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DESCRIPCION

Meétodo de deteccion de cancer de prostata.
Declaracién de apoyo gubernamental

Esta invencién se hizo en parte con apoyo gubernamental bajo la Concesién de NIH N° 1U01CA84986 otorgada
por los Institutos Nacionales de Salud (NIH). El gobierno puede tener ciertos derechos en esta invencion.

Campo de la invencién

Esta invencion se refiere en general al campo del estado de metilacién de genes y elementos reguladores y mas
especificamente a la deteccidn de céncer de préstata por métodos de PCR convencionales y cuantitativos.

Fundamento de la invencion

El adenocarcinoma prostético es el cdncer no cutdneo diagnosticado mds cominmente en hombres en los Estados
Unidos. Es probable que siga aumentando la frecuencia porque la gente sobrevive mds tiempo y mds hombres de
mediana edad experimentan examen rutinario de la enfermedad. Los hombres diagnosticados con enfermedad de
pequefio volumen de fase temprana tienen el mejor resultado tras el tratamiento curativo. Por tanto, Por tanto, el
proposito de los programas de deteccion temprana es diagnosticar cancer en una fase temprana curable.

El algoritmo estindar de oro para diagnosis supone actualmente examen rectal digital y medicién de antigeno
especifico de prdstata (PSA) en suero y, si alguno es sospechoso, se sigue por biopsia con aguja prostatica trans-
rectal. Sin embargo, el PSA del suero puede elevarse en condiciones benignas y la biopsia con aguja puede fracasar al
identificar incluso magnitudes significativas de cancer debido a error de muestreo. Por tanto, se necesita la introduccién
de ensayos de diagnéstico adicionales para aumentar la sensibilidad de la diagnosis de cancer de prdstata.

Aunque se han descrito varias alteraciones genéticas especificas en adenocarcinoma de préstata, tales como inac-
tivaciéon de TP53 y PTEN, la mds comun simple y mds temprana de éstas es metilacion de la regién 5’-reguladora
del gen GSTP1 (documento WO 99/55905). La deteccién de esta alteracion epigenética en fluidos corporales se ha
conseguido con éxito usando técnicas basadas en ADN. Sin embargo, estos estudios mds tempranos inclufan s6lo un
nimero de pacientes relativamente pequefio o se enfocaban principalmente sobre casos de enfermedad avanzada.

Recientemente, se ha desarrollado un método especifico de PCR (RTQ-MSP) especifica para metilo cuantitativa
en tiempo real, que permite la realizacién de un andlisis de multiplicacién cuantitativa altamente precisa, rapido y no
isotopico mediante la comprobacién dptica continua de un ensayo de PCR fluorogénica. La aplicacion de este método
para evaluar el estado de metilacion del gen pl16 en aspirados de médula 6sea de pacientes con mieloma multiple,
revel6 una concordancia completa con el andlisis MSP convencional (C-MSP). En este mismo estudio, se mostré que
la RTQ-MSP era los suficientemente sensible para detectar hasta 10 equivalentes de genoma de secuencia de pl6
metilado.

Sin embargo, hay necesidad en la técnica de desarrollar ensayos de diagndstico en fase temprana sensibles y
precisos para detectar adenocarcinoma de préstata.

Sumario de la invencion

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que puede usarse para detectar neoplasia la me-
dicién cuantitativa del nivel de metilacién de biomarcadores, por ejemplo, la regién de promotor de glutationa-S-
transferasa (GSTP1). Por consiguiente, la presente invencién proporciona métodos y juegos ttiles para detectar neo-
plasia, especialmente adenocarcinoma de préstata. En una realizacidn, la presente invencién proporciona un método
para detectar neoplasia de prostata. E1 método incluye determinar una relacién de metilaciéon de una muestra, por
ejemplo, una muestra de tejido de un sujeto. La relacién de metilacién es una relacién entre el nivel de metilacién de
una regién de promotor, por ejemplo, de glutationa-S-transferasa (GSTP1), con relacién al nivel de metilacién de una
regioén de un gen de referencia. Si la relacion de metilacién es mds alta en la muestra, por ejemplo, tejido, del sujeto
de ensayo que la relacién de metilacion en una muestra, o tejido de sujetos normales o de un tejido o muestra de un
sujeto con hiperplasia, es indicativa de neoplasia de préstata en el sujeto de ensayo.

En otra realizacion, la presente invencidn proporciona un método para detectar neoplasia de préstata determinan-
do el nivel de metilacién de una regién de promotor de glutationa-S-transferasa (GSTP1) en una muestra de fluido
corporal, tal como orina o suero, de un sujeto. El nivel de metilacién se determina usando una reaccién en cadena
de polimerasa (PCR) convencional, o el método de PCR en tiempo real/cuantitativa. Si el nivel de metilacién es mds
alto en el sujeto de ensayo que el nivel de metilacién en un sujeto normal, es indicativo de neoplasia de prdstata en el
sujeto.

En otra realizacién todavia, la presente invencién proporciona un juego para detectar hiperplasia de prostata. El
juego incluye un primer recipiente que contiene un par de cebadores para multiplicacion de una regién de promotor
de glutationa-S-transferasa (GSTP1), un segundo recipiente que contiene un par de cebadores para multiplicacién
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de una regién de un gen de referencia y un tercer recipiente que contiene una primera y una segunda sondas de
oligonucleétido, con la primera sonda de oligonucleétido especifica para la multiplicacién de una regién de promotor
de GSTP1 y la segunda sonda de oligonucleétido especifica para la multiplicacién de la regioén del gen de referencia.
En un aspecto, al menos uno de los cebadores para la multiplicacién de la regién de promotor de GSTP1 o una de las
sondas de oligonucledétido es capaz de distinguir entre dcido nucleico metilado y no metilado.

En otro aspecto, el juego contiene un primer recipiente que contiene un par de cebadores para multiplicacion de
una regién de promotor de glutationa-S-transferasa (GSTP1), siendo capaces los cebadores de distinguir entre dcido
nucleico metilado y no metilado, y una instruccion que describe que el juego es ttil para detectar adenocarcinoma
de préstata en una muestra de fluido corporal de un sujeto y que un nivel de metilacién de la regién de promotor de
GSTP1 determinado por reaccién en cadena de polimerasa convencional usando los cebadores del primer recipiente
que sea mas alto que el nivel de metilacién de la region de promotor de GSTP1 en un sujeto normal es indicativo de
adenocarcinoma de préstata en el sujeto con una sensibilidad no inferior al 40%.

En otra realizacidn, la presente invencidn proporciona un método para detectar neoplasia de préstata multiplicando
una regién de promotor de glutationa-S-transferasa (GSTP1) en una muestra bioldgica de un sujeto mediante cebado-
res de oligonucledtido en presencia de al menos una sonda de oligonucledtido especifica, modificindose la region de
promotor por un agente que modifica citosina no metilada para producir un dcido nucleico convertido y siendo capaz
al menos un cebador de oligonucledtido o sonda de oligonucleétido especifica de distinguir entre 4dcido nucleico no
metilado y metilado, y determinar el nivel de metilacién de la regién de promotor determinando el nivel de multipli-
cacion de la region de promotor en base al desplazamiento mediado por multiplicacion de la sonda de oligonucleétido
especifica. Si el nivel de metilacién es mas alto en el sujeto de ensayo que el nivel de metilaciéon en un sujeto normal,
es indicativo de neoplasia de préstata en el sujeto.

Descripcion breve de las figuras

La Figura 1 muestra las curvas de multiplicacién para un caso positivo en carcinoma por GSTP1 QMSP en 4/6
biopsias (LB = base izquierda, LM = medio izquierdo, RA = pico derecho, RB = base derecha). Se hizo pasar cada
biopsia por cuadruplicado y se compar6 con diluciones estandares de testigo positivo (S1-5 = 100 ng, 10 ng, 1 ng,
100 pg, 10 pg de ADN estdndar respectivamente). Este caso también fue positivo en carcinoma por histologia en 2/6
biopsias (base izquierda 2 mm, medio izquierdo 1 mm). La extension del tumor vista histolégicamente en biopsia
correspondia con los niveles de metilacién de GSTP1 medidos.

La Figura 2 muestra las curvas ROC para histologia (azul), GSTP1 QMSP (verde) y ensayos combinados (rojo).

