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DESCRIPCION

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

Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de la prevencion del cancer y el diagndstico médico; y se refiere a un marcador de
diagndstico molecular para canceres invasivos inducidos por el virus del papiloma humano (HPV) y sus lesiones
precursoras de alto grado, tales como el cancer invasivo de cuello uterino y las lesiones premalignas del cuello
uterino. En particular, la presente invencion se refiere al uso de la secuencia genémica y reguladora de FAM19A4
como marcador para lesiones premalignas inducidas por hrHPV con potencial invasivo y canceres invasivos
inducidos por hrHPV.

Antecedentes de la invencion

El cancer del cuello uterino es el tercer cancer mas comun en las mujeres en todo el mundo y es responsable de
aproximadamente 250.000 muertes por cancer al afo.

El desarrollo del carcinoma de células escamosas del cuello uterino se caracteriza por una secuencia de lesiones
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 lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL) y CIN 2 y CIN 3 juntas como lesion
intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL). Para el adenocarcinoma cervical, el adenocarcinoma in situ (ACIS) es
una lesién precursora establecida. En principio, estas lesiones premalignas son reversibles, aunque cuanto mas
grave es la lesion, menor es la posibilidad de regresion espontanea. El cancer de cuello uterino se considera una
enfermedad prevenible porque las etapas premalignas pueden detectarse mediante citologia exfoliativa y tratarse
con relativa facilidad cuando sea necesario, con solo efectos secundarios menores. El cribado cervical tiene como
objetivo el diagndstico 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 cancer invasivo de cuello uterino. La practica médica general
comprende el tratamiento de todas las mujeres con CIN 2, CIN 3 confirmadas morfolégicamente y adenocarcinoma
in situ, con el fin de prevenir el desarrollo de cancer de cuello uterino.

Durante la ultima década, se ha establecido que la carcinogénesis cervical se inicia por una infeccién con virus del
papiloma humano de alto riesgo (hrHPV). La expresion de los oncogenes virales E6 y E7, que alteran las vias
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 surgié como una herramienta
de evaluacion primaria atractiva. Sin embargo, de acuerdo con un proceso de carcinogénesis de multiples etapas, se
requieren alteraciones adicionales en el genoma de la célula huésped para la progresion de una célula infectada por
hrHPV hasta células cancerosas invasivas. Solo una pequefia proporcion de mujeres infectadas con HPV de alto
riesgo desarrollaran lesiones cervicales premalignas de alto grado (CIN 2/3) y, si no se trata, cancer de cuello
uterino. En la mayoria de las mujeres con lesiones cervicales premalignas, las lesiones retroceden
espontaneamente. De las mujeres que participan en el cribado basado en la poblacion, alrededor del 5-6% tienen
una prueba positiva de hrHPV. Sin embargo, solo un maximo de 20% de ellas (1% de las mujeres participantes)
tienen = CIN 2/3. Por lo tanto, el cribado primario mediante pruebas de hrHPV irda acompafiado de un numero
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 estratificacion de mujeres positivas para hrHPV
para el riesgo de = CIN 2/3 y = adenocarcinoma in situ.

Un desafio importante es reducir el porcentaje de mujeres positivas a la prueba de HPV a aquellas que tienen
lesiones clinicamente significativas. Un modo es utilizar la citologia como una prueba secundaria (llamada seleccion
jerarquizada) para las mujeres positivas para hrHPV. Aun asi, esto deja un ndmero sustancial de mujeres positivas
para hrHPV con citologia normal (3,5% de las mujeres en la poblaciéon de cribado), de las cuales todavia el 10%
tiene o adquiere = CIN 3. Ademas, la citologia no es una opcion para las muestras cervico-vaginales
automuestreadas que pueden tomarse en casa, ya que no son representativas del estado citologico del cuello
uterino. Otro modo es utilizar la genotipificacion 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 seleccién suplementarias o alternativas para estratificar a
las mujeres positivas para hrHPV en aquellas con y sin = CIN 2/3 y = adenocarcinoma in situ.

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

Wilting et al. (Mol. Cancer, 9 (1): 167, 2010) ensefian una mejora del método de diagnodstico de cancer de cuello
uterino positivo para HPV de alto grado mediante la determinacion del estado de metilacion de hsa-miR124-2.
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Sumario de la invencién

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

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la region reguladora 5' de PRDM?14, la secuencia codificadora, la parte rica en CpG de la
primera secuencia intronica y las secuencias 3' no codificadoras transcritas. El inicio de la transcripcion se indica en
negrita, la secuencia de codificacion esta en mayuscula. Una secuencia promotora de 1.000 pb y el intron 1, que
contienen ambos secuencias ricas en CpG, estan en minusculas.

La Figura 2 muestra la region reguladora 5 ' de FAM19A4, la secuencia codificadora, la parte rica en CpG de la
primera secuencia intronica y las secuencias 3' no codificadoras transcritas. El inicio de la transcripcion se indica en
negrita, la secuencia de codificacion esta en mayuscula. Una secuencia promotora de 1.000 pb y el intron 1, que
contienen ambos secuencias ricas en CpG, estan en minusculas.

La Figura 3 muestra que la expresion de ARNm de PRDM14 en células de cancer de cuello uterino SiHa puede
sobrerregularse tras el tratamiento con un inhibidor de metilacion de ADN (DAC). El tratamiento de las células de
cancer de cuello de Utero SiHa se realizé con el inhibidor de metilacion 2'-desoxi-5"-azacitidina (5'-aza o DAC) a una
concentracion de 0,2 yM y 5 pM. 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 afadida a la
mezcla de reaccion de ADNc).

Figura 4. Efectos de la expresion ectopica de PRDM14 en células SiHa, CaSki y 93VU147T. (A) El porcentaje de
células GFP* disminuye en las células transfectadas con PRDM14, en comparacion con las células del vector vacio,
24, 48 y 72 horas después de la transfeccion. (B) El analisis por citometria de flujo de células marcadas doblemente
con Anexina V y Pl muestra un aumento tanto en las células apoptoticas tempranas (Anexina V*/PI") como tardias
(Anexina V*/PI*) en la poblacion de células que expresan PRDM14.

Figura 5. Diagramas de dispersion de los niveles de PRDM14 y FAM19A4 medidos por PCR especifica de metilacion
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 metilacion de PRDM14 y FAM19A4
aumenta con la etapa de la enfermedad y se detecta en practicamente todos los SCC y AdCA. Se indican
diferencias significativas en los niveles de metilacion entre categorias de la enfermedad.

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

Descripcion detallada de la invencion

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

Los términos "lesidon premaligna" y "lesion precursora” se refieren a una etapa en la evolucion celular de multiples
etapas hasta cancer con una posibilidad fuertemente aumentada de progresar a un carcinoma. Con la morfologia
clasica, el patdlogo no puede predecir en el paciente individual cual de estas lesiones progresara o regresara. La
patente actual se refiere a un método, que puede predecir cancer invasivo o una lesion precursora de alto grado del
mismo.

El término "lesién cervical premaligna de alto grado" se refiere a una etapa en la evolucién celular de multiples
etapas hacia el cancer de cuello uterino con una probabilidad fuertemente aumentada de progresar a un carcinoma
de cuello uterino. El término "capaz de hibridar especificamente con" se refiere a una secuencia de acido nucleico
capaz de emparejar bases especificas con una secuencia complementaria de acido nucleico y unirse a la misma
para formar un duplex de acido nucleico.

El término "lesién avanzada de CIN3" se usa para una lesion de CIN3 histotipificada con una infeccién por hrHPV
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precedente de vieja data que da como resultado significativamente mas alteraciones en el numero de copias del
ADN. En consecuencia, esta subcategoria de lesiones de CIN3 representa una etapa mas alta de la enfermedad con
mayor riesgo de cancer.

Un "complemento" o "secuencia complementaria" es una secuencia de nucleétidos que forma un duplex unido a
hidrégeno con ofra secuencia de nucleétidos segun 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 hibridacion rigurosas" se refiere a las condiciones de hibridacion que afectan a la
estabilidad de los hibridos, por ejemplo, la temperatura, la concentracion salina, el pH, la concentracion de
formamida y similares. Estas condiciones se optimizan empiricamente para maximizar la unién especifica y
minimizar la unién no especifica del cebador o la sonda a su secuencia de acido nucleico objetivo. Los términos tal
como se usan incluyen una referencia a las condiciones bajo las que una sonda o cebador se hibridara 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 seran diferentes en diferentes circunstancias.
Las secuencias mas largas hibridan especificamente a temperaturas mas altas. Generalmente, las condiciones
rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5°C mas bajas que el punto térmico de fusién (Tm) para la
secuencia especifica a una fuerza iénica y pH definidos. La Tr, es la temperatura (bajo una fuerza iénica y un pH
definidos) a la que el 50% de una secuencia objetivo complementaria se hibrida con una sonda o cebador
perfectamente coincidente. Tipicamente, las condiciones rigurosas seran aquellas en las que la concentracion de sal
es inferior a aproximadamente 1,0 M de ion Na, tipicamente alrededor de 0,01 a 1,0 M de concentraciéon 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 nucleétidos) y al menos aproximadamente 60°C para sondas o cebadores largos (por
ejemplo, mas de 50 nucledtidos). También se pueden lograr condiciones rigurosas con la adicion de agentes
desestabilizadores tales como formamida. Ejemplos de condiciones de baja rigurosidad o "condiciones de
astringencia reducida" incluyen la hibridacion con una solucion 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 hibridacién 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
hibridaciéon 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.

El término "oligonucledtido" se refiere a una secuencia corta de monémeros de nucledtidos (habitualmente de 6 a
100 nucledtidos) unidos por enlaces de fosforo (por ejemplo, fosfodiéster, alquil y aril-fosfato, fosforotioato), o
enlaces no fosforados (por ejemplo, péptido, sulfamato y otros). Un oligonucleétido puede contener nucledtidos
modificados que tienen bases modificadas (por ejemplo, 5-metil citosina) y grupos de azucar modificados (por
ejemplo, 2'-O-metil ribosilo, 2'-O-metoxietil ribosilo, 2'-fluoro ribosilo, 2'-amino ribosilo y similares). Los
oligonucledtidos 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).

