
autorrecolectadas como en muestras de lavado cervicovaginal autorrecolectadas. Se demostró que un análisis 
combinado de FAM19A4 y hsa-miR124-2 era superior a las tasas de especificidad de 50% y 60%, en comparación 
con FAM19A4 solamente.55

Ejemplo 8: análisis de metilación del promotor de PRDM14 y FAM19A4 en carcinomas de células escamosas de 
cabeza y cuello positivas para hrHPV, carcinomas de vulva y lesiones precursoras y carcinomas de ano

Para determinar si la metilación del promotor de PRDM14 y FAM19A4 también es detectable en carcinomas distintos 60
de cánceres de cuello uterino asociados con hrHPV, se analizaron 20 carcinomas de células escamosas de cabeza 
y cuello positivas para hrHPV (es decir orofaríngeo) (HNSCC) y 2 muestras normales de mucosa oral por qMSP. 
Ambos niveles de metilación de PRDM14 y FAM19A4 se incrementaron significativamente (p <0,05) en HNSCC 
comparado con muestras de mucosa normales de cabeza y cuello (Figura 6). De hecho, en todos los HNSCC 
(20/20) los niveles de metilación de PRDM14 aumentaron en comparación con los controles. En 90% (18/20) de 65
HNSCC se incrementaron los niveles de metilación de FAM19A4, en comparación con los controles.
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Además, se probaron 3 carcinomas de vulva positivos para HPV, 4 lesiones precancerosas de vulva (VIN3) y 3 
carcinomas de ano positivos para HPV para metilación de PRDM14 y FAM19A4. Todas las 11 lesiones revelaron 
altos niveles de metilación de PRDM14 y todas las lesiones menos 1VIN3 mostraron altos niveles de metilación de 
FAM19A4, similar a las lesiones cervicales.5

Estos datos indican que las lesiones (pre) cancerosas positivas para hrHPV no cervicales, que incluyen las de la 
región de la cabeza y el cuello, la vulva y el ano, pueden detectarse por metilación de FAM19A4 y/o PRDM14.

10
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Tabla 2: Resumen de los resultados de qMSP de PRMM14 y FAM19A4 en queratinocitos primarios, queratinocitos 
transfectados con HPV16 y HPV18 (pases temprano y tardío de células inmortales FK16A, FK16B, FK18A y FK18B) 

y líneas celulares de cáncer de cuello uterino positivas para hrHPV

PRDM14 qMSP 
FAM19A4

qMSP 

Queratinocitos primarios
HFK1 - -
HFK2 - -
HFK3 - -

Queratinocitos inmortalizados con
HPV16 y 18 

FK16A + + 
FK16B + + 
FK18A + + 
FK18B + + 

Líneas celulares de cáncer cervical 
SiHa ++ ++ 
HeLa ++ ++ 
CaSki ++ ++ 

Líneas celulares de cancer de cabeza y 
cuello 

93VU1 47T ++ ++ 

-: negativo, +: positivo, ++: fuertemente positivo

Tabla 3: Porcentaje de muestras de tejido cervical positivas para metilación de PRDM14 y FAM19A según lo 5
determinado por qMSP

PRDM14 FAM19A4
Normal 11% (2/18) 19% (3/16) 
CIN1 33% (13/40) 12% (3/26) 
CIN3 55% (23/42) 43% (18/42) 
SCC 100% (42/42) 100% (42/42) 
ACIS 57% (12/21) 52% (11/21) 
AdCA 97% (30/31) 92% (24/26) 
CIN: neoplasia intraepitelial cervical 
CCE: carcinoma de células escamosas 
ACIS: adenocarcinoma in situ
AdCA: adenocarcinoma

Listado de secuencias 

<110> Self-screen B.V.10

<120> PRDM14 y FAM19A4, marcadores de diagnóstico molecular para cánceres invasivos inducidos por HPV y 
sus lesiones precursoras de alto grado

<130> P99544PC0015

<150> EP 12188377.1
<151> 2012-10-12

<160> 1020

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 2425
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador30

<400> 1
ttattagcgg gttagacgtc gttt 24

<210> 235
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

E13785942
04-04-2018ES 2 664 923 T3

 



15

<220>
<223> cebador

<400> 2
cgtcccgaaa tcgaaccc 185

<210> 3
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial10

<220>
<223> cebador

<400> 315
agtcgggcgg ttcggtta 18

<210> 4
<211> 20
<212> ADN20
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

25
<400> 4
ccaaaaacga cgcgcaacta 20

<210> 5
<211> 3030
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda35

<400> 5
cttactctcc gctcccaatt cgaaaaatcc 30

<210> 640
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>45
<223> sonda

<400> 6
cccaactaac gcgctaa 17

50
<210> 7
<211> 2443
<212> ADN
<213> Homo sapiens

55
<400> 7
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<210> 8
<211> 2166
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 8