La Figura 3 muestra la distribucién de los niveles de metilaciéon de GSTP1 en tejido y fluidos corporales. (a) Se
detect6 metilacién de GSTP1 por RTQ-MSP en el 29% de pacientes con BPH y el 91,3% de pacientes con adenocarci-
noma de prostata localizado clinicamente (TRP). Las barras llenas indican la mediana dentro de un grupo de pacientes.
Los asteriscos indican las muestras con valores 0 que no pueden representarse en una escala logaritmica (BPH: n =
31; TRP: n = 69). (b) Niveles de metilacién de GSTP1 (RTQ-MSP) en muestras de orina (n = 13) y plasma (n = 9)
apareadas positivas. Las barras llenas indican la mediana dentro de un grupo de pacientes. Los asteriscos indican las
muestras con valores 0 que no pueden representarse en una escala logaritmica (orina: n = 56; plasma: n = 60).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn se basa, en parte, en el descubrimiento de que puede usarse la medicién cuantitativa del
nivel de metilacién de biomarcadores, por ejemplo, la regién de promotor de glutationa-S-transferasa (GSTP1), para
detectar neoplasia, por ejemplo, adenocarcinoma de prostata. Por consiguiente, la presente invencidén proporciona
métodos y juegos ttiles para detectar neoplasia, especialmente adenocarcinoma de prdstata, determinando el nivel o
la relacién de metilacién de biomarcadores.

Segin un aspecto de la presente invencion, puede detectarse neoplasia en una célula o tejido midiendo cuantitati-
vamente el nivel de metilacién de uno o mds biomarcadores. Los biomarcadores de la presente invencién pueden ser
cualquier marcador cuyo nivel de metilacion esté asociado caracteristicamente con el crecimiento anormal o prolife-
racién de una célula o tejido. Por ejemplo, los niveles de metilacion de diversos genes supresores de tumores estan
asociados con neoplasia o crecimiento de tumores y pueden usarse como biomarcadores de la presente invencién. En
una realizacion, el biomarcador de la presente invencion es glutationa-S-transferasa (GSTP1).

En otra realizacidn, el biomarcador es una regién de promotor de GSTPI1. La regién de promotor de GSTP1
puede ser cualquier regioén dentro del promotor de GSTP1, por ejemplo, cualquier regién que contenga uno o m4s
lugares asociados con metilacién, tales como dinucleétidos CpG y adecuados para medicidn cuantitativa tal como
multiplicacién por reaccioén en cadena de polimerasa (PCR). El promotor de GSTP1 incluye usualmente la regién
reguladora situada aguas arriba o 5° de GSTP1. El andlisis de secuencia de la regiéon de promotor de GSTP1 muestra
que casi el 72% de los nucleétidos son CG y aproximadamente el 10% son dinucleétidos CpG.

Segtn la presente invencion, la neoplasia en una célula o tejido puede detectarse midiendo cuantitativamente el
nivel de metilacion de uno o mds biomarcadores usando, por ejemplo, reaccion en cadena de polimerasa (PCR) en
tiempo real con al menos un cebador de oligonucleétido o sonda especifica de oligonucledtido que sean capaces de
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distinguir entre 4cido nucleico metilado y no metilado. En general, el nivel de metilacién medido cuantitativamente en
una muestra bioldgica de un sujeto, por ejemplo, un ser humano, que sea mds alto que el nivel de metilacién medido
cuantitativamente en una muestra bioldgica de un sujeto normal es indicativo de neoplasia en el sujeto.

Un sujeto normal segtin se usa en la presente invencién puede ser cualquier sujeto que no tenga neoplasia detectable
por medios distintos de los métodos proporcionados por la presente invencién. Por ejemplo, un sujeto normal en
adenocarcinoma de préstata puede ser cualquier ser humano que no tenga ningin sintoma clinico de adenocarcinoma
de prostata, un nivel normal de PSA y una diagnosis histolégica exenta de adenocarcinoma de préstata. En general, un
nivel asociado con un sujeto normal segiin se usa en la presente invencién incluye un valor obtenido estadisticamente
asociado con una poblacién de sujetos normales. Por ejemplo, el nivel de metilacién en un sujeto normal segtin se
usa en la presente invencién incluye el nivel de metilacién medio o promedio y un intervalo para una poblacién
significativa estadisticamente de sujetos normales.

La muestra biolégica de la presente invencion puede ser cualquier muestra adecuada para los métodos proporcio-
nados por la presente invencién. En una realizacion, la muestra bioldgica de la presente invencion es una muestra de
tejido, por ejemplo, un espécimen de biopsia tal como muestras de biopsia con aguja. En otra realizacién, la muestra
bioldgica de la presente invencion es una muestra de fluido corporal, por ejemplo, suero, plasma, orina y eyaculado.

Segtin una realizacién de la presente invencién, puede detectarse adenocarcinoma de préstata en una célula o
tejido midiendo cuantitativamente el nivel de metilacién de la regién de promotor de GSTPI, por ejemplo, usando
PCR especifica para metilacién en tiempo real. Por ejemplo, el nivel de metilacién de la region de promotor de
GSTP1 puede determinarse determinando el nivel de multiplicacién de la region de promotor de GSTP1 en base a
desplazamiento mediado por multiplicacién de una o mas sondas cuyos lugares de unién estdn situados dentro del
amplicon.

En general, la PCR especifica para metilacién cuantitativa en tiempo real se basa en la comprobacién continua
de una PCR fluorogénica progresiva por un sistema 6ptico. Tales sistemas de PCR usan habitualmente dos cebadores
de multiplicacién y una sonda de hibridacién fluorogénica, especifica para el amplicoén adicional, que se une especi-
ficamente a un lugar dentro del amplic6én. La sonda puede incluir uno o mas restos de marca de fluorescencia. Por
ejemplo, la sonda puede estar marcada con dos colorantes fluorescentes: 1) una 6-carboxifluoresceina (FAM), situada
en el extremo 5°, que sirve como informador, y 2) una 6-carboxitetrametilrodamina (TAMRA), situada en el extremo
3’, que sirve como apagador. Cuando tiene lugar multiplicacion, la actividad de la exonucleasa 5°-3’ de la polimerasa
de ADN Tagq divide al informador de la sonda durante la fase de extension, liberandola asi del apagador. El aumento
resultante de la emision de fluorescencia del colorante informador se compruebe durante el procedimiento de PCR y
representa el nimero de fragmentos de ADN generados.

En una realizacién, se disefian cebadores de oligonucledtido para unirse especificamente a lugares de unién de
cebador metilados, por ejemplo, ADN convertido con bisulfito dentro del extremo 3’ de la regién de promotor del
gen GSTPI1, y se disefia una sonda para reasociarse especificamente dentro del amplicén durante la extensién. En
otra realizacion, se diseflan cebadores de oligonucledtido para unirse a lugares de unién de cebador metilados o no
metilados, y se disefia la sonda para reasociarse especificamente con lugar de unién de sonda metilado, por ejem-
plo, lugar de unién convertido con bisulfito. En otra realizacién todavia, se disefian cebadores de oligonucledtido
y sondas para unirse especificamente a lugares de unién metilados, por ejemplo, lugares de unién convertidos con
bisulfito.

Segtin otro aspecto de la presente invencion, se indica neoplasia de una muestra bioldgica cuando una relacién de
metilacién de un biomarcador es més alta que la relacién de metilacion en un sujeto normal. La relacién de metilacién
de la presente invencion incluye la relacion del nivel de metilacién de un biomarcador y el nivel de una regién en un
gen de referencia determinado por el mismo medio usado para determinacion del nivel de metilacion del biomarcador.
Usualmente, la relacion de metilacion de la presente invencion estd representada por la relacion del nivel de metilacién
de un biomarcador y el nivel de una regién en un gen de referencia determinado por el mismo medio usado para
determinacidn del nivel de metilacién del biomarcador.

En una realizacion, la relacién de metilacion de la presente invencién es la relacion del nivel de metilacién de un
biomarcador y el nivel de una regién de un gen de referencia, ambos de los cuales se miden cuantitativamente usando
reaccién en cadena de polimerasa (PCR) en tiempo real. Por ejemplo, el nivel de metilaciéon de un biomarcador de una
muestra de un sujeto puede medirse cuantitativamente usando un par de cebadores y una sonda de oligonucleétido,
en donde un cebador, ambos cebadores, la sonda de oligonucle6tido o ambos cebadores y la sonda de oligonucleétido
son capaces de distinguir entre dcido nucleico metilado y no metilado, por ejemplo, después de modificarse el dcido
nucleico por un agente de modificacién, por ejemplo, bisulfito que convierte citosina no metilada en un dcido nucleico
convertido.