El término "cebador" como se usa en la presente memoria se refiere a un oligonucledtido que es capaz de hibridar
con el objetivo de amplificacion permitiendo que una ADN polimerasa sirviendo de este modo como punto de
iniciacion de la sintesis de ADN cuando se coloca en condiciones en las que se induce la sintesis del producto de
extension del cebador que es complementario a una cadena de acido nucleico, es decir, en presencia de nucledtidos
y un agente para polimerizacion tal como ADN polimerasa y a una temperatura y pH adecuados. El cebador (de
amplificacion) preferiblemente de cadena sencilla para una maxima eficacia en la amplificacion. Preferiblemente, el
cebador es un ribonucleétido oligodesoxi. El cebador debe ser suficientemente largo para cebar la sintesis de los
productos de extensidon en presencia del agente para la polimerizacion. Las longitudes exactas de los cebadores
dependeran 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
usa comunmente en la técnica de amplificacion de ADN tal como en la amplificacién por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

El término "sonda" se refiere a una secuencia de oligonucleétido de cadena sencilla que reconocera y formara un
duplex unido a hidrégeno con una secuencia complementaria en un analito de secuencia de acido nucleico objetivo
o su derivado de ADNc.

La metilacién del ADN es un proceso bioquimico que es importante para el desarrollo normal en organismos
superiores. Implica la adicion de un grupo metilo a la posicion 5 del anillo de pirimidina citosina o el nitrogeno
numero 6 del anillo de purina adenina. La metilacion del ADN en la posicion 5 de la citosina tiene el efecto especifico
de reducir la expresion génica y se ha encontrado en cada vertebrado examinado. En los tejidos somaticos adultos,
la metilacién del ADN ocurre tipicamente en un contexto del dinucleétido CpG.

Utilizando un cribado de metilaciéon de ADN de todo el genoma ahora se ha encontrado que el gen que codifica la

familia con similitud de secuencia 19 (similar a quimiogquina (motivo C-C), miembro A4 (también denominado como
FAM19A4; GenBank acceso No. NM 001005527.2) es dirigido por la metilacion del ADN en los queratinocitos
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primarios después de la expresion del oncogén viral (HPV16EGE7), y que la metilacion del promotor de FAM19A4 y
una mayor metilacion de la secuencia de hsa-miR124-2 son determinantes importantes de la carcinogénesis
inducida por el hr-HPV. Las secuencias gendmicas y reguladoras de FAM19A4 y la secuencia de hsa-miR124-2
proporcionan por lo tanto valiosos marcadores para diagnosticar el cancer de cuello uterino invasivo y las lesiones
precursoras de alto grado de los mismos. Ademas, la presente invencion es adecuada para diagnosticar canceres
invasivos asociados a hrHPV no cervicales y sus lesiones precursoras de alto grado.

El cancer de cuello uterino se asocia casi exclusivamente con la infeccion por el virus del papiloma humano (HPV).
Los virus del papiloma humano constituyen un grupo de mas de 100 tipos de virus, identificados por variaciones en
la secuencia de ADN. Los diversos HPV causan una variedad de enfermedades cutaneas y de la mucosa. Los HPV
se clasifican ampliamente en tipos de bajo riesgo y alto riesgo, segun 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
comparacion 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, asi como también carcinoma
invasivo en otras partes del tracto anogenital y/o la region de la cabeza y el cuello. Por lo tanto, la presente invencion
no solo es adecuada para detectar cancer invasivo de cuello uterino y etapas precursoras del mismo asociadas con
la secuencia de hsa-miR124-2 ylo FAM19A4, sino también otros canceres invasivos y etapas precursoras
correspondientes inducidas por el HPV, particularmente del tipo de alto riesgo. Por lo tanto, la presente invencion
proporciona un método para la evaluacion del riesgo de cualquier lesion premaligna de alto grado inducida por HPV
0 cancer invasivo.

Las lesiones precursoras inducidas por HPV muy adecuadas y los canceres invasivos en el contexto de la presente
invencion son lesiones precancerosas cervicales y canceres invasivos de cuello uterino, pero también lesiones
precursoras y canceres 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)neoplasica, una célula cervical en proliferacion, o cualquier otra
célula en la que se va a detectar la presencia de una lesién precursora inducida por HPV con potencial invasivo y
cancer invasivo inducido por HPV asociado con la secuencia de hsa-miR124-2 ylo FAM19A4.

El gen FAM19A4, que codifica una proteina secretada de 16 kDa, se identifico originalmente por secuenciacion de
una biblioteca de ADNc humanos (Strausberg et al., PNAS, 2002, 99 (26): 16899-903). Este gen es un miembro de
la familia TAFA que se compone de cinco genes altamente homologos que codifican pequefias proteinas
secretadas. Estas proteinas contienen residuos de cisteina conservados en posiciones fijas, y estan relacionadas
lejanamente con MIP-1alfa, un miembro de la familia CC-quimioquina. Las proteinas TAFA se expresan
predominantemente en regiones especificas del cerebro, y se postula que funcionan como quimioquinas o
neuroquinas especificas del cerebro, que actian como reguladores de las células inmunes y nerviosas (Tom Tang et
al., Genomics 2004, 83 (4): 727-34). Alternativamente se han observado variantes de transcrito empalmadas para
este gen. No se ha descrito una relacion con el cancer.

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

Lo mas interesante es que los presentes inventores han demostrado que la hipermetilacion del promotor de
FAM19A4 (y secuencias intronicas) puede detectarse en muestras de raspado cervical y que esta caracteristica es
capaz de predecir la presencia de una lesion CIN de alto grado o carcinoma invasivo. Ademas, la metilacion del
promotor de FAM19A4 podria detectarse en muestras cervico-vaginales recolectadas por automuestreo y se
encontré que estaba asociada con la presencia de una lesion CIN de alto grado subyacente o cancer invasivo de
cuello uterino.

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

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 lesion precursora o el cancer asociado con el HPV. Todas estas muestras se
pueden usar como muestra en un método de la presente invencién. Preferiblemente, una muestra de las células de
un paciente comprende células cervicales como células de prueba. Las células cervicales pueden, por ejemplo,
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presentarse como un espécimen histolégico o citolégico. Las muestras citolégicas comprenden frotis cervicales
convencionales, asi como preparaciones de capa delgada de muestras cervicales y muestras cervico-vaginales o
vaginales recogidas por automuestreo.

Un método de la presente invencién es particularmente adecuado para la deteccidén de lesiones precancerosas de
alto grado y canceres 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 canceres invasivos inducidos por HPV puede comprender medir la secuencia de hsa-miR124-2 y el
promotor de FAM19A4 y el primer intron.

La Figura 2 muestra la region promotora rica en CpG, parte de la primera secuencia intrénica rica en CpG del gen
FAM19A4, asi como la secuencia codificadora y la secuencia 3' no codificadora transcrita.

La deteccién de metilaciéon se realiza en acido nucleico, tal como ADN. Los reactivos que se usan son tipicamente
una sonda de acido nucleico (ADN) o un cebador (PCR) o una endonucleasa de restriccion, preferiblemente una
endonucleasa de restriccion sensible a la metilacion para la deteccion 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
contacto con el reactivo (véase, por ejemplo, "Current Protocols in Molecular Biology", Ausubel et al. 1995. 42
edicién, 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 volimenes, segunda
edicion, Cold Spring Harbour Laboratory Press).

Es deseable determinar directamente si el gen FAM19A4 esta hipermetilado. En particular, las areas ricas en
citosina denominadas "islas de CpG", que estan situadas principalmente en las regiones reguladoras 5' de los
genes, normalmente no estan metiladas. El término "hipermetilacion” incluye cualquier metilacion de citosina en una
posicion que normalmente no esta metilada en la secuencia del gen FAM19A4 (por ejemplo, el promotor de
FAM19A4, primer exén y primera secuencia intronica, véase la Figura 2). La metilacion del ADN puede detectarse
mediante los siguientes ensayos actualmente utilizados en investigacion cientifica:

. La PCR especifica de metilacion (MSP), que se basa en una reaccion quimica de bisulfito de sodio con ADN
que convierte citosinas no metiladas de dinucleétidos de CpG en uracilo o UpG, seguido por PCR tradicional. Sin
embargo, las citosinas metiladas no se convertiran en este proceso, y los cebadores estan disefiados para
superponerse al sitio de interés de CpG, lo que permite determinar el estado de metilacion como metilado o no
metilado.

. Secuenciacion completa del bisulfito del genoma, también conocida como Seq de BS, que es un analisis de
todo el genoma de alto rendimiento de la metilacion del ADN. Se basa en la conversion antes mencionada de ADN
gendmico con bisulfito de sodio, que luego se secuencia en una plataforma de secuenciacion de proxima
generacion. Las secuencias obtenidas se vuelven a alinear con el genoma de referencia para determinar los estados
de metilacion de los dinucledtidos CpG con base en las faltas de correlacion resultantes de la conversion de
citosinas no metiladas en uracilo.

. El ensayo HELP, que se basa en la capacidad diferencial de las enzimas de restriccion para reconocer y
escindir sitios de ADN de CpG metilados y no metilados.

. Los ensayos ChIP en un chip, que se basan en la capacidad de los anticuerpos preparados comercialmente
para unirse a las proteinas asociadas a la metilacion del ADN como MeCP2.

. Escaneo gendmico de puntos de referencia de restriccion, un ensayo complicado y ahora raramente usado
basado en el reconocimiento diferencial de enzimas de restriccion de sitios CpG metilados y no metilados; el ensayo
es similar en concepto al ensayo HELP.

. La inmunoprecipitacion de ADN metilado (MeDIP), analoga a la inmunoprecipitacion de cromatina, se usa la
inmunoprecipitacion para aislar fragmentos de ADN metilados para su entrada en métodos de deteccion de ADN
tales como microarreglos de ADN (MeDIP-chip) o secuenciacion de ADN (MeDIP-seq).

. Pirosecuenciacion de ADN tratado con bisulfito. Esta es la secuenciacion de un amplicon hecha por un cebador
directo normal pero un cebador inverso biotinilado para PCR del gen de eleccion. El Pirosecuenciador analiza
entonces la muestra desnaturalizando el ADN y agregando un nucleétido 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 esta presente la falta de coincidencia. Esto le da al usuario un porcentaje de metilacién 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 restriccion Dpnl para sitios de GATC completamente metilados
(metilacion de adenina) en un oligonucledtido marcado con un fluoréforo y un atenuador. La adenina metiltransferasa
metila el oligonucleétido convirtiéndolo en un sustrato para Dpnl. El corte del oligonucleétido por Dpnl 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 especificas de genes en la metilacion usando digestiones de restriccion. Esta
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técnica se usa para evaluar la metilacion local cerca del sitio de unién para la sonda.