10
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<210> 95
<211> 2350
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 910
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<210> 10
<211> 19235
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 10
10
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Reivindicaciones

1. Un método para detección mejorada de lesiones precancerosas de alto grado inducidas por HPV y cánceres 
invasivos inducidos por HPV, comprendiendo dicho método detección de hipermetilación en el gen FAM19A4 e
hipermetilación de hsa-miR124-2 en una célula por lo que dicha hipermetilación indica la presencia de lesiones 5
precursoras inducidas por HPV con cánceres potencialmente invasivos y/o invasivos inducidos por HPV, en el que
dicha lesión precancerosa de alto grado inducida por HPV o cáncer invasivo inducido por HPV es una lesión cervical
premaligna de alto grado, de cabeza y cuello, anal o vulvar o cáncer cervical invasivo, de cabeza y cuello, anal o 
vulvar.

10
2. Método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicho cáncer invasivo inducido por HPV es un cáncer 
invasivo inducido por HPV de alto riesgo.

3. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la hipermetilación de FAM19A4
indica la presencia de una lesión avanzada de CIN3.15

4. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha hipermetilación se detecta 
en las secuencias ricas en CpG como se indica en la Figura 2.

5. Un método para detectar una lesión precancerosa de alto grado inducida por HPV o carcinoma invasivo inducido 20
por HPV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicha hipermetilación es una metilación 
incrementada del promotor rico CpG de FAM19A4 y/o secuencias genómicas en la célula de prueba en comparación 
con la célula normal comparable.

6. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5 que usa un reactivo que es una endonucleasa de 25
restricción sensible a la metilación, escogida del grupo que consiste en BssHII, MspI, NotI y HpaII.

7. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que se realiza una PCR específica de 
metilación, que se basa en la modificación con bisulfito del ADN, seguido de reacciones de PCR específicas que se 
dirigen a secuencias ricas en CpG.30

8. Método de acuerdo con la reivindicación 7, en el que se usa una sonda o cebador de ácido nucleico que se une a 
la secuencia de ácido nucleico de FAM19A4 como se expone en la Figura 2.

9. Método de acuerdo con la reivindicación 8, en el que dicha sonda o cebador de ácido nucleico tiene una etiqueta 35
detectable.

10. Método de acuerdo con la reivindicación 6, 7 u 8, en el que la sonda de ácido nucleico tiene una secuencia de 
nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en:

40
a) una secuencia de polinucleótidos capaz de hibridar bajo condiciones rigurosas con la secuencia de FAM19A4
como se expone en la Figura 2;
b) un polinucleótido que tiene al menos 70% de identidad con el polinucleótido de a);
c) un polinucleótido complementario al polinucleótido de a); y
d) un polinucleótido que comprende al menos 15 bases de un nucleótido de a) o b).45

11. Uso de una combinación de FAM19A4 y has-miR124-2 como marcador de diagnóstico molecular para la 
detección de una lesión precancerosa de alto grado inducida por HPV o cánceres invasivos inducidos por HPV, en la
que dicha lesión precancerosa de alto grado inducida por HPV o cáncer invasivo inducido por HPV es una lesión 
cervical premaligna de alto grado, de cabeza y cuello, anal o vulvar o cáncer cervical invasivo de cabeza y cuello, 50
anal o vulvar.

12. Uso de acuerdo con la reivindicación 11, en el que la metilación de dicho marcador es predictiva de la aparición 
de dicha lesión o carcinoma.

55
13. Uso de acuerdo con la reivindicación 11, en el que FAM19A4 se usa como marcador de diagnóstico molecular 
para la detección de una lesión avanzada de CIN3.

14. Kit de partes para uso en un método para detectar una lesión precancerosa de alto grado inducida por HPV o 
carcinoma invasivo inducido por HPV, comprendiendo dicho kit60

- medio para la detección de metilación de FAM19A4 y metilación de hsa-miR124-2 en el que dicho medio 
comprende sondas y/o cebadores específicos para la secuencia de nucleótidos de FAM19A4 de la Figura 2 y 
sondas y cebadores específicos para la secuencia de hsa-miR124-2;
- medio para la detección de infección por HPV, en el que dicho medio comprende sondas y cebadores específicos 65
para HPV, 
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y en el que dicha lesión precancerosa de alto grado inducida por HPV o cáncer invasivo inducido por HPV es una
lesión cervical premaligna de alto grado, de cabeza y cuello, anal o vulvar o un cáncer cervical invasivo, de cabeza y 
cuello, anal o vulvar.
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