En otra realizacion, la relacién de metilacion de la presente invencién es la relacion del nivel de metilacion de una
region de promotor de GSTP1 y el nivel de una regién de un gen de referencia, ambos de los cuales se miden cuan-
titativamente usando PCR en tiempo real. En otra realizacién atn, la relacion de metilacién de la presente invencién
es la relacion del nivel de metilacién de una regién de promotor de GSTP1 medido por PCR en tiempo real especifica
para metilacién y el nivel de una region de un gen de referencia medido por PCR en tiempo real.
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La regién de un gen de referencia de la presente invencién puede ser cualquier regién de un gen que tenga uno
o mds lugares o regiones que estén exentos de lugares de metilacién, por ejemplo, exentos de dinucleétidos CpG.
Por ejemplo, la regién de un gen de referencia puede ser una regién que tenga dos lugares de unién de cebador para
multiplicacién tal como PCR que estén exentos de dinucleétidos CpG o una regién que tenga al menos un lugar de
unioén de sonda de oligonucledtido especifica para PCR en tiempo real que esté exento de dinucle6tidos CpG. En un
aspecto, la regién de un gen de referencia de la presente invencién es una regién de gen MYOD. En otro aspecto, la
regioén de un gen de referencia de la presente invencidn es una regién de gen ACTB. En otra realizacién todavia, la
regién de un gen de referencia de la presente invencion es una regiéon que no estd sujeta frecuentemente a alteraciones
del nimero de copias, tales como multiplicacién o supresion de genes.

En general, segtin la presente invencion, el nivel de una regién de un gen de referencia se mide cuantitativamente
usando PCR en tiempo real con cebadores y sondas especificas que se unen especificamente a lugares después de
conversién con bisulfito pero sin discriminar directa o indirectamente el estado de metilacion de los lugares.

Segtin una realizacién de la presente invencion, el adenocarcinoma de préstata estd indicado en un sujeto cuando
una relacién de metilacién de una regién de promotor de GSTP1 en una muestra bioldgica del sujeto es mayor que 5, o
10, porque la relacién de metilacion esté representada por la relacion del nivel de metilacion de una regién de promotor
de GSTP1 y el nivel de una regién de un gen de referencia, por ejemplo, MYOD o ACTB, por 1000. Por ejemplo,
cuando una relacién de metilacién por 1000 es mayor que 3, o 5 o incluso 10, es indicativo de adenocarcinoma de
proéstata en el sujeto.

Segtn otro aspecto de la presente invencion, la relacién de metilacion de la presente invencién puede usarse para
diagnosticar neoplasia independientemente o en combinacién con otros métodos de diagndstico, por ejemplo, métodos
de diagndstico basados en informacién gendémica, valoracién protedmica o anélisis histolégico de muestras de tejido.
En una realizaciodn, la relaciéon de metilacién de la presente invencién se usa independientemente o en combinacién
con andlisis histolégico para detectar neoplasia.

En otra realizacién, la relacién de metilacidon de una region de promotor de GSTP1 se usa independientemente
de andlisis histolégico para la deteccién de adenocarcinoma de préstata. En general, segin la presente invencidn, los
métodos de utilizacién de la relacion de metilacién para detectar adenocarcinoma de préstata como se proporcionan
por la presente invencion son mds sensibles que el andlisis histolégico en su forma disponible actualmente. Un sujeto
que tenga una relacién de metilacién de una regién de promotor de GSTP1 mayor que la relacién de metilacién en un
sujeto normal, por ejemplo, mayor que 5 o 10, es indicativo de adenocarcinoma de prostata, a la luz del hecho de que
se determine que el sujeto estd exento de adenocarcinoma de préstata por andlisis histolégico.

Alternativamente, puede usarse la relacion de metilacion de una regién de promotor de GSTP1 en combinacién
con andlisis histoldgico para la deteccién de adenocarcinoma de prostata. Por ejemplo, segin la presente invencion,
la deteccidn de adenocarcinoma de préstata en un sujeto puede incluir la determinacién de la relacidn de metilacién y
un andlisis histolégico de muestras de tejido de préstata, por ejemplo, biopsia con aguja del sujeto, y una relacion de
metilacion mas alta que la normal, por ejemplo, mayor que 5 o 10, sola 0 en combinacién con una diagnosis histolégica
de adenocarcinoma de prdstata, es indicativa de adenocarcinoma de prdstata.

En otra realizacion todavia, la relacion de metilacion de la presente invencidon puede usarse independientemente
o en combinacién con diagndsticos basados en valoracién protedmica. Por ejemplo, segtn la presente invencion, la
relacién de metilacién de una regién de promotor de GSTPI en un sujeto puede usarse independientemente o en
asociacion con la determinacidn del nivel de PSA en el sujeto para detectar adenocarcinoma de prostata.

Segtin la presente invencion, la relacién de metilacién de una regién de promotor de GSTP1 no se correlaciona
en general directamente con el nivel de PSA, pudiendo usarse asi la relacién de metilacién como una valoracién
independiente del nivel de PSA para detectar adenocarcinoma de préstata, por ejemplo, una relacion de metilacién
mayor que la normal de una regién de promotor de GSTP1 en un sujeto es indicativa de adenocarcinoma de prdstata
en el sujeto con un nivel de PSA normal. De igual modo, la relacién de metilacién puede excluir cdncer en un sujeto
con un nivel de PSA falsamente alto. Alternativamente, la deteccién de adenocarcinoma de préstata puede incluir la
determinacién de la relacidon de metilacion de una region de promotor de GSTP1 y el nivel de PSA; una relacion de
metilaciéon mayor que la normal sola o en asociacién con un nivel de PSA anormal es indicativo de adenocarcinoma
de prostata.

Segtin otro aspecto de la presente invencion, diferentes formas de determinacién del nivel de metilacién de bio-
marcadores en asociacién con diferentes tipos de muestras biolégicas de un sujeto proporcionan diferentes niveles
de sensibilidad con respecto a deteccion de neoplasia. Por ejemplo, segin la presente invencioén para determinacién
en muestras de fluidos corporales del nivel de metilacién de biomarcadores usando PCR convencional proporciona
generalmente mejor sensibilidad que la sensibilidad obtenida usando PCR en tiempo real.

En una realizacion, el nivel de metilacién de una regién de promotor de GSTP1 en una muestra de fluido corporal,
por ejemplo, no limitada a suero, plasma, orina o eyaculado, determinada por PCR convencional o no en tiempo real,
proporciona mejor sensibilidad para la deteccion de adenocarcinoma de préstata que la sensibilidad obtenida usando
PCR en tiempo real. Por tanto, segtin la presente invencidn, puede determinarse el nivel de metilacién de una regién
de promotor de GSTP1 en una muestra de fluido corporal de un sujeto usando PCR convencional no en tiempo real, o
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la PCR en tiempo real y un nivel de metilacién mayor que el nivel de metilacién en un sujeto normal son indicativos
de adenocarcinoma de prostata, por ejemplo, a la luz del hecho de que el sujeto tiene un nivel de metilacién normal de
la regién de promotor de GSTP1 determinado por PCR en tiempo real.

Segtin otro aspecto de la presente invencién, proporciona juegos utiles para detectar neoplasia en una célula o
tejido, por ejemplo, usando los métodos proporcionados por la presente invencion para detectar neoplasia. En una
realizacién, la presente invencion proporciona un juego, por ejemplo, un portador compartimentado que incluye un
primer recipiente que contiene un par de cebadores para multiplicacién de un biomarcador, un segundo recipiente que
contiene un par de cebadores para multiplicacion de una regién de un gen de referencia y un tercer recipiente que
contiene una primera y una segunda sondas de oligonucledtido, especificas para la multiplicacién del biomarcador y
la la region del gen de referencia, respectivamente.

En otra realizacion, el juego proporcionado por la presente invencidn incluye ademds un cuarto recipiente que
contiene un agente de modificacién que modifica citosina no metilada para producir un dcido nucleico convertido, por
ejemplo, uracilo. Puede incluirse cualquier agente de modificacién adecuado en el juego proporcionado por la presente
invencién. Por ejemplo, el agente de modificacién puede ser bisulfito sédico.

En otra realizacién atn, el juego proporcionado por la presente invencién incluye ademds una sonda para deter-
minacién de PSA. En otra realizacién todavia, el juego proporcionado por la presente invencion incluye ademds una
hoja suelta de instrucciones que describe intervalos de relacidon de metilacién normales y/o anormales para la detec-
cién de neoplasia, describiendo los tipos de muestras adecuados o inadecuados para la aplicacion del juego y/o las
especificidad o sensibilidad proporcionadas por los ensayos que utilizan el juego de la presente invencion.