La hipermetilacion preferiblemente puede detectarse por tratamiento con endonucleasa de restriccion del
polinucledtido (gen) FAM19A4 y analisis de transferencia Southern. Se puede utilizar cualquier endonucleasa de
restriccion que incluye CG como parte de su sitio de reconocimiento y que se inhibe cuando el C esta metilado. Las
endonucleasas de restriccion sensibles a la metilacién tales como BssHII, Mspl, Notl o Hpall, usadas solas o en
combinacién, son ejemplos de tales endonucleasas. Los expertos en la técnica conoceran otras endonucleasas de
restriccion sensibles a la metilacion.

Un medio preferido alternativo para probar secuencias metiladas es una PCR especifica de metilacion, que también
se basa en la modificacion de ADN con bisulfito, seguido de reacciones de PCR especificas que se dirigen a
secuencias ricas en CpG.

Para los fines de la invencion, la sonda de acido nucleico especifica para FAM19A4 se puede usar para detectar la
presencia del polinucleétido de FAM19A4 (usando una sonda de acido nucleico) en fluidos o tejidos biolégicos. Los
cebadores de oligonucledtidos basados en cualquier regién de secuencia codificadora y region de secuencia
reguladora en la secuencia de FAM19A4 son utiles para amplificar ADN, por ejemplo, mediante PCR.

Cuando se utilizan cebadores de PCR, sondas de &acido nucleico o endonucleasas de restriccion, se analiza la
region reguladora 5', la primera secuencia intrénica y la secuencia codificadora de la secuencia de FAM19A4 (como
se especifica en la Figura 2).

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

Los métodos de diagnodstico para la deteccion de trastornos incluyen métodos en los que se proporciona una
muestra para prueba, cuya muestra comprende una preparacion celular a partir de tejido cervical u otro tejido.
Preferiblemente, tales muestras se proporcionan como frotis u otras muestras citoldgicas.

Una muestra de célula o tejido obtenida de un mamifero, 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 alteracion en la metilacion del gen FAM19A4 en
comparacion con el de una célula normal comparable. Las muestras pueden montarse en un soporte adecuado para
permitir la observacion 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
adhesion celular y la inmovilizacion 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 modificacion
adecuada de la misma como conoce el experto en la técnica, y se pueden fijar mediante procedimientos que
permitan el acceso adecuado del reactivo al componente objetivo. En ciertas realizaciones de la invencion, las
muestras citolégicas se proporcionan como muestras de frotis convencionales o preparaciones de capa fina de
células de cuello uterino o muestras de citologia de base liquida o cualquier otro tipo de preparacién conocida por
los expertos en la técnica. Si se requiere almacenamiento, los procedimientos de rutina usan formalina tamponada
para la fijacion seguida de la inclusion en parafina, lo que proporciona una infraestructura tisular bien conservada.
Para permitir la tincién inmunohistoquimica o inmunofluorescente, debe recuperarse o desenmascararse la
antigenicidad del material de muestra. Un método para recuperar la antigenicidad de las proteinas entrecruzadas
con formaldehido implica el tratamiento de la muestra con enzimas proteoliticas. Este método da como resultado una
digestion (parcial) del material y se puede acceder a meros fragmentos de las proteinas originales mediante
anticuerpos.

En una realizacion de un método de la invencion, se detecta una mayor metilacion del promotor de FAM19A4 en la
célula de prueba en comparacién con la célula normal comparable.

Se prefiere medir la metilaciéon incrementada del promotor de FAM19A4 y secuencias de intron en combinacién con
una metilacion incrementada de la secuencia de hsa-miR124-2 debido a una sensibilidad incrementada.

La secuencia de hsa-miR124 madura (nimero de acceso MIMAT0000422) esta codificada por 3 secuencias
prematuras individuales de microARN ubicadas en tres regiones gendmicas diferentes, es decir, hsa-miR124-1
(numero de acceso MI0000443) en el cromosoma 8p23.1, hsa-miR124-2 (nimero de acceso MI0000444) en el
cromosoma 8g12.3 y hsa-miR124-3 (nimero de acceso MI0000445) en el cromosoma 20g12.33 (numeros 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 hipermetilacion de hsa-miR124 para los métodos de deteccion o prediccion de la aparicion
de lesiones precancerosas de alto grado inducidas por HPV y canceres 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 invencion también proporciona un kit de partes como se define en las reivindicaciones, para usar en un
método de deteccion de lesiones precursoras inducidas por HPV con potencial invasivo y canceres invasivos
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 espatula para tomar un raspado (cervical) junto con un
recipiente lleno con medio de recoleccion para recoger células de prueba. Alternativamente, se incluira un dispositivo
de muestreo que consiste en una jeringa de irrigacion, un catéter femenino de orina desechable y un recipiente con
fluido de irrigacion para recoger las células del cuello uterino mediante lavado cervico-vaginal. Un kit de acuerdo con
la presente invencion puede comprender cebadores y sondas para la detecciéon de la metilacion de la secuencia de
hsa-miR124-2 y la metilacion del promotor de FAM19A4.

Un kit de partes de acuerdo con la invencién comprende medios para la deteccién de la metilacion del promotor de
FAM19A4, tales como enzimas de restriccion sensibles a la metilacion, o sondas o cebadores capaces de hibridarse
con la secuencia de nucleotidos de la Fig. 2. Por supuesto, como el ensayo también pretende detectar la metilacion
de hsa-miR124-2, se incluyen cebadores y sondas para la deteccion de la metilacion en hsa-miR-124-2.

En el kit de la invencion, los medios para la deteccion de la metilacion de secuencia de hsa-miR124-2 y la metilacion
de promotor de FAM19A4 se combinan con medios para la deteccion de infeccién por HPV, preferiblemente para la
deteccion de infeccion por HPV del tipo de alto riesgo. Dichos medios pueden comprender cebadores o sondas
especificos de HPV, marcadores de proteina para infeccion por HPV o incluso marcadores sustitutos de infeccion
por HPV como se conocen en la técnica.

La presente invencion se ilustrara ahora por medio de los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplos

Ejemplo 1. Descubrimiento de PRDM14 y FAM19A4 como objetivos de metilacion en la transformacion inducida por
HPV

Se realizé un andlisis exhaustivo de los cambios en la metilacién del ADN genémico asociado con la transformacion
in vitro inducida por HPV (expresién del oncogén viral e inmortalizacion posterior de queratinocitos primarios)
mediante cariotipificacion digital especifica de metilacion (MSDK) (Hu et al., 2005). MSDK es un método basado en
secuencias que se basa en la escision del ADN gendémico con una enzima de restriccion sensible a la metilacion
(Ascl), lo que permite un perfil de metilacion exhaustivo imparcial. En este método, se concatenan las etiquetas de
secuencia de 21 pb derivadas de ubicaciones especificas en el genoma y se analizan mediante secuenciacion de
alto rendimiento. Se determinaron los cambios en la metilacion del ADN de todo el genoma como resultado de la
expresion de E6 y E7 de HPV16, mediante la comparacion de patrones de metilacion de queratinocitos primarios de
prepucio no transducidos (pase 5) con sus contrapartes de paso temprano transducidas con HPV16EGE7 (pase 7).
Ademas, la metilacién alterada asociada con la adquisicion de inmortalidad, un evento critico, denominado punto de
no retorno, en el proceso de transformacion, se analizé mediante la inclusion de derivados inmortales transducidos
de HPV16EG6E7 (pase 30).

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

La metilacion de la region promotora de PRDM14 y FAM19A4 se verific6 mediante PCR cuantitativa especifica de
metilacion (QMSP) en una serie independiente de lineas celulares de queratinocitos transfectadas con HPV. Los
cebadores y la sonda para qMSP se enumeran en la Tabla 1. La metilacion del promotor de PRDM14 se detect6 en
dos lineas celulares de queratinocitos HPV16 (FK16A, FK16B) y dos HPV18 (FK18A, FK18B) inmortalizadas.
Ademas, se detectaron altos niveles de metilacion de PRDM14 en tres lineas celulares de cancer cervical positivas
para HPV (SiHa, HeLa y CaSki), asi como una linea celular de cancer de cabeza y cuello positiva para HPV16
(93VU147T). Tres aislados de queratinocitos primarios negativos para HPV (HFK) evaluaron la metilacion negativa
de PRDM14 (véase la Tabla 2).

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

De forma similar a PRDM14, la metilaciéon del promotor de FAM19A4 se detectd en dos lineas celulares de
queratinocitos inmortalizadas HPV16 (FK16A, FK16B) y dos HPV18 (FK18A, FK18B), asi como lineas celulares de
cancer cervical (SiHa, HeLa y CaSki) y de cabeza y cuello (93VU147T), esta ultima muestra los niveles mas altos de
metilacion de FAM19A4. Tres aislados de queratinocitos primarios negativos para HPV (HFK) evaluaron
negativamente la metilacion 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 d¢ PRDM14 en carcinogénesis cervical, se transfectaron células de las
lineas celulares SiHa y CaSki de cancer de cuello uterino que contienen HPV16 con un vector de expresion de
PRDM14 o un vector de control vacio (GFP). La expresion ectépica de PRDM14 en transfectantes PRDM14 SiHa y
CaSki se confirmé mediante RT-PCR. Tras la transfeccidn, se midié la induccién de apoptosis celular mediante
analisis FACS de células tefiidas por anexina V y yoduro de propidio (PI). En comparacion con los transfectantes de
control del vector vacio y células parentales no transfectadas, fue evidente una fuerte inducciéon de apoptosis en
células que sobreexpresan PRDM14 (Figura 4). La fuerte induccidon de apoptosis tras la expresion ectépica de
PRDM14 en células de cancer de cuello uterino sugiere un papel supresor tumoral en la carcinogénesis cervical. En
analogia con los resultados de la linea celular de cancer de cuello uterino, la expresion ectopica de PRDM14 en las
lineas celulares de cancer de cabeza y cuello positivas para HPV16 también dio como resultado la induccion de
apoptosis (Figura 4). Por lo tanto, estos datos sugieren que PRDM14 tiene un papel supresor tumoral en canceres
de cabeza y cuello positivos para HPV. Tras la introduccion de PRDM14 en células de rifion embrionario humano
(HEK) no se observé induccion de apoptosis, lo que indica que la induccion de apoptosis observada en lineas
celulares de cancer positivas para HPV no resulta de un efecto no especifico de la construccién utilizada para la
transfeccion.

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

A continuacion, se analizé la metilacion del promotor de PRDM14 y FAM19A4 en muestras de tejido cervical
mediante PCR especifica de metilacion cuantitativa (QMSP) como se describe en el Ejemplo 1. Se eligié el gen de
mantenimiento de B-actina (ACTB) como referencia para la medicién de entrada de ADN total. Para todas las
muestras, la cantidad de ADN metilado medido se dividié por la cantidad de ACTB, y las muestras con relaciones
superiores a un limite predefinido (por ejemplo, la relaciéon media de los controles normales (excluyendo los valores
extremos) + 2,58 veces la desviacion estandar) se clasificaron como positivas.

Se encontr6é que la metilacion 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 metilacion de PRDM14 detectados en
las diferentes etapas de la enfermedad se grafican en la Figura 5.

Junto a los carcinomas de células escamosas cervicales también se analizé la metilaciéon 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 paises con un programa nacional de deteccidon de cancer cervical. Esto indica que el
adenocarcinoma cervical y su lesion precursora glandular, es decir, el adenocarcinoma in situ (ACIS), con frecuencia
se pasan por alto el cribado basado en citologia. 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 vias carcinogénicas distintas (Dong et al., 2001, Kang et al., 2005, Wilting et al., 2006,
Henken et al., 2007). En consecuencia, la mayoria de los biomarcadores que permiten la deteccion del carcinoma de
células escamosas cervicales no detectan necesariamente el adenocarcinoma cervical.

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

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

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

El analisis de la metilacion del promotor de FAM19A4 revel6 metilacion 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 metilaciéon de FAM19A4 detectados en las diferentes etapas
de la enfermedad y los histotipos se grafican en la Figura 5. Por lo tanto, la metilacion del promotor de FAM19A4
también representa un marcador de metilacion universal para todos los histotipos de carcinoma cervical.
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Ejemplo 4 Deteccion de metilacion del promotor de PRDM14 y FAM19A4 en raspados cervicales positivos para
hrHPV

Usando un disefio de control de casos de mujeres que participan en un cribado con base en la poblacién, se
estudiaron los raspados cervicales de mujeres positivas para hrHPV en los que se diagnosticd =CIN 2 (incluidos 2
carcinomas) (es decir, casos) frente a mujeres positivas para hrHPV en las que se diagnostic6 CIN1 maximo (es
decir, controles). Se recogieron los raspados cervicales de estas mujeres en un medio de conservacion en el que los
acidos nucleicos estan bien conservados.

La metilacion de PRDM14 se detecté en el 23% (8/35) de las mujeres de control positivas para hrHPV con citologia
normal y 74% (17/23) de mujeres con =CIN2. Se detectdé metilacion de FAM19A4 en 3% (1/35) de mujeres con
control positivas para hrHPV con citologia 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 poblacion POBASCAM (Rijkaart et al., Lancet Oncology 2012), un analisis de validacion posterior reveld
que FAM19A detecta mas > 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 analisis de metilacion de PRDM14 como de FAM19A4 permiten la deteccion de
enfermedad cervical subyacente (CIN2 +) en raspados cervicales positivos para hrHPV y de ese modo proporcionan
marcadores prometedores de seleccion de deteccion cervical mediante pruebas de HPV primaria.

Ejemplo 5: Andlisis de metilacion de FAM19A4 en raspados cervicales de mujeres con NIC3 asociadas a una
infeccion por HPV a corto y largo plazo

En estudios previos, se compararon las lesiones de CIN3 de mujeres con infeccion por HPV previa de corta duracion
(<5 afos) con lesiones de CIN3 en mujeres con una infeccion por HPV previa de larga duracion (=5 afios) con
respecto a las alteraciones en el niumero de copias de ADN (Bierkens et al., Int J Cancer 2012: 131 (4): E579-85). La
duracién de las infecciones por hrHPV anteriores sirvié como un sustituto para la edad de la lesion segun la cual a la
lesion de CIN3 se le puede asignar un estadio de enfermedad respectivamente mas bajo y mas alto. El hecho de
que se detectaron significativamente mas alteraciones en el nimero de copias de ADN en las lesiones de CIN3 con
una infeccion por hrHPV previa de larga duracion, confirma la suposicion de que esta categoria representa un
estadio mas avanzado de la enfermedad, las denominadas lesiones de CIN3 avanzadas, con mayor riesgo de
cancer.

Para determinar si el analisis de metilacion de FAM19A4 puede detectar estas lesiones avanzadas de CIN3, se
analizaron los raspados cervicales de 19 mujeres con CIN3 y una infeccion por hrHPV de corta duraciéon y 29
mujeres con CIN3 y una infeccion por HPV de larga duracion. Lo mas interesante es que todos los raspados (29/29;
100%) de mujeres con lesiones de CIN3 avanzadas (infeccion por hrHPV precedente de larga duracion) se
detectaron mediante metilaciéon de FAM19A4, frente al 42% (8/19) de raspados de mujeres con lesiones de CIN3
asociadas con una infeccion por hrHPV de corta duracion, las llamadas lesiones tempranas de CIN3. Un resultado
de prueba positiva de metilacion se basé 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 metilacion de
FAM19A4 detecta a todas las mujeres con lesiones avanzadas de CIN3 que necesitan derivacion inmediata para
colposcopia.

Ejemplo 6: metilacion del promotor de FAM19A4 en raspados cervicales de pacientes con cancer

Se analizaron en total 60 raspados cervicales de pacientes con carcinomas de cuello uterino para la metilacion de
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 metilaciéon de FAM19A4 (especificidad del 70%). Ademas de los raspados
de pacientes con cancer de cuello uterino, también se encontr6 que un subconjunto de raspados de mujeres con
cancer endometrial fue positivo para metilacion de FAM19A4. Lo mas interesante es que la serie completa de
raspados derivados de pacientes con cancer resulté positiva para una combinacion de FAM19A4 y metilacion de
hsa-miR124-2 (Wilting et al., Mol Cancer 2010: 9, 167).

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

Ejemplo 7: metilacion 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 Paises Bajos) o un filtro Delphi (Delphi BioScience BV, Scherpenzeel, Los
Paises Bajos) durante el curso de un estudio prospectivo, en el que se enviaron un total de 45.000 paquetes de

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 664 923 T3

automuestreo a mujeres que, incluso después de un segundo recordatorio, no respondieron a la invitacién 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 mostrd volver a atraer hasta el 30% de estas mujeres al
programa de deteccion (Gok 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
prueba de hrHPV en las automuestras produce al menos tanto como 2 lesiones de CIN2 en esta poblacién como se
encuentra por cribado regular en una poblaciéon combinada de mujeres que responden (Bais et al., Int J Cancer:
2007, 120: 1505-1510; Gok et al., BMJ 2010; 340: c1040). Sin embargo, también para el automuestreo de HPV
existe la necesidad de herramientas de seleccion jerarquizada para estratificar a las mujeres positivas para hrHPV
en aquellas con y sin 2CIN 2/3 y =adenocarcinoma in situ. Mientras que la citologia convencional no se puede
realizar confiablemente en especimenes cervicovaginales autorrecolectados (Brink et al., J Clin Microbiol 2006; 44:
2518-23), el analisis de metilacion 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 metilacion FAM19A4 y PRDM14 permiten la deteccion de CIN2 + subyacente no solo cuando se
aplica a muestras de lavado cervicovaginal autorrecolectadas, sino también a muestras por cepillo vaginal
autorrecolectadas. Este ultimo es un tipo de muestra en el que los marcadores conocidos previos a menudo se
realizan con baja sensibilidad clinica. En consecuencia, los marcadores PRDM14 y FAM19A4 se pueden considerar
marcadores de pandeteccion que funcionan igual en frotis cervicales tomados por el médico, automuestras basadas
en lavado y automuestras basadas en cepillos.

Una serie de 177 muestras de cepillo vaginal autorrecolectadas de mujeres positivas para hrHPV sin evidencia de
enfermedad clinicamente significativa en el seguimiento (es decir, citologia normal/HPV- o histologia CINO/CIN1) asi
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 gMSP para
la metilacion del promotor de PRDM14 y FAM19A4. FAM19A4 combinado o no con el analisis de metilacion de
PRDM14 alcanzé una sensibilidad del 70% para = CIN3 con una especificidad del 70%. Hasta ahora, la metilacion
de FAM19A4 es sorprendentemente el Unico marcador de metilacion que predice en muestras de cepillo vaginal
autorrecolectadas una lesion = CIN3 subyacente en mujeres positivas para hrHPV con sensibilidad aceptable (>
60%). Se obtuvieron tasas de sensibilidad mucho mas bajas en muestras de cepillo vaginal autorrecolectadas con
otros marcadores de metilacion o combinaciones de marcadores. Dado que tal rendimiento superior no se observa
en los raspados convencionales o las muestras de lavado cervicovaginal, este hallazgo es inesperado.

Ademas, una serie de 350 muestras de lavado cervicovaginal autorrecolectadas de mujeres positivas para hrHPV,
incluyendo 272 mujeres positivas para hrHPV sin evidencia de enfermedad clinicamente significativa en el
seguimiento (es decir, citologia normal/HPV- o histologia CINO/CIN1) asi como 78 muestras de lavado cervicovaginal
de mujeres positivas para hrHPV con = CIN3, se analiz6 para metilacion de PRDM14 y FAM19A4. FAM19A4,
combinado o no con el analisis de metilacion de PRDM14, revel6 una sensibilidad del 70% para = CIN3 con una
especificidad del 70%. Esto confirma una funcion de pandeteccion de FAM19A4 combinada o no con la metilacion
de PRDM14 u otros marcadores de metilacion en diversos tipos de muestras, incluidos los raspados cervicales y las
muestras de cepillado y lavado vaginal autorrecolectadas (cervico).

En estudios posteriores se determind si otros marcadores de metilacion distintos de PRDM14 pueden ser
complementarios a FAM19A4 para la deteccion de = CIN3 en muestras de lavado y cepillado vaginal
autorrecolectadas. A tasas de especificidad por debajo del 70% (60% y 50%), se encontré6 que el marcador de
metilacion hsa-miR124-2 (Wilting et al., Mol. Cancer 2010: 9, 167) tiene un valor aditivo que aumenta la sensibilidad
en comparacion con las pruebas para FAM19A4 solamente.