Segin una realizacién de la presente invencion, el juego proporcionado por la presente invencién incluye un primer
recipiente que contiene al menos un par de cebadores para multiplicacién de una regién de promotor de GSTPI,
un segundo recipiente que contiene al menos un par de cebadores para multiplicacién de una regién de un gen de
referencia, y un tercer recipiente que contiene una primera y una segunda sondas de oligonucleétido especificas para la
multiplicacion de la region de promotor de GSTP1 y la region del gen de referencia, respectivamente, con la condicién
de que uno o mds cebadores para multiplicacién de la regién de promotor de GSTP1 o una o mas primeras sondas
de oligonucleétido especificas para el amplicon de la regién de promotor de GSTP1 sean capaces de distinguir entre
dcido nucleico metilado y no metilado, directa o indirectamente, por ejemplo, después de modificacién con bisulfito.
Opcionalmente, el juego proporcionado por esta realizacién de la presente invencion puede incluir adicionalmente una
hoja suelta de instrucciones, por ejemplo, que describa que una relacién de metilacién por 1.000 de una regién de
promotor de GSTP1 de la presente invencién que sea mayor que 3, 5 o 10, es indicativa de carcinoma de prostata,
o que el juego puede usarse con una muestra de tejido de prostata, por ejemplo, mds adecuado para usarse con una
muestra de tejido de préstata.

La presente invencién proporciona también un juego til para detectar adenocarcinoma de prdstata, especialmente
en muestras de fluidos corporales. El juego incluye un primer recipiente que contiene al menos un par de cebadores
capaces de distinguir entre dcido nucleico metilado y no metilado para multiplicacién de una regién de promotor de
GSTP1 y una hoja suelta de instrucciones que describe, entre otras cosas, que el juego es ttil para detectar adeno-
carcinoma de préstata en una muestra de fluido corporal de un sujeto y que un nivel de metilacién de la regién de
promotor de GSTP1 determinado por PCR convencional o no en tiempo real usando los cebadores proporcionados
que sea mas alto que el nivel de metilacién de la regién de promotor de GSTP1 en un sujeto normal es indicativo de
adenocarcinoma de préstata en el sujeto con una sensibilidad no menor del 40%.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se proponen para ilustrar pero no limitar la invencion de ninguna manera, configuracién
o forma, explicita o implicitamente. Aunque sean tipicos de los que podrian usarse, pueden usarse alternativamente
otros procedimientos, metodologias o técnicas conocidos por los expertos en la técnica.
Ejemplo 1
La metilacion de GSTPI cuantitativa mejora la deteccion de biopsias por sextantes de adenocarcinoma de prostata
En este estudio, se hizo una comparacién directa de GSTP1 QMSP con examen histoldgico estdndar de biopsias con
aguja para ver si podria mejorar la sensibilidad de diagnosis de cancer. El andlisis de biopsias por sextantes permitié
una comparacion directa de dos métodos en tejido con la subsiguiente diagnosis patoldgica final. La combinacién de
histologia con GSTP1 podria mejorar significativamente la diagnosis de cancer de prdstata sin afectar la especificidad.
Materiales y métodos

Pacientes y recogida de muestras

Se incluyeron en este estudio 56 pacientes que experimentaban prostatectomia por adenocarcinoma de prostata
(intervalo de PSA 0,5-25,8, mediana 5,0) y 16 pacientes que experimentaban cistoprostatectomia por carcinoma de
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vejiga en The Johns Hopkins Hospital entre Noviembre de 2001 y Mayo de 2002. Inmediatamente después de la
reseccion, se tomaron biopsias por sextantes (del pico izquierdo y derecho, medio y base) de los 72 especimenes de
prostata reseccionados usando una aguja delgada (galga 18) y se congelaron rapidamente a -80°C.

Todas las biopsias con aguja se cortaron en secciones de 10 ym y se pusieron en una mezcla de 1% de dode-
cilsulfato sédico y proteinasa K (0,5 mg/ml) a 48°C durante la noche para digerir. Se extrajo después ADN usando
precipitacién con fenol/cloroformo y etanol como se ha descrito previamente (10). Ademads, se tomaron cada 10 re-
banadas secciones congeladas de 5 um y se colorearon con hematoxilina-eosina para examen oculto por luz. Todas
las préstatas reseccionadas se seccionaron después en serie y se sometieron totalmente a examen histolégico, que se
consider? el estandar de oro para determinar la presencia de carcinoma prostatico.

Tratamiento con bisulfito

Se realizé conversién con bisulfito sédico de 2 ug de ADN de cada muestra de biopsia como se ha descrito
previamente. En breve, se desnaturalizaron muestras de ADN con hidréxido sddico, se incubaron durante 2 horas
a 70°C con bisulfito sédico e hidroquinona, se purificaron usando el juego de purificacién Wizard (Promega, Madison,
WI), se desnaturalizaron adicionalmente y se desaminaron y se precipitaron finalmente en etanol. Se resuspendieron
las muestras en 60 ul de Tris 10 mM (pH 8).

MSP cuantitativa en tiempo real

Se analiz6 la metilacién de GSTP1 en las muestras de ADN modificado usando QMSP fluorogénica en tiempo
real. Se analizé ademds en muestras la multiplicacién de 2 genes de referencia internos, ACTB y MYOD. Se han
descrito previamente cebadores y sondas para GSTP (8), MYOD (8) y ACTB (9). Los cebadores se obtuvieron de
Invitrogen (Gaithersburg, MD) y las sondas de Applied Biosystems (Foster City, CA). Las reacciones se realizaron
en placas de 384 pocillos usando un detector de secuencias Applied Biosystems 7900 (Foster City, CA). La mezcla
de reaccidn final (20 ul) consistia en 600 nM cada cebador, sonda 200 nM, 200 uM cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP,
sulfato aménico 16,6 mM, Trizina 67 mM, cloruro magnésico 6,7 mM, mercaptoetanol 10 mM, 0,1% de sulféxido de
dimetilo y 3 ul de ADN modificado (100 ng). Las condiciones de multiplicacién fueron iniciacién a 95°C durante 2
minutos, seguida por 50 ciclos a 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 min.

Todas las muestras se hicieron pasar por cuadruplicado y se consideraron positivas en GSTP1 si 34 de las réplicas
mostraban multiplicacién. Cada placa de PCR inclufa también diluciones en serie de 2 testigos positivos para cons-
truccion de curvas patrones, un testigo negativo y multiples en blanco de agua. Se usé como testigo negativo ADN de
leucocitos de un individuo sano. El mismo ADN de leucocitos se metil6 in vitro con Sss I metiltransferasa en exceso
(New England Biolabs, Beverly, MA) para generar ADN totalmente metilado y se usé como un testigo positivo. Ade-
mads, se hizo pasar también como un segundo testigo positivo ADN de un linaje celular de cincer de préstata humano,
LNCaP (ATCC; Manassas, VA), del que se sabe que se metila en el lugar de GSTP1.

Con este ensayo, era posible la deteccién de ADN de GSTP1 metilado hasta 4 equivalentes de genoma, determinada
por diluciones en serie de los testigos positivos usando un factor de conversioén de 6,6 pg de ADN por célula diploide.
El nivel relativo de GSTP1 metilado en una muestra particular se calculé usando la relacién del valor de GSTP1
promediado al valor del gen de referencia interno correspondiente. Esta relacion se multiplicé después por 1.000 para
una tabulacién mas facil.

En este estudio, se usaron 2 genes de referencia diferentes, MYOD y ACTB. Esto fue asi porque los inventores
han pasado de usar MYOD como gen de referencia a un conjunto de cebador/sonda de ACTB mds fuerte y deseaban
comparar directamente los valores de GSTP1/MYOD (G/M) indicados previamente con valores de GSTP1/ACTB
(G/A). Todas las estadisticas y cifras se basan en los valores G/M, pero los valores G/A eran virtualmente idénticos y
son de aplicacién los mismos valores umbral usando este gen de referencia alternativo.

Andlisis estadistico

Se indican para todas las proporciones intervalos de confianza del 95% binémicos exactos. Todos los andlisis se
hicieron usando el caso como unidad de analisis. El significado estadistico y la precisién de aumentos de la sensibilidad
se calcularon usando un ensayo de McNemar, teniendo en cuenta el apareamiento de lecturas dentro de casos. Las
diversas combinaciones sensibilidad-especificidad producidas usando diferentes umbrales para GSTP1 se presentan en
forma de curvas caracteristicas de operador receptor (ROC). Todos los cdlculos se realizaron con el paquete estadistico
Stata 7.0 (Stata Corp., College Station, TX).

Resultados

Se analizé de manera oculta en setenta y dos conjuntos de biopsias, usando histologia y metilaciéon de GSTP1
(56 conocidos positivos y 16 negativos supuestos) la presencia de adenocarcinoma de prostata en el espécimen de
reseccion. Un examen de patologia quirtrgica final de los especimenes de cistoprostatectomia detectd adenocarcinoma
de prostata no diagnosticado clinicamente en 5/16 (31%) casos, que aumenté el niimero de positivos verdaderos a
61, dejando 11 casos negativos verdaderos. Esto se tomo como el estdndar de oro con el que se compararon los
analisis de biopsia ocultos por histologia y metilacion de GSTP1. Las fases y grados patolégicos de los 61 casos
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fueron: 19 T2a (Gleason 4-7), 29 T2b (Gleason 6-7), 11 T3a (Gleason 6-7) y 2 T3b (un Gleason 7 y un carcinoma de
conducto).