Estos datos muestran que el analisis de metilaciéon 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 mejorara la deteccién de enfermedad cervical subyacente de alto
grado. FAM19A4 en particular produce altas tasas de sensibilidad y especificidad (70% frente a 70%), excediendo
los de otros marcadores de metilacion o genotipificacion de HPV16/18, tanto en muestras de cepillo vaginal
autorrecolectadas como en muestras de lavado cervicovaginal autorrecolectadas. Se demostré6 que un analisis
combinado de FAM19A4 y hsa-miR124-2 era superior a las tasas de especificidad de 50% y 60%, en comparacion
con FAM19A4 solamente.

Ejemplo 8: analisis de metilacion 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 metilacion del promotor de PRDM14 y FAM19A4 también es detectable en carcinomas distintos
de canceres de cuello uterino asociados con hrHPV, se analizaron 20 carcinomas de células escamosas de cabeza
y cuello positivas para hrHPV (es decir orofaringeo) (HNSCC) y 2 muestras normales de mucosa oral por gqMSP.
Ambos niveles de metilacion 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 metilacion de PRDM14 aumentaron en comparacion con los controles. En 90% (18/20) de
HNSCC se incrementaron los niveles de metilacién de FAM19A4, en comparacion con los controles.
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Ademas, se probaron 3 carcinomas de vulva positivos para HPV, 4 lesiones precancerosas de vulva (VIN3) y 3
carcinomas de ano positivos para HPV para metilacion de PRDM14 y FAM19A4. Todas las 11 lesiones revelaron

altos niveles de metilacion de PRDM14 y todas las lesiones menos 1VIN3 mostraron altos niveles de metilacion de
FAM19A4, similar a las lesiones cervicales.

Estos datos indican que las lesiones (pre) cancerosas positivas para hrHPV no cervicales, que incluyen las de la
region de la cabeza y el cuello, la vulva y el ano, pueden detectarse por metilacion de FAM19A4 y/o PRDM14.
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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 tardio de células inmortales FK16A, FK16B, FK18A y FK18B)
y lineas celulares de cancer de cuello uterino positivas para hrHPV
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FAM19A4
PRDM14 gMSP qMSP
HFK1 - -
Queratinocitos primarios HFK2 - -
HFK3 - -
FK16A + +
Queratinocitos inmortalizados con FK16B + +
HPV16y 18 FK18A + +
FK18B + +
SiHa ++ ++
Lineas celulares de cancer cervical Hela ++ ++
CaSki ++ ++
tbl?lis celulares de cancer de cabeza y 93VU1 47T ++ ++

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

Tabla 3: Porcentaje de muestras de tejido cervical positivas para metilacion de PRDM14 y FAM19A segun lo

determinado por gMSP

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
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ccecgecaget
tctctettee
aggccgegec
aggcgaggaa
ctttectgtga
gaattcaaat
cgcgtccaag
catccteggt
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gactcgegag
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cggaagcgtce
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tggcggegte
caggccgggg
cgctccececcat
ctcaccegge
aactaagcgt
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tttccegaag
cacttaagga
gggggtgccyg
ccagcgctca
caccagcggg
gtaaggggct
tgcgegegga
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atgggtctgg
gaagtgacag
ataaaagccce
ggcccaacgce
aggcgctccce
tcagacgceg
cgaccccggg
ggggcttatc
acgcctggag
gtcccaggga

gagtcgagag
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<210> 8
<211> 2166
<212> ADN

gcggggagaa
tcgatgeccce
aagtctaccg
cccgetecge
ctggggceeg
cagttcgttt
cctgaggteg
ctgecetgtgt
accctgettg
ttcattctte
ggtgcggggg
cgtccacgeg
gtttccgagg
ggcgcatecct
aggacccgcg
ggggctctgg
cccagccgag
tgegectegge
accaacgagt
ggaaccgggt
aggggtgcett
atccecggeag
ttgtcttaat
tggatctggg

aagctcecege

<213> Homo sapiens

<400> 8

gacgacgegg
gcggcccege
agcccgagtg
ggtggcgcete
gggcggtggt
tggatggtcg
gaggaggcta
cgtggctgac
gttttettat
agcctceggtg
cgggaggact
gcteecgagg
aacccgggga
agggcagcca
gggtcacacc
gagecgegtet
ggcccaggag
tceceggeccea
tttgtaggac
tgggggccga
ggagagggaa
atttcegttt
tgtgggageg
gctggctggg

gcggtgtect
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ggatctgegt
ccgecectett
gcctaccegag
ttggaggtgg
ctteccaggge
ttctgececte
ggagaagggc
ctcttctect
tgggctcatt
aacttgectge
ggcagtcgcece
ggctacccca
atgtggcgga
aaagtggcgce
gctgggccag
ccatcetgege
cgcctggage
gceccecgaggt
tgagaagaag
aagcggagag
ggggaaggca
ggggcttttt
ggctggceggg
gtggaggagg

cagcggegec

gggccgggte
aagcctggcet
cccgagtgge
tgtcggaggt
cgttggggag
tcgggggctt
gcctttggag
gacccecgtgt
gatctcaaga
ctgtctatta
gaggctcttce
ggccccaata
cgctgeecge
gcecectececee
agcaggtcgce
ggtgecgacce
tgtcgettge
tggcagggee
gaaggaaagg
cgggtgtggg
acactaaccc
tgtgtttget
atcggactgg
ctggtgggga

cgcttttetg

aattccctac
cagccctcag
cccgecagegt
aggcacggga
ggcggcagea
tgaatcccaa
gatcgggagg
tctttaattt
ccegecggec
aaacgccatce
gctcccacct
gtcctggtag
gagggaaaag
tgcgggecagt
ggggtccctg
agggtccteg
tccattgecce
cegeggcetee
gaacttcaat
aaggcggcecg
ggaatttaga
tctattgetg
gggcgtttat
ggcgegggte

cag

cctegacctg
ggcccgccecg
ccaggaggcg
caggacgcgc
ctegetggeg
gttgcagatc
agacgggccg
ctgagtcatg
ctgaaggggce
ctttececegge
ggccagggcet
aatgattgga
aggttcaggce
caggaccgcce
gacctgcccg
gctcttecet
tccgaccgece
cacagaccct
gggttttgca
ggcttaggga
gtagggcagg
ttttttegtt
cctgtteect

ggaccccggg

agccgecgag cgtgeggtee cgggatgget ctaccccgge caagtgagge cgtgectcag

gacaaggtgt gctaccecgece ggagagcage ccgcagaacce tggececgegta ctacacgect

ttccegtect atggacacta cagaaacage ctggccaccg tggaggaaga cttccaacct
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ttcecggecage
atggcgcecte
ccctggtaca
cccttectga
atcattggtg
ccecectgegyg
tcacccagca
gcteggttee
ctggagcacce
tctggatctg
ctatgcctca
tttatcgecca
gtgaagacct
cactttatag
ttcececcaagg
tgcaaagaga
tttctggata
tctgaagagt
tattacagag
ccetgttete
catgttcatg
tcttecagee
tattgtacta
ggggagaagc
gacagccatg
aaaatcttct
ccetgecagg
ggatcactca
accaaaaaaa
aggaggtcga
tecgecccact
acaaaaaaaa
tctctctatt

acgcct

<213> Homo sapiens

<400> 9

tggaggccge
ccttgetgag
gcaagctgcce
gcagcagcca
gcgacaacga
atgcttctet
agcagtcaga
agttcacgga
cagccagcect
attctcttee
tgcagacggt
aaggagtcag
acggagacaa
atggaaaagg
agcagaacct
tccatcagaa
ttcctgtgag
ctgcagaagg
ataagcacct
tctgcaaacg
agaagcaccg
taaacaaaca
agaggttcac
ccttcaaatg
tceggegtte
cagatcaaga
cacaatgact
agtccaggag
tacaaaaatc
ggtggcagga
gcttttcaac
tgagtagcce

tccttttatg
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agcgtctget
ccegggtetg
accgtggtac
cgagtacgeg
gagtggcceg
gttacctgag
ggatggtcce
ggaggacctg
gcaccatgeg
tcaaactctg
gtttggtgaa
gtttgggccce
ttctgtgatg
aggtacgggg
agttgctgtg
ccaagagctc
ccttecaggte
ctacagatgt
caagtacacc
atcctttgag
gcctcacaag
catgcgagtce
agcctccagce
caagtactgt
acacaaggag
aacattctac
cacgcctgta
ttcgagacca
agctgggggt
tggtttgage
ctgggtgaca
tcaagagtgt

ggttatagaa

gcccccgeca
ggcctacaga
ccaattccce
ggtgccageca
tgttgtggac
gggctgagga
aaaccctcca
cacttcgttc
atttcaggcce
gataaagact
gtcccacatt
tttcaaggta
tgggagatct
aactggatgt
cagtgtcaag
cttgtgtggt
acagagccgg
gaaagatgtg
ccctgtgtgg
aagcgggacce
tgttctacat
cactctggag
atactccgca
ggtaaatctt
gatgatggct
tcccacatga
atcccagcac
gcctgggcaa
ggtggcacat
acaggagacg
gaaccagacc

ggagacaatg

gtccctgeag
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tgcececceectt
gggagcctcet
acgtccccag
gtgaagatct
ctgacacttt
ccteccagtt
accaagaagg
tgtacggggt
tecetggteee
cccttcaact
ttggtgtgtt
aagtggtcaa
ttgaagatgg
cctatgtcaa
ggcatatatt
atggagactg
ggaagcagcce
ggaaggtatt
acaagggcga
ggcttcggat
gtgggaaatg
acagaccata
cacacatcag
ttgcatccca
gctcatgcag
agtttcatga
tttgggaggc
catggtgaaa
gcetgtggtt
gaggttgctg
ctgtctcaaa
taaaaacaag

ttggctatgt

ccectteegg
ctacgatctg
ggaagtgccg
gggccaccaa
aattccaccg
attaccttge
gaagtccccet
cactcccage
cccagacagce
tccagaaggt
ctgcagtagt
tgccagtgaa
tcatttgagce
ctgtgeceecge
ttatgagagc
ctatgagaaa
atctgggceccecce
tacctacaaa
taggaaattt
ccacattctt
tttctctcaa
ccagtgtgtg
gcagcactcce
tgctgeccat
catctgtggg
agactactag
agaggtgggt
tcctgtetet
ccagccacte
tgagctgaga
acaaaacaaa

agattcggat

gtggtggcte
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agtgttctca
ctagttacct
ctataaaata
attatcagtt
gggagtcaaa
tctegetetg
ccteceeeggt
ccgccaccac
tcaggatggt
ggattacagg
aagtatttag
cgcgaagcca
gcaaaccgct
gtcttcectta
agcacctgeg
tgggggcgeg
cggggccagg
ggccecggeee
ccgecectgga
cctcagetge
tcctggtaga
tececegggget
agtacctagt
gttggaaggg
aggtgctgte

gcagcteccee

agggaccgct
gtgtaatctt
gagatcagat
acttcacttg
gaagtcttag
tcgaccagge
tcacgccatt
gcctggetaa
ctcgatctce
cgtgagcaac
gtattcatac
gattagttca
ttgggtcctg
tgtggagcetc
gagtggtgge
ccgectgage
cagggacagg
ctcctggtca
cggggcgecac
cgcttcteca
gacgtgggaa
ccecgegggga
tcecggacgeg
ataaggaggg
tegtgggeag

tcatcecegge
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ctacgacgcece
cagtaaacga
gaactaatcc
cggaagagtg
ctgaattttt
tggagtgcag
ctcctgecte
tttttgtatt
cgacctcatg
cgagcccgge
gtgggccgag
tgaatgtgcet
cgtggagaat
aacgcgactc
cacagcgagg
aggggtgcgg
agcagccggg
gcgegetage
cgactgegeg
gcagcagcett
cttttcttet
ggcggcacgg
ccggtecgac
gcgagaggat
ccgetgecte

tctetgggge

atgctttgea
tttaacttct
cagtaaaatg
gagggcatga
tttttttttt
tggtgcgatce
agcctceccega
tttagtagag
atccaccege
cccagctgta
ttttectecte
actgcacggg
ggtttcgagt
tcaggtattc
cgctegggag
ggcggggaga
cggcccggec
tgggctegge
cgeggetgeg
caggcttctce
cctggegagg
tgagegtcect
ttggatgeceg
g9g9tggggyg

tcggetggta

gccggggaga
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tactaaagag
ctgtgcttca
aataccatta
ctaggaatgg
tttttttttt
tcggcetcact
gtagctggga
acggggtttce
ctcagecctece
ttttatacat
tctcatacaa
gtggctaaga
gagagccgaa
aggaagaata
aggcgectgg
aggccggcecce
aatcagcgeg
tccgeactge
ggcaaacatc
ccgcaggagce
ctgcagaggt
cgggctcegg
gctctagteg
tggatttgga
ccgagttaac

gtgcctgtge

catggattta
gttatctcat
agtgacactg
ggtgggagga
tgagacgaag
gcaagctceg
ctacaagcac
accgtgttag
caaagtgctg
taaaaaagaa
gcacattaca
aatcctgett
ccctaaatce
ccttttgete
aggccggcag
acgtggaccg
ttcecgeggeg
tagctgegeg
gggagtcctg
ttcgggette
gatgggecege
tgcggegate
agtaagaagg
ccctgtattt

tcagecteggt

tgaggtcgge
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10

<210> 10

<211> 1923
<212> ADN

gtgcaacccg
cggccgette
cggaggaggc
tggacaagtc
agcaggtggyg
taggatcttg
aagcttccceg
aggcatctca
ctttgeceetg
gggagaggat
acacagtgcece
acggagcectt
ggactcgeceg

ttggtttaac

<213> Homo sapiens

<400> 10

gtcttctgag
ggaatttgga
ttatgaggtc
ttctagecta
ggggacatgc
ggtgctgcaa
cgggacaggt
ttcagaaatg
cagattactc
ggtagcgaag
gcttggattc
tttgtatatg
gtgattttat

ttcccaagga

aagttggaag
cagtttcggg
cactcgatga
gaccttageg
agccggtcag
cttgaagggc
cccaagtgga
gatttgeccca
ttaatceget
tggaactgga
gctggtgegt
agtaaagctg

agacctagcce

ctacgataat
gtcactctga
cccaaggatg
cgtgttaatg
aggtcaccac
taagaaccgce
ggcgggcaca
gtggtgtcac
aggttggtcce
agagaggtgt
ccatcatggce
tgagctgtga
ttcattgaat

gcatacctce
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gggcactcecg
gttcatgtct
attggtatag
cttcatcect
cgtececececeg
gcagcgageg
gaactggagc
ccaaggtggce
cctagaagag
aagcttgatc
tttetteteg
tgaatcagcet

tggtgcccat

tttttggaac
aatatatcct
agagtctgtg
gtgtgctgta
caaatcaagc
atagaagagc
actcgggctce
atgaatccgt
tgtagcagtg
gcttcaatce
ccctttgecag
gaggtggcat
tataaccaca

aaaatccgag

aagtaaggat
gacagaatcc
ggggtggtga
ttaatctgag
cccecaccee
cttgggaggc
gggtctggaa
atctctacat
agggcatcct
tcctgecaccet
aatcagcatc
cctaagcagt

ccececgteac

ggcagaaatg
ggaataagtg
ctaagtcagt
agctgatgtce
aagggacctg
ggtcacaaac
aaccttcttg
gtttggaagg
gcaataaagt
tggaggggca
aaaattgtct
tcacttaact
agccaccacc

aagagcaaat
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gtgtggctgg
ccgggggtge
actcaccgtg
ctaggatctt
caccctgaag
gtctteccage
gttgecgtcte
ttcttteget
tgaccctacg
ggtgaggctg
atttaacgtt
atgtacatgce

cgagattcag

attggttcta
tgtttgacta
gttgctgteg
cgcctcaage
tgaggtggtc
ggtcaagtgc
tgttgaagct
agaggattgt
caaaactacg
gcaggaggcg
aggatttcag
ggcccagecc
catttgacat

cagagtcttce

agagaggcag
tctgctgatg
agctctttte
tctaggagca
ctetggttge
tgggagcgca
tttcecgeggg
ctttttccca
caaggagctc
cccaagccag
taggggctcc
acgggttcac

ggacccccect

gcaacagatg
gaaccacatc
cactggctct
cagcacctcce
gccgtgecaca
tcttgecttec
tccattgtga
aaagtgctgce
aaggtaacgc
gagctctttt
caacttcata
tctetgette
cctectetgga

aaaatggatc
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accactaagg
atgttccaaa
aagtggtttt
ctggtgaaga
taacccttga
ctattttttt
tcaatgtacc
agctctatca
gtaggtaaat
tcaaatttat
gaatttttag
ctgtgttage
cagacatgtc
aatgactgac
tgggatgaat
tcecectgtect
cagttatttg
aatttttgaa

ata

gcatgttcat
gggtcctcat
aaaggggtct
aaattactgce
agaatagaag
tttgcetttee
attttactga
gaacatattt
catttaaaat
gccaattata
actgtaaatg
catcttattt
tccacatatt
ccagatttta
tttatatatt
ttcacattta
attttattct

tatttgttat
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tcttcacttt
tctgttecte
aaaaagattt
tagagatcaa
gacatagttg
attttccagt
gtgctaagga
ataaaacttg
ataaaacaat
tgaaaagatt
agttcttcett
ctttaaaatc
ctcaaatgct
gatgtataat
aagaaatgcc
tagggggaaa
tgcagaggga

gatcatatga

ctttetgett
ttttgaactt
tggcaaaaca
ctgattaact
gattattgtg
tagcagagat
agcatatcaa
ttggaatttt
ctcaatttag
ttaactcecga
aacttagctg
tgagtcctga
gtcatgcgga
gttgttaaag
aaaaacatag
ataaatactt
atggaaagga

ataagtaaaa
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ttacaaaaga
ttecettttgt
tatttgcaga
ggtaaagaac
tgtgcattgt
aaaatgagag
ttccaatatt
tacggcectttt
atcaagggtt
gacaggagtc
tttcectact
ttggcttaat
aacgtatgaa
tacatactac
tttectgecace
taatgttgtt
atggaaagat

aaattcatcc

acttggatgt
ccttgtatta
tgtagattag
gtttatttta
atttttactt
cgttttaact
ttataaccaa
gtgtagtcat
atttcttaga
tttcagtgcet
tctgtgactt
gattttgcag
acagatgaag
tgtaaaaata
aagttaatta
tatagcctaa
ttgttggegt

tgctgatgge
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Reivindicaciones

1. Un método para deteccion mejorada de lesiones precancerosas de alto grado inducidas por HPV y canceres
invasivos inducidos por HPV, comprendiendo dicho método deteccion de hipermetilacion en el gen FAM19A4 e
hipermetilacion de hsa-miR7124-2 en una célula por lo que dicha hipermetilacion indica la presencia de lesiones
precursoras inducidas por HPV con canceres potencialmente invasivos y/o invasivos inducidos por HPV, en el que
dicha lesion precancerosa de alto grado inducida por HPV o cancer invasivo inducido por HPV es una lesion cervical
premaligna de alto grado, de cabeza y cuello, anal o vulvar o cancer cervical invasivo, de cabeza y cuello, anal o
vulvar.

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

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

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

5. Un método para detectar una lesion precancerosa de alto grado inducida por HPV o carcinoma invasivo inducido
por HPV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicha hipermetilacién es una metilacion
incrementada del promotor rico CpG de FAM19A4 y/o secuencias gendémicas en la célula de prueba en comparacion
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
restriccion sensible a la metilacion, escogida del grupo que consiste en BssHII, Mspl, Notl y Hpall.

7. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que se realiza una PCR especifica de
metilacion, que se basa en la modificacion con bisulfito del ADN, seguido de reacciones de PCR especificas que se
dirigen a secuencias ricas en CpG.

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

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

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

a) una secuencia de polinucledtidos capaz de hibridar bajo condiciones rigurosas con la secuencia de FAM19A4
como se expone en la Figura 2;

b) un polinucleétido que tiene al menos 70% de identidad con el polinucleétido de a);

c) un polinucleétido complementario al polinucleétido de a); y

d) un polinucleétido que comprende al menos 15 bases de un nucledtido de a) o b).