Sélo 1 biopsia de las 6 de cada caso necesité denominarse positiva usando cualquier ensayo para el caso de ser
denominado positivo por ese ensayo. En base a esto, la sensibilidad y especificidad de la histologia y la metilacién de
GSTP1 como ensayos de diagndstico se calcularon separadamente y en combinacién (Tabla 1).

TABLA 1
Sensibilidad y especificidad para histologia y GSTP1 QMSP usando diferentes umbrales

Ensayo Sensibilidad Sensibilidad Aumento de sensibilidad para ensayos

Histologia y combinada con GSTP1I solo combinados (95% CI)

GSTP1
Histologia  64% (39/61)
GSTPI1>10 75% (46/61) 70% (43/61) 11% (5-22)
GSTPI>S  79% (48/61) 75% (46/61) 15% (7-26)
GSTPI>2  85%(52/61) 82% (50/61) 21% (12-34)
GSTPI>1  89% (54/61) 89% (54/61) 25% (15-37)

La valoracidn histolégica oculta de las biopsias detecté adenocarcinoma de préstata en 39/61 casos, una sensibi-
lidad del 64% (CI 51-76%). La extension del carcinoma detectada en biopsias para cada caso varié de 0 a 20 mm,
mediana 1 mm. Los 11 casos negativos verdaderos se encontr6 que eran negativos, una especificidad del 100%. Como
los criterios histolégicos aplicados a los especimenes de biopsia fueron los mismos que los usados para el examen
de prostata total, seria de esperar una especificidad del 100% para la biopsia salvo que la biopsia separara todas las
células anormales, de modo que la precisidn para esta estimacion del 100% es mds alta de lo que indicaria un intervalo
de confianza estadistico, lo que supone independencia de un ensayo y ensayo estandar de oro.

Para GSTP1 solo, usando el valor umbral establecido previamente de 10 en estudios experimentales, se detectd
cancer en 43/61 casos (intervalo 0-791,4, mediana 41,3), una sensibilidad del 70% (se muestra un ejemplo en la Figura
1). Se encontré que eran negativos los 11 casos negativos verdaderos (intervalo 0-2,5, mediana 0), una especificidad
del 100% (CI: 72%-100%). Usando GSTP1 en combinacién con histologia (que define caracter positivo en cualquiera
como un ensayo positivo), se diagnosticaron correctamente 46/61 casos como positivos, aumentando la sensibilidad
al 75%, una mejora del 11% (CI 5-22%) sobre histologia sola. Se mantuvo atin una especificidad del 100% usando un
umbral de GSTP1 mads bajo de 5. Para este umbral, GSTP1 solo tenia una sensibilidad del 75% (46/61) {p = 0,06 por
ser mds sensible que la histologia}. En combinacién con histologia, se diagnosticaron correctamente 48/61 casos, una
sensibilidad del 79% y una mejora del 15% (CI 7-26%) sobre la histologia sola. Se usaron curvas ROC para presentar
y contrastar el funcionamiento de biopsia sola, GSTP1 solo y GSTP1 en combinacién con histologia (Figura 2)).

En el umbral 6ptimo, el andlisis de GSTP1 QMSP diagnosticé correctamente 9 casos de cancer de préstata errados
por la histologia y la histologia detectd 2 casos errados por GSTP1 QMSP, lo que muestra la importancia de usar
ambos criterios. Se obtuvieron a continuacién muestras de ADN de tumor primario puro de los 2 casos errados por
QMSP por microdiseccién de secciones de bloques de parafina y se analizé en ellas metilacién de GSTP1 (datos no
representados). Un tumor fue negativo por GSTP1 (carcinoma de 0,1 mm detectado en una biopsia por histologia); el
otro tumor era débilmente positivo por GSTP1 y la histologia detecté carcinoma de 1 mm y 0,1 mm en 2/6 biopsias,
aunque los valores de GSTP1 no alcanzaron el umbral positivo. Para los 9 casos detectados por GSTP1 QMSP pero no
por histologia, los valores de GSTP1 variaron de 6,2 a 64,2 (mediana 13,0) y fueron positivos en 2 biopsias para 3/9
y 1 biopsia para 6/9 casos. Un caso fue un carcinoma de conducto extenso atipico, 3 fueron T2a pequefio y 5 fueron
T2a-b de moderado a extenso en examen de patologia quirirgica formal.

Los 5 casos de cistoprostatectomia en los que se encontré contener incidentemente cancer de prdstata incluian
2/5 que contenian una extensién moderada de cdncer (Gleason 7) presente en ambos l6bulos, ambos de los cuales
se detectaron por GSTP1 QMSP y uno de los cuales se detectd por histologia en andlisis de biopsia; los restantes
3/5 casos contenian cada uno sélo un pequefio foco de carcinoma (Gleason grado 6 o inferior) y no se detectaron
por ningiin ensayo. La progresion natural de estas pequefias lesiones incidentales y la terapia apropiada (de haberla)
permanecen para ser totalmente investigados.

Con el fin de investigar si GSTP1 podria mejorar la sensibilidad de diagnosis rutinaria de adenocarcinoma de prés-
tata en biopsia con aguja, se analizaron biopsias por sextantes tomadas de pacientes que experimentaron prostatectomia
por adenocarcinoma de préstata diagnosticado previamente y de pacientes que experimentaron cistoprostatectomia por
carcinoma de vejiga, sin diagnosis conocida de cdncer de préstata. Se analizé de manera oculta en estas biopsias por
sextantes adenocarcinoma de préstata en el espécimen de reseccién por histologia y por GSTP1 QMSP:
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En un umbral éptimo de 5, la adicidn de andlisis GSTP1 QMSP mejor6 la sensibilidad de diagnosis en el 15% (del
64 al 79%) mientras se mantenia 100% de especificidad. La mejora destacada en la diagnosis de un céncer por adicién
de un ensayo molecular simple ofrece un fuerte apoyo al uso de andlisis de metilacién de GSTP1 anticipadamente
como adjunto a la histologia en biopsias con aguja trans-rectales de diagndstico.

La histopatologia se considera el estdndar de oro por el que se establece la diagnosis de cancer de préstata. Sin
embargo, en biopsias, el error de toma de muestras y diversos artefactos técnicos se reconocen como limitaciones
del método. Este estudio muestra que puede errarse en un nimero significativo de canceres pequefios (22/61, 36%)
por andlisis histologico de secciones congeladas de biopsias por sextantes. Esto incluia 18 de 56 casos que ya se
habian pre-seleccionado con una diagnosis histolégica previa de cancer de préstata en base a una biopsia con aguja
dirigida o aleatoria antes de prostatectomia. En una poblacidén de hombres que experimentan biopsias por sextantes de
diagndstico, este nimero es probablemente similar o incluso superior.

El examen histoldgico en secciones congeladas es técnicamente mds dificil que de secciones de parafina, y esto
puede explicar por qué se han errado algunos tumores en histologia. Una comparacién de secciones embebidas en
parafina fijadas con formalina con andlisis GSTP1 en los mismos especimenes de biopsia con aguja puede haber
producido resultados mds favorables para histologia. También secciones congeladas hacen particularmente dificil la
diagnosis de PIN de grado alto. Es posible que el andlisis GSTP1 detectara PIN de grado alto en algunos de los 9 casos
errados por histologia (un marcador histolégico conocido de cédncer).

Sin embargo, todo el ADN de tumor puro ensayado de estos casos era fuertemente positivo en GSTP1, y no
se encontraron positivos por andlisis GSTP1 4/4 otros casos, de los que se indic6 subsiguientemente que contenian
PIN de grado alto en examen de patologia quirdrgica formal. Es por tanto mas probable que GSTP1 QMSP mejore
la sensibilidad superando el error de toma de muestras. Esto puede deberse a sensibilidad pura (capaz de detectar
hasta 4 células de cédncer) o al efecto de campo reconocido en muchos céanceres, en los que células que rodean el
neoplasma albergan algunas pero no todas las alteraciones genéticas en el tumor primario, y no muestran siempre asi
caracterizaciones morfolégicas neoplasticas.