11. Uso de una combinacién de FAM19A4 y has-miR124-2 como marcador de diagnostico molecular para la
deteccion de una lesion precancerosa de alto grado inducida por HPV o canceres invasivos inducidos por HPV, en la
que dicha lesién precancerosa de alto grado inducida por HPV o cancer invasivo inducido por HPV es una lesion
cervical premaligna de alto grado, de cabeza y cuello, anal o vulvar o cancer cervical invasivo de cabeza y cuello,
anal o vulvar.

12. Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que la metilacion de dicho marcador es predictiva de la aparicion
de dicha lesion o carcinoma.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que FAM19A4 se usa como marcador de diagndstico molecular
para la deteccion de una lesiéon avanzada de CIN3.

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

- medio para la deteccion de metilacion de FAM19A4 y metilacion de hsa-miR124-2 en el que dicho medio
comprende sondas y/o cebadores especificos para la secuencia de nucleétidos de FAM19A4 de la Figura 2 y
sondas y cebadores especificos para la secuencia de hsa-miR124-2,

- medio para la deteccion de infeccion por HPV, en el que dicho medio comprende sondas y cebadores especificos
para HPV,
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y en el que dicha lesidon precancerosa de alto grado inducida por HPV o cancer invasivo inducido por HPV es una
lesion cervical premaligna de alto grado, de cabeza y cuello, anal o vulvar o un cancer cervical invasivo, de cabeza y
cuello, anal o vulvar.
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Figura 1: Promotor de PRDM14, secuencia de codificacién, secuencia rica en CpG del
intrén 1y 3'UTR

>hgl9_Gen Conocido_uc 00 3xym.Intervalo 3=cromosomat : 70963886 -70984562 5'pad=0 3'pad=0
cadena= -repeticién de enmascaramiento=ninguno
ccocgecagetttagggactetggeggogtetettagecgggtagatgtte
ctocectttecctetetetteccaagecgotgocaggecgggggtgaggetge
acctcagtcttcageccoceogaaggeccgogeocoggggocgggtegetecccat
tcagctaagaggaageageggcoggyggggeaggcgaggaacetgteeegy
ctcacceggcaagactgegttteoccocoacoceteggegettetttetgtga
aLglgaaltggaactaagegticctittcleclcoceclcaatggececggegagga
gaattcaaatgcgglctitgggegetoggtatgggtetggacetigght
tcagagectgegegtoraaggtegetageoctttececgaaggaagtgacag
ctgcggeggegegggaggeccatecteggtegtttaaagecacttaagga
ataaaagccococgagagagcaaaacgaccacccgaaaccteggaagegte
gagggtgecgggeccaacgeteccacgtgtecactgeeggggactegegag
gcgaagcectteccagegetecaaggegetocegectegtcocccaggtatcag
gaacagacacccaccaggtccaccagogggtcagacgecgecttegggca
ggctgggatcttcocgaactgggageggagagtaaggggetegacoeccggay
acgcgagtccocggecttetggactecggttcagggtgtgtgtgegegegga
ggggcttatctgggggecctgggtageoacacgtgtteggtttttttctee
ccgactcogecacgoctggagoggecaatactgectgoccctagaaggecage
ggcgagtgectegecactagggteccagggagggtttggaaaactgatgag
ttaagtgagecgaccccaggggacagagggegagtegagagteggecaatyg
gctgcggltgggcggggagaagacgacgcggggatetgegigggecgggte
AATTCCCTACCCTCGACCTGTCGATGCCCCGCGGCCCCGCCCGCCCTCTT
AAGCCTGGCTCAGCCCTCAGGECCCECCCCAAGTCTACCGAGCCCCAGTG
GCCTACCGAGCCCGAGTGGCCCCGCAGCGTCCAGGAGGCGLCCGCTCCGE
GGETGGCGCTCTTGGAGETGETETCGGAGgtagycacgggacaggacgege
ctggggeccggggcggtggtetieccagggecgti tggggagggcggcagcea
cl.cgelggegecagticgtiitggatgglegtictgeccthclecgggggeth
tgaatcccaagttgecagatecctgaggteggaggaggctaggagaagyge
gecctttggaggatecgggaggagacgggecgetgectgtgtegtggetgac
ctottetectgacececgtgttetttaatttetgagtecatgacectgettyg
gttttettattgggetcattgateteaagaccegecggecctgaagggge
ttcattcttecagecctecggtgaacttgectgectgtetattaaaacgecate
cttteceggcggtgegyggggcygggaggactggcagtegecgaggctetic
gcLcccacclggecagggetogleocacgeggelecocgaggggotaccceca
ggcoccaatagtoctggtagaatgattggagtttecgaggaacecggygga
atgtggcggacgetgcocogegagggaaaagaggttcaggeggegecatect
agggcagccaaaagltggegegeccctocecectlgegggeagtecaggaccgec
aggaccegcggggtcacacecgetgggocagagecaggtecgeggggtecctg
gacctgoocegggggetotgggagegegtetocatetgegeggtgegacee
agggtccteggetoettecctoccagecgagggecccaggagegectggage
tgtcgettgetecattgecctecgaccgectgegeteggcteccggeocca
gccocccgaggttggoagggecocecgeggoctcocacagaccctaccaacgagt
tttgtaggactgagaagaaggaaggaaagggaacttcaatgggttitgea
ggaaccgggttgggggccgaaageggagagegyggtgtgggaaggeggecy
ggcttagggaaggggtgettggagagggaaggggaaggcaacactaacee
ggaatttagagtagggecaggatcccggeagatttecgtttggggettttt
tgtogtttgettctattgetgttttttcgttttgtettaattgtgggagcya
ggctggcogggatcggactgggggegtitatecctgtiteccttggatctggy
gctggcetggggtggaggaggctggtggggaggcgegggtcggaceceggyg
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aagcteocegegeggtgtectcageggegecogettttetgeag. ... ..
intrén 1....... exén 2-14: AGCCGCCGAGCGTGCGGTCCCE
CCATGCCTICTACCCCCECCAACTCACCCCOTCCCTCACCACAAGCTETCC
TACCCCCCOOACACCACCCCOCACAMCCTCOCCCCOTACTACACCECTTT
CCCCICCTATGGACACTACACAANCAGCCTCGCCACCCTGCAGGARGACT
TCCARCCTTTICCGGCAGCTGCERAGECCECAGUGTCTGCTGCCCCCGCCATG
CCCCCCTTCCCCTTCCGGATEGOGLCTCCCTTGCTGAGCCCGGGTLTGGG
CCTACACACGGACCCTCTCTACCATCTCCCCTCCTACACCAAGCTCCCAC
CGTGGTACCCAATTCCCCACGTCCCCAGGGAAGTGCCGCCCTITCCTGAGT
AGCAGCCACGAGTACGCGGGTGCCAGCAGTGAAGATCTGGGCCACCAAAT
CATTGGTGGCGACAACGAGACTGGCCCGTGTTGTGGACCTGACACTTTAR
TTCCACCGCCCCCTGCECATCCTTCTCTGTTACCTCGACCGGLTGAGGACT
TCCCAGTTATTACCTTGCTCACCCAGCAAGCAGTCAGAGGATGGTCCCAA
ACCCTCCAACCAAGAACGCAACTCCCCTGCTCGCTTCCACTTICACCCACG
AGGACCTGCACTTCGTTCTGTACGGGETCACTCCCAGCCTGEAGCACCCA
GCCAGCCTGLACCATGUGATITCAGGLCTCCTGGTCCCCCCAGACAGCTC
TGGATCTGATTICTCTITCCICARACTCTGEATARACACTCCCTTCAACTTC
CAGARGGTCTATGCCTCATGCAGACGETEGTTTGGTGAAGTCCCACATTTT
GGETGTGTTCTGCAGTAGTTTTATCGCCAAAGGAGTCAGCGTTTGGGLCCCTT
TCAAGCGTARAGTGSTCAATCUCAGTGAASTCAAGACCTACGCAGACAATT
CIGTGATGTGGGAGATCTTTCAAGATGGTCATTTGAGCCACTTTATAGAT
GCGARARGGAGGTACGGEGAACTGGATGTCCTATGTCAACTGTIGCCCGCTT
CCCCAAGGAGCAGAACCTAGTTGCTGTGCAGTGTCAAGGGCATATATTTT
ATCAGAGCTGCAAAGAGATCCATCAGAACCAAGAGCTCCTTGTGTGGTAT
CCACACTGCTATGAGAAATTICTGGATATTCCTGTGAGCCTICAGGTCAC
AGAGCCGGGGAAGCAGCCATCTGGGCCCTCTCGAAGAGTCTGCAGARGGCT
ACAGATGTGAAAGATGTGCCAAGGTATTTACCTACAAATATTACAGAGAT
AACGCACCTCAAGTACACCCCCTCTCTCGCACAACCCCCATACCAAATTTCC
CIGTICTCTICIGCAARCGATCCTTIGAGAAGUGGGACCGGCTITCGGATCC
ACATTCTTCATGTICATGAGARAGCACCGGCCTCACAAGTGTTCTACATGT
GGGAAATGTTTCTCTCAATCTTCCAGCCTAAACAAACACATGCGAGTCCA
CTCTGGAGACAGACCATACCAGTCTGTIGCTATTICTACTAACAGGTTCACAG
CCTCCAGCATACTCCGCACACACATCAGGCAGCACTCCGGGGAGAAGCCC
TTCARATSCAAGCTACTCTCCTAARTCTTTTCCATCCCATCCTGCCCATGA
CAGCCATGTCCGGCGTICACACAAGGAGCGATGATGGCTCCTCATGCAGCA
TCTCTCGGAAAATCTTCTCACATCAAGAMACATTICTACTCCCACATGAAG
TTTCATGAAGACTACTAGCCCTGECCAGGCACARTCACTCACGCCTGTAAT
CCCAGCACTTITGGGAGGCAGAGETGGETGGATCACTCAAGTCCAGGAGTT
CCGAGACCAGCCTGGGCAACATGEGTGAAATCCTGTCTCTACCARAARAATA
CAAARATCAGCTCCCGOTCCTCCCACATGCCTCTCCTTCCASCCACTCAG
GAGGTCGAGGTGGCAGCATGETTTGAGCACAGGAGACGCGAGGTTGLTCTG
AGCTGAGATCGCCCCACTGCTTTTCAACCTGGGTGACAGAACCAGACCCT
CTCTCAAAACAAAACAAAACAAAMAAAATGAGTAGCCCTCAAGAGTGTGG
AGACAATGTAAAAACAAGAGATTCGGATTCTCTCTATTITCCTTTTATGGG
TTATAGAAGTCCCTGCAGTTCGUTGTGTGTGGTGGUTCACGCCT
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Figura 2: Promotor de FAM19A4, secuencia de codificacidn, secuencia rica en CpG de la
parte del intron 1y 3'UTR