Para la investigacion y diagnosis de adenocarcinoma de prostata, se toman multiples biopsias con aguja trans-
rectales, aunque sélo se necesita encontrar una positiva para establecer la diagnosis. En este estudio, como andli-
sis secundario, se hallé que aunque se encontrara el mismo nimero de biopsias positivas para ambos ensayos en
37/72 casos, mas biopsias de cada paciente con cdncer eran positivas por GSTP1 QMSP que por histologia en 31/72
casos y 4/72 casos tenfan mas biopsias positivas en histologia que por GSTP1 QMSP. El nimero mas comun (mo-
dal) de biopsias positivas por caso fue 3/6 para GSTP1 QMSP y 1/6 para histologia. Esto apoya el beneficio de
analisis molecular para cada biopsia tomada y podria ser especialmente ttil para la diagnosis de cdnceres muy pe-
quefios en los que la evidencia sugiere que un nimero incrementado de biopsias puede aumentar la precision del
diagndstico.

En cada caso especifico, los niveles de GSTP1 eran mds altos en biopsias de ese caso que tenfa también la mayor
extensioén de tumor observada en histologia (como en la Figura 1). Sin embargo, los valores de GSTP1 absolutos no
se correlacionaban directamente con una magnitud especifica de tumor vista en biopsia por todos los casos debido al
amplio intervalo de niveles de metilacién de GSTP1 entre diferentes tumores primarios. Los niveles de GSTP1 QMSP
no se correlacionaban directamente con los valores de PSA como se ha mostrado previamente.

En diversas relaciones de umbral de 3-10 para GSTP1 QMSP, los 11 casos negativos verdaderos eran negativos
aunque los intervalos de confianza eran atin amplios debido a los escasos nimeros analizados. Una alta especificidad
es muy importante para cualquier ensayo de diagndstico, particularmente cuando las opciones de tratamiento para la
enfermedad diagnosticada incluyen cirugfa grave. Incluso usando una relacién de umbral muy conservadora de 10 para
GSTP1 QMSP, la sensibilidad de la diagnosis mejoraba sustancialmente (11%), proporcionando una forma segura de
mejorar la sensibilidad del diagndstico para cancer de préstata en biopsia con aguja.

Al menos, los pacientes a los que se encontrd que tenian histologia negativa pero elevado GSTP1 en biopsia con
aguja podrian hacerse prioritarios como de alto riesgo para una biopsia de repeticién temprana a fin de mejorar la
posibilidad de diagnosis de cdncer lo mds pronto posible. Podrian emplearse también técnicas de formacién de imagen
adicionales para identificar dreas sospechosas para biopsias mas directas. (REF.). La adicién de GSTP1 QMSP a his-
tologia rutinaria (parafina) es probable que mejore la sensibilidad de biopsias con aguja de diagndstico por cantidades
paralelas a las mostradas en este estudio, pero que requieren estudio adicional.

El GSTP1 QMSP es un ensayo de diagnéstico fuerte, reproducible y altamente especifico para adenocarcinoma
de préstata que podria mejorar drasticamente la sensibilidad de la diagnosis de cancer de prdstata cuando se usa en
combinacién con histologia rutinaria. Los estudios experimentales miiltiples y esta prueba anticipada actual contintian
apoyando el uso de este método molecular para mejorar la precision de biopsias de diagndstico rutinarias para cancer
de prostata.
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Ejemplo 2
Hipermetilacion de GSTPI cuantitativa
En fluidos corporales de pacientes con cdncer de prostata

Se investigd el potencial de deteccion de hipermetilacién de GSTP1 en ADN de orina y plasma evacuados como
marcador especifico de cancer de préstata en dos grupos de pacientes, uno de los cuales albergaba cancer de prdstata
localizado clinicamente, y un grupo testigo consistente en pacientes con hiperplasia prostatica benigna (BPH). Se us6
RTQ-MSP para cuantificar el nivel de metilacién de GSTP1. Los resultados se compararon con C-MSP. La razén para
el primer método es que RTQ-MSP permite andlisis rdpido de un gran nimero de muestras en un ensayo altamente
reproducible usando pequefias cantidades de ADN plantilla. Ademads, la cuantificacién puede permitir discriminacién
entre enfermedad benigna y neopldstica, y podria ser ttil para comprobar esta enfermedad.

Materiales y métodos
Pacientes y recogida de muestras

Se seleccionaron para este estudio sesenta y nueve pacientes con adenocarcinoma de préstata localizado clini-
camente, diagnosticados consecutivamente y tratados principalmente con prostatectomia radical en el Instituto de
Oncologia Portugués-Oporto. Todos los casos se identificaron por antigeno especifico para prostata del suero (PSA)
elevado en andlisis rutinarios y se conformaron mediante biopsia de préstata por sextantes (fase T1C). Adicionalmente,
se incluyeron con fines de testigo 31 pacientes con BPH, sometidos a reseccion transuretral de la préstata (TURP).

Todas las platinas histolégicas se examinaron y se determind la fase de cada tumor (sistema de determinacion de
fase TNM) y se gradud (sistema de graduacidon Gleason). Se recogid de cada espécimen quirtrgico tejido congelado
rapidamente guardado a -80°C o tejido prostitico embebido en parafina. Se cortaron secciones para la identificacién
de adenocarcinoma (especimenes de prostatectomia radical) y BPH (tejido TURP). Para extracciéon de ADN, estas
areas se micro-diseccionaron a partir de una media de cincuenta secciones de 12 ym de espesor para enriquecimiento
(> 70%) de adenocarcinoma y tejido hiperplastico. El tejido embebido en parafina se micro-diseccioné de manera
similar, pero se puso en xileno durante 3 horas a 48°C para separar la parafina. Se extrajo también ADN de plasma
y orina evacuada recogidos de cada paciente, como se ha descrito previamente. En breve, se digiri6 ADN durante la
noche a 48°C en 1% de SDS/proteinasa K (0,5 mg/ml), se extrajo con fenol-cloroformo y se precipit6 en etanol.

Tratamiento con bisulfito

Para realizar la conversion con bisulfito sédico de ADN gendmico, se usé una modificacién de un método descrito
previamente. Se dan detalles de este método en otra parte.

MSP cuantitativa en tiempo real

Se determinaron los niveles de metilacién de promotor de gen GSTP1 y el nimero de copias de gen MYOD1 (usado
como testigo para la calidad de multiplicacién del ADN plantilla) por RTQ-MSP basada en fluorescencia, como se
ha descrito previamente?. Brevemente, se disefiaron cebadores y sondas para multiplicar especificamente cualquier
ADN de promotor convertido con bisulfito para el gen de interés, GSTP1. Para muestras de tejido, el nivel relativo de
ADN de GSTP1 metilado se expresé como la relacién entre los valores de GSTP1 frente a MYODI1 obtenidos por el
andlisis RTQ-MSP, en cada muestra particular, y multiplicado después por 1.000.

Todas las muestras de plasma y orina se sometieron también a andlisis RTQ-MSP, para metilacién de GSTP1
y gen MYODI. El nivel de metilacion de GSTP1 en fluidos corporales se expresé como copias de GSTP1 metilado
(equivalentes de genoma - GE) por 50 ml para muestras de orina y por 1 ml para muestras de plasma®'. La especificidad
de la reaccion para el ADN metilado se confirmé separadamente usando un testigo positivo (linaje celular LNCaP), y
un testigo negativo (linaje celular Dul145). Se incluyeron en cada grupo blancos de agua multiples. Las secuencias de
cebador y sonda usados se describieron en un articulo previo de los inventores'.

El niimero més bajo de equivalentes de genoma detectados por RTQ-MSP fue 3,16 GE, determinado por diluciones
en serie del testigo positivo (ADN de LNCaP). Esta cifra se calcul6 en base a un factor de conversién de 6,6 pg de
ADN por célula®.

MSP convencional
Se han descrito previamente secuencias de cebador para GSTP1 metilado o no metilado modificado. Se realiz6 C-
MSP usando los testigos negativo y positivo apropiados como se ha descrito antes. Se realizaron cuarenta ciclos de

PCR usando una temperatura de reasociacién de 62°C. Los productos de PCR se cargaron directamente en un gel de
poliacrilamida al 6% no desnaturalizante, se colorearon con bromuro de etidio y se visualizaron bajo iluminacién UV.
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Andlisis estadistico

Se realizaron ensayos de Mann-Whitney para comparar la distribucién de edad y niveles de PSA en el suero
entre los pacientes con BPH y aquellos con adenocarcinoma. Se determinaron correlaciones entre las relaciones de
metilacién del tumor y nivel de PSA, puntuacién Gleason y fase patoldgica calculando el coeficiente de correlacion
de Spearman. Las asociaciones entre estado de metilaciéon de GSTP1 en orina y plasma, y la fase patoldgica y la
puntuacién Gleason, se examinaron usando el ensayo chi-cuadrado y el ensayo exacto de Fisher. Se realizaron anélisis
estadisticos con Statistica for Windows, version 6.0 (StatSoft, Tulsa, OK) y Epi Info, versién 6 (CDC, Atlanta, GA).
Se alcanz6 significado estadistico en P < 0,05.

Resultados

Se estudiaron anticipadamente 69 pacientes con adenocarcinoma de préstata localizado clinicamente con una edad
mediana de 63 afios (intervalo: 52-74). Como grupo testigo, se incluyeron 31 pacientes con BPH (edad mediana = 64
afios, intervalo: 53-82). No se encontrd una diferencia significativa estadisticamente entre las distribuciones de edad
de estos dos grupos (p = 0,33). El valor mediano del PSA del suero preoperativo fue 10,3 ng/ml (intervalo: 1,69-48,3)
y 3,43 ng/ml (intervalo: 0,67-31) para pacientes con cancer y BPH, respectivamente (p< 1E-5).

Se determind el estado de metilacién del promotor del gen GSTP1 en las muestras de tejido, para pacientes con
cancer de préstata y para testigos, por C-MSP y RTQ-MSP (Figura 3a). Se encontré que sesenta y tres de 69 (91,3%)
adenocarcinomas eran positivos en metilaciéon de GSTP1. No se encontré correlacion entre la relacién de metilacion en
las muestras de tumor y los niveles de PSA (r = 0,04, p=0,74), puntuacién Gleason (r = 0,13, p = 0,36) o fase patoldgica
(r=0,23, p=0,57). En el grupo de BPH, 9 de 31 (29%) muestras de tejido mostraban también hipermetilacion de
GSTP1. No se encontré discordancia entre los dos métodos MSP.

Después de examinar los cambios de metilacion en el tejido, se analizaron las muestras de ADN de orina y plasma
apareadas, usando ambos métodos MSP de manera oculta. En todos los casos, se pudo multiplicar ADN de todas
las muestras, es decir, tejido, orina y plasma. Se encontré hipermetilaciéon de GSTP! en 13 de 69 (18,8%) sedimen-
tos de orina y 9 de 69 (13,0%) muestras de ADN de plasma de pacientes con cancer de préstata, usando RTQ-
MSP (Figura 3b). La mediana y los alcances intercuartiles (IQR) de GE de GSTP1 metilado fueron 3,039 GE/ml
(IQR: 0,857-3,529) y 140,533 GE/ml (IQR: 54,6-552.267) para muestras de orina y plasma, respectivamente. C-MSP
fue capaz de detectar metilaciéon de GSTP1 en 21/69 (30,4%) orinas y en 25/69 (36,2%) plasmas de las mismas
muestras.

Ademds, todos los casos positivos en hipermetilacion de GSTP1 por RTQ-MSP (plasma y/u orina) también fueron
positivos por C-MSP. De modo importante, no hubo ningtn caso en el que el sedimento de orina o el ADN del
plasma albergaran metilacién cuando el tumor correspondiente era negativo. No se encontré asociacion entre estado
de metilacién de GSTP1 del plasma y fase patoldgica o puntuacién Gleason (p = 0,84 y p = 0,26, respectivamente).
De manera similar, no se encontr$ correlacion entre estados de metilacién de GSTP1 en muestras de orina y la fase
patoldgica o la puntuacién Gleason (p = 0,09 y p = 0,83, respectivamente).

En pacientes con BPH, se detecté hipermetilacién en 1/31 (3,2%) muestras de orina, y ambos métodos MSP eran
concordantes (5,549 GE/ml). El tejido de BPH comparado no albergaba hipermetilacién de GSTP1 (representando un
positivo falso potencial o error de etiquetado de laboratorio: véase discusién posterior). Todas las muestras de plasma
de pacientes con BPH eran negativas (usando ambos métodos) en hipermetilacién de GSTP1.

Se encontré metilacién de promotor de GSTP1 en mas del 90% de las muestra de tejidos de tumores y en menor
grado en suero y orina apareados como se ha indicado previamente. Estos hallazgos confirman la alta frecuencia de esta
alteracion genética, y contindan soportando su aplicacién en métodos de deteccion de cancer de prostata basados en
ADN. Los niveles medianos de hipermetilacién de GSTP1 en suero eran significativamente mas altos que los niveles
de ADN en orina, por andlisis cuantitativo (Fig. 3b).

Este estudio muestra claramente que estdn presentes mayores cantidades de ADN en plasma que en orina, es-
pecialmente cuando se considera el volumen total mucho mayor que se toma como muestra. Este hallazgo podria
relacionarse con la extraccién de ADN de sedimentos de orina, es decir, principalmente de células tumorales vertidas
en orina. Asi, se sugiere que se libera preferentemente ADN de tumor libre en la circulacién mds que en el sistema
de conductos de la prostata. Estos resultados también son consecuentes con la propensién del cancer de préstata a
diseminarse tempranamente por todo el cuerpo.

Entre los pacientes con cdncer de prostata que tenian hipermetilaciéon de GSTP1 en el tumor primario, 37 (53,6%)
presentaban también esta alteracion en ADN de orina o plasma usando C-MSP. El niimero de casos positivos en plasma
era ligeramente mds numeroso que los encontrados en orina (36,2% frente a 30,4%). Se indic la misma tendencia en
un estudio previo, en el que el 72% de los pacientes eran positivos en plasma o suero, y sélo el 36% en orina.

Sin embargo, hay algunas diferencias principales entre Goessl et al. y el estudio de los presentes inventores, que
impiden comparaciones directas entre ellos. Goessl ef al. inclufan un gran niimero (45%) de pacientes de fase IV
(no tratables por reseccidn quirdrgica curable) en los que la probabilidad de células de tumor circulantes es bastante
alta, produciendo quizé una proporcién de deteccién mas alta. Realmente, todos los pacientes de fase avanzada eran
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positivos en metilacién de GSTP1 en su estudio. La proporcién de deteccion en orina era también superior a la de los
presentes inventores, pero en sus casos se realizé masaje prostatico previo a la recogida de muestras, aumentando el
vertido de células de prostata en orina.

La proporcién de deteccion en orina encontrada en este estudio refuerza los resultados del trabajo preliminar previo
de los inventores. Asi, pueden considerarse varias estrategias para mejorar la proporcion de deteccion de hipermeti-
lacion de GSTP1 en fluidos corporales. Un método seria aumentar el nimero y/o volumen de muestras de orina y
plasma, permitiendo una mayor toma de muestras de ADN de tumor.

Ademads, el masaje prostatico podria aumentar el vertido de células en orina, pero este procedimiento podria limitar
la aceptabilidad del ensayo. Aunque se detecté en eyaculados una mayor proporcion de hipermetilacion de GSTP1
(aproximadamente el 50%), la naturaleza del procedimiento de toma de muestras, especialmente en hombres mayores,
puede imposibilitar su uso extenso. Eventualmente, refinamientos técnicos adicionales del método de PCR podrian
contribuir a un aumento de sensibilidad, aunque estos procedimientos se han optimizado sustancialmente.

La especificidad de la hipermetilacién de GSTP1 permanece alta porque se detect6 raramente en el ADN de orina
y plasma de pacientes en los que no se alteraba este marcador en el tejido de tumor. Ademds, la metilacién de GSTP1
no se ha detectado generalmente en otras malignidades genitourinarias, incluyendo carcinomas de vejiga.

Se usaron como testigos treinta y un pacientes con BPH, sin evidencia de albergar adenocarcinoma de prostata.
Aunque se indic6 que la hipermetilacién de GSTP1 era rara en tejido normal, 9 de estos pacientes (29%) presentaban
esta alteracion en tejido prostatico. Los hallazgos de estos inventores podrian explicarse por hipermetilacion de GSTP1
relacionada con la edad, porque una evidencia reciente sugiere que la metilaciéon de promotor de ciertos genes en
tejidos de apariencia normal estd asociada con el envejecimiento. Sin embargo, no se vieron modelos relacionados
con la edad en el grupo de muestras (BPH y cancer). Ademads, no se puede descuidar la posibilidad de que podrian
haberse reseccionado pequefios focos de adenocarcinoma con hipermetilaciéon de GSTP1 durante el procedimiento
TURP, juntos con glandulas hiperplésticas.

En un paciente con BPH, se detect6 hipermetilaciéon de GSTP1 en orina pero no en tejido equilibrado, por ambos
métodos MSP. Este resultado podria interpretarse como un positivo falso, disminuyendo la especificidad de este mé-
todo. En pacientes de estos inventores con cancer de préstata no se detectd hipermetilacién en ADN de orina o plasma
de tumores no metilados apareados. Asi, es tentador sugerir que este paciente con BPH podria albergar adenocarci-
noma de proéstata oculto, localizado en la regidn periférica del 6rgano, de la que no se tomé muestras por TURP. Un
seguimiento cuidadoso puede clarificar esta observacion interesante.