>hqg19_Gendereferencia_NM_001005527 intervalo=cromosomaZ : 68780915-68982761 5'pad=0 3'pad=0
cadena=- repeticién de enmascaramiento=ninguno
agtgttetcaagggaccgcectctacgacgecatgetttgeatactaaagag
catggatttactagttacctgtgtaatcttcagtaaacgatttaacttcet
ctgtgettcagttatcteatetataaaatagagatcagatgaactaatee
cagtaaaatgaataccattaagtgacactgattatcagttacttcacttyg
cggaagagtggagggcatgactaggaatggggtgggaggagggagtcaaa
gaagtcttagetgaatttttbttttbttttttbttttttttttgagacgaay
tctcgectectgteogaccaggectggagtgecagtggtgogateicggetecact
gcaagctecgectecceggttcacgecattectectgectecagectecega
gtagctgggactacaageaccegeraccacgectggetaatttttgtatt
tttagtagagacggggtttcaccgtgttagtcaggatggtctcgatctec
cgacchecatgateccaccogectcagectccraaagtgetgggattacagg
cgtgagcaaccgagcocoggooccragoctgtattttatacattaaaaaagaa
aagtatttaggtattcatacgtgggccgagttttetectctctcatacaa
geacattacacgegaagocagattagttcatgaatgtgotactgeacyggy
gtggctaagaaatcctgottgeoaaaccgectttgggtectgogtggagaat
ggtttecgagtgagagococgaaccectaaatcegtettecttatgtbggagete
aacgegactctcaggtatteaggaagaataccettttgeteageacetygeg
gagtggtggecacagogaggegetegggagaggegectggaggoeggoag
tgggggegegecgectgageaggggtgeggggeggggagaaggecggece
acgtggaccgeggggocaggcagggacaggageagecgggeggocoggeo
AATCAGCGCGTTCCECGGLGGGCCCEELCCCTCCTGETCACCECGLTAGC
TGGGCTCGGECTCCGCACTGCTAGCTGCLCGCCGCCCTGGALGEGELGCAL
CGACTGCGCGCGCEECTGCGEGCARACATCGGGAGTCCTGCCTCAGCTGE
CGCTTCTCCAGCAGCAGCTTCAGGCTICTCCCGCAGGAGCTTCGGGLTTC
TCCTGGTAGAGACGTGGGRACTTTTCTICTCCTGGCGAGGCTGCAGAGGT
GATGGGCCGCTCCCGGGGLTCCCGCGEECGAGGLGGCACGgtgagegtact
cgggotocggtgoggegalecagtacctagltooggacgegecgglocgac
ttggatgeceggetoctagtegagtaagaagggttggaagggataaggaggg
gegagaggatgggatgggggtggatttggacectgtatttaggtgetgte
tegtgggecagecgetgecteteggetggtacegagttaactcageteggt
geagcteococtcatecoggetetetggggegeoeggggagagtgoctgtge
tgaggtecggcgtgcaacccgaagttggaaggggecactecgaagtaaggat
gbglbggelggagagaggrageggecgelbecaghiteggggticatglet
gacagaatccccggggotgctetgetgatgecggaggaggecactegatga
attggtatagggggtggtgaactcaccgtgagetetitictggacaagte
gaccttagegettcatecetttaatetgagetaggatetttctaggagea
agcaggtgggagecggteagegtecoccecgeococcacacecaccctgaag
cteotggttgectaggatettgettgaagggegeagegagegettgggagge
gtclicecagetgggagogcaaagelicecgeccaagliggagaactyggage
ggglclggaagligegleclelilcogeogggaggealeclecagalligoeea
ccaaggtggcatctctacatttcttteogeteotttttoccacttitgeocctyg
ttaatcecgetectagaagagagggeatecttgacectacgraaggagete
gggagaggattggaactggaaagettgatctectgecacctggtgaggety
cocaagoecagacacagtgeogetggtgegttttettetegaatcageate
atttaacgtttaggggctccacggageccttagtaaagetgtgaateoaget
cctaagecagtatgtacatgeacgggttcacggacteogeocgagacctagee
tggtgececatececegtoaccgagatteagggaceccectttggtttaac
caintrén L. exbn 2-6: GTCTTCTGAGC
TACCATAATTTTITCCAACGCCACAARTCATTCGTTCTAGCAACACATGG
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CAATTTCCGACTCACTCTGAAATATATCCTCSARTAACTCTCTTTGACTAG
AMCCACATCITATGAGGTCCCCARGGATGAGAGTCTIGTIGCTAAGTCAGTG
TTGCTGTCGCACTGGCTCTTICTAGCCTACGTGITAATGCTGTGCTGTAA
CCTCATGICCCCCTCAAGCCAGCACCTCLCGGEACATCCAGETCACCACT
ARATCAAGCAAGCGCACCTGTCAGGTGOTCGCCCTIGCACAGCTGCTOCAAT
AMAGARCCGCATAGAAGAGCGEGTCACAAACGGTCAAGTGCTCITGCTICCC
CGEACAGCTGOCEEGCACARCTCOGGCTCARCCTITCTTGTGTITGARGCTT
CCATTGTGATTCAGAAATGGTGGTGTCACATGAATCCCTCTITGGAAGGA
CAGCATTGTAAAGTCCTGCCACATTACTCASCTIGCTCCTCTAGCACTGS
CAATARAGTCAAAARCTACGAAGCGTRACGCGGETAGCGAAGAGAGAGETGTG
CTTCAATCCTGGAGGGGCAGCAGGAGGCGGAGCTCTTTTGCTITGGATTCC
CATCATGGCCCCTTTGCAGAAAATTGTCTAGCGATTTCAGCAACTTCATAT
TICTATATGCTCAGCTCTGAGAGGTGGCATTCACTITAACTGGCCCAGLCCT
CTCTGCTTICGTIGATTTTATTICATTGAATTATAACCACAAGCCACCACCC
ATTTGACATCCTCTCTGGATTCCCAAGGAGCATACCTCCARAATCIGAGA
AGAGCAARTCAGAGTCTTCRARATGGATCACCACTAAGGGCCATGTTCATT
CTTCACTTTCTTTCTGCTTTTACAAARGAACTTGGATGTATGTTCCARAL
GGTCCTCATTICTGTTCCTCTTTTGRACTTTTCCTTTITGTCCTTGTATTAA
AGTGGTTTTAAAGGGGTCTAARAAGATTTTGGCARAACATATTTGCAGAT
CTACATTAGCTGCTCAAGAAAATTACTCCTAGACGATCAACTCATTAACTG
CTAAAGAACGTTTATTTTATAACCCTTGAAGAATAGAAGCACATAGTTGE
ATTATIGIGTIGTCCATTICTATTITTACTICTATITITITITTIIGCTTICCA
TTTTCCAGT TAGCAGAGATAARATGAGAGCGTTTTAACTTCAATGTACCA
TITTACTGAGTGCTAAGGAAGCATATCAATTCCAATATTITATAACCAAL
GCTCTATCAGAACATATTTATAAAACTTCTTGGAATTTTTACGGCTITTS
TGTAGTCATGTAGGTAAATCATTTAAAATATARAACAATCTCAATTTAGA
TCAAGCGGTTATTICTTAGATCAAATTTATGCCAATTATATGARAAGATTT
TAACTCCGAGACAGGAGTCTTTCAGTGCTGAATITTITAGACTGTAAATGA
GITCTICTTAACTTAGCTGTTITCCCTACTTCTGTGACTTCTGTGTTAGCC
ATCTTATITCTTTAAAATCTGAGTCCTGATTGGCTTAATGATTTTGCAGT
ACGACARTCTCTCCACATATICTICAAATCCTCTCATGCGCAALCCGTATCALL
CAGATGRAGAATGACTGACCCAGATTTTAGATGTATAATCTIGTTAAAGT
ACATACTACTGTAAAAATATCGCGATGAATTTTATATATTAACGARATCCCA
ARMACATAGTTTCTGCACCAAGTTAATTATCCCTGTCCTITCACATTTAT
AGGCGCAARATAAATACTTTARTGTTGTTTATAGCCTAACAGTTATTTGA
TTTTATTCTTCCACACCCGARTCCARACGAATCCARACATTTETTGGCGTA
ATTTTIGAATATTTGTTATGATCATATGAATAACTAAAAARATTCATCCT
CCTCATGGCATA
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Figura 3
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Figura 4:
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Figura 4: Efectos de la expresion ectépica de PRDM14 en células SiHA, CaSki y 93VU147T. (A) El porcentaje de
células GFP+ declina en las células transfectadas con PRDM14, comparado con las células del vector vacio, 24, 48
y 72 horas después de la transfeccién. (B) El andlisis de citometria de flujo de células marcadas doblemente con
Anexina V y Pl muestra un incremento tanto en células apoptdticas tempranas (Anexina V+/Pl-) y tardias {Anexina
V+/Pl+) en la poblacién de células que expresan PRDM14.
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Figura 5:
Niveles de metilacion FAM19A
100 /_ p=0.01 _\\ 001
p<0.01 (_%
i : \ . .
10 p<0.01 H .
- 1 : I
1 . .
* . ! - | ] L)
. . .
11 . :
H ' . .
0. | ' ] ! .
. ! 1_peoot :
. w p<00t
0.0 ~— p<0.01 o
.
(.00
Normal CIN1 CIN3 SCC ACIS AdCA
Niveles de metilacion PRDM1
100 T
p<0.01 T~
~ < (.05 ™
10 1 - P ~ .
- -
. i
1 . : [
L] . ' -
: . ]
1 ! . 1 .
-
i i - :
L3
0 -
P 5
0.01
] P00l
0.0 " p<0.01 J :
S p<0.01 s
-
0.00 —
Normal CINL CIN3 sce ACIS AdCA

30



ES 2 664 923 T3

Figura 6:
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Figura 6: Niveles de metilacion de PRDM14 y FAM19A4 en muestras de tejido de cabeza y cuello positivas para hrHPV
(HNSCC: SCC de Cabeza y Cuello). Los niveles de metilacidn son significativamente mayores en carcinomas comparado
con controles.
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