En estudios previos, se ha usado con éxito hipermetilacién de promotor de varios genes para detectar ADN de
tumor en fluidos corporales de varios tipos de cancer, a saber, fluido de lavado bronquial, esputo y suero de pacientes
con cancer de pulmon, y suero de pacientes con cancer de cabeza y cuello. En estos estudios, se encontré que el método
C-MSP tenia una alta sensibilidad (1:1.000). Sin embargo, este método no permite cuantificaciéon de la extension del
estado de metilacién del gen.

En este estudio, un gran nimero de muestras de orina y plasma fueron positivas en hipermetilacién de GSTP1
usando C-MSP, comparando con RTQ-MSP (53,6% frente a 31,9%). Este hallazgo sugiere que el primer método es
significativamente mds sensible que el dltimo, quiza debido a la mayor especificidad de la sonda interna disefiada para
andlisis cuantitativo y el alto nivel de fondo de la fluorescencia intrinseca al andlisis RTQ-MSP.

No obstante, el limite inferior de la deteccion RTQ-MSP determinado en el presente estudio (3,16 GE) era mds
sensible que el nivel indicado por Lo ef al. (10 GE) en mieloma. Sin embargo, la cantidad de ADN de células de cdncer
de prostata presentes en orina y plasma puede ser muy baja, perjudicando su deteccién por RTQ-MSP. Realmente, Lo
y colaboradores eran capaces de detectar hipermetilacién en cantidades razonables de células obtenidas de aspirados
de médula 6sea de sus pacientes.

Estos resultados sugieren que RTQ-MSP podria ser particularmente util en la identificacién de enfermedad neo-
plastica en material clinico rico en células, tal como biopsias con aguja. A este respecto, RTQ-MSP tiene la ventaja de
permitir la cuantificacién del niimero de copias metiladas de GSTP1, lo que puede posibilitar la discriminacién entre
tejido normal metilado y carcinoma.

La hipermetilaciéon de GSTP1 puede detectarse en orina y plasma en una gran proporcién de pacientes con cdncer
de préstata de fase temprana que albergan metilaciéon de ADN en el tejido como se muestra aqui. Puesto que tantos
pacientes mueren de cdncer de prdstata cada afio, estos resultados podrian tener implicaciones significativas para el
desarrollo de métodos moleculares como adjuntos a la deteccion de cancer. Ademads, tales ensayos pueden ser Utiles
en la vigilancia de pacientes y deteccion de enfermedad residual minima, una vez establecido el estado de metilacién
de GSTP1 del tumor primario.
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REIVINDICACIONES

1. Un método que comprende:

determinar una relacidon de metilacion de una muestra bioldgica de un sujeto, en el que la relacién de metilacién
es el nivel de ADN metilado de una regién de promotor de glutationa-S-transferasa (GSTP1) con relacién al nivel
de ADN de una regién de un gen de referencia MYOD o ACTB, en el que una relacién de metilacién mayor que la
relacion de metilacion de una muestra bioldgica de un sujeto normal es indicativa de neoplasia de prostata en el sujeto,
para deteccion de la neoplasia de préstata en fase temprana.

2. El método de la reivindicacién 1%, en el que la muestra es un fluido corporal.

3. El método de la reivindicacién 2%, en el que el fluido corporal es suero, plasma, eyaculado u orina.

4. El método de la reivindicacién 1%, en el que la muestra es una muestra de tejido de préstata.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1% a 4%, en el que el nivel de ADN metilado de una regién
de promotor de GSTP1 se determina usando reaccion en cadena de polimerasa (PCR) en tiempo real.

6. El método de la reivindicacién 5% en el que al menos un cebador usado en la PCR es capaz de distinguir entre
dcido nucleico no metilado y metilado; o

en el que ambos cebadores usados en la PCR son capaces de distinguir entre dcido nucleico no metilado y metilado;
o

en el que una sonda usada en la PCR es capaz de distinguir entre dcido nucleico no metilado y metilado; o

en el que ambos cebadores y una sonda usados en la PCR son capaces de distinguir entre dcido nucleico no metilado
y metilado.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 6%, en el que el nivel de ADN de la regién del gen de
referencia se determina usando reaccién en cadena de polimerasa (PCR) en tiempo real.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 7%, en el que el nivel de ADN de la regién del gen de
referencia se determina usando reaccion en cadena de polimerasa (PCR) en tiempo real, en el que la regién contiene
un primero y un segundo lugar de unién de cebador y un lugar de unién de sonda y en el que el primero y el segundo
lugar de unién de cebador y el lugar de unién de sonda estdn exentos de dinucleétidos CpG.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1% a 8% en el que la region del gen de referencia esta exenta
de dinucleétidos CpG.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 9%, en el que una relacién de metilacién por 1.000
mayor que 3 es indicativa de neoplasia de prostata en el sujeto; o

en el que una relacién de metilacién por 1.000 mayor que 5 es indicativa de neoplasia de préstata en el sujeto; o
en el que una relacién de metilacién por 1.000 mayor que 10 es indicativa de neoplasia de préstata en el sujeto.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 10%, que comprende ademads realizar un andlisis
histolégico de la muestra, en el que la muestra es muestra de tejido de prostata.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 9°, en el que una relacién de metilacién mayor que 5
es indicativa de neoplasia de prdstata en el sujeto; o

en el que una relacidon de metilacion mayor que 10 es indicativa de neoplasia de préstata en el sujeto.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 12%, que comprende ademds medir el nivel de PSA del
sujeto.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 13%, en el que el sujeto tiene un nivel de PSA normal.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1% a 14%, en el que el sujeto tiene un nivel de PSA mayor
que un nivel de PSA normal.

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 15% en el que la neoplasia de prostata es adenocarci-
noma de prostata.
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17. Un juego 1til para detectar adenocarcinoma de préstata que comprende

un primer recipiente que contiene un par de cebadores para multiplicacién de una regién de promotor de glutationa-
S-transferasa (GSTP1),

un segundo recipiente que contiene un par de cebadores para multiplicacion de una regién de un gen de referencia
MYOD o ACTB y

un tercer recipiente que contiene una primera y una segunda sondas de oligonucle6tido,

en el que la primera sonda de oligonucleétido es especifica para la multiplicacién de la regién de promotor de
GSTP1 y la segunda sonda de oligonucleétido es especifica para la multiplicacién de la region del gen de referencia,

en el que al menos uno de los cebadores para la multiplicacién de la regién de promotor de GSTP1 o una de las
sondas de oligonucledtido es capaz de distinguir entre 4cido nucleico metilado y no metilado.

18. El juego de la reivindicacién 17%, que comprende ademds un cuarto recipiente que contiene un agente de
modificacién que modifica citosina no metilada para producir un dcido nucleico convertido.

19. El juego de la reivindicacién 17%, que comprende ademads una instruccién que describe una relacion de metila-
cién indicativa de adenocarcinoma de prostata.

20. El juego de la reivindicacién 197, que comprende ademds una instruccién que describe que una relacién de
metilacién mayor que 5 es indicativa de adenocarcinoma de préstata.

21. El juego de la reivindicacion 197, que comprende ademds una instruccién que describe que una relacién de
metilaciéon mayor que 10 es indicativa de adenocarcinoma de prostata.

22. El juego de la reivindicacién 19%, que comprende ademds una instrucciéon que describe que una relacién de
metilacién mayor que 50 es indicativa de adenocarcinoma de préstata.

23. El juego de una cualquiera de las reivindicaciones 17* a 22°, en el que la regién del gen de referencia estd exenta
de dinucleétidos CpG.

24. El juego de una cualquiera de las reivindicaciones 17* a 23 en el que la region del gen de referencia contiene
un primer y un segundo lugar de unién de cebador y un lugar de unién de oligonucledtido y en el que el primer y el
segundo lugar de unidn de cebador y el lugar de unién de oligonucleétido estan exentos de dinucleétidos CpG.

25. El juego de una cualquiera de las reivindicaciones 17* a 24%, en el que los cebadores para multiplicacién de la
regioén de promotor de GSTP1 son capaces de distinguir entre dcido nucleico metilado y no metilado.

26. El juego de una cualquiera de las reivindicaciones 17* a 257, en el que la primera sonda de oligonucleétido es
capaz de distinguir entre 4cido nucleico metilado y no metilado.

27. El juego de una cualquiera de las reivindicaciones 17* a 26%, que comprende ademds una instruccién que
describe que el juego es ttil para detectar adenocarcinoma de prdstata en una muestra de tejido de préstata de un
sujeto.

28. El juego de una cualquiera de las reivindicaciones 17* a 27%, que comprende ademas una sonda para PSA.

29. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1* a 4* o la reivindicacion 167, en el que el nivel de
ADN metilado de la regién de promotor de glutationa-S-transferasa (GSTP1) se determina por multiplicacién usando
cebadores de oligonucledtido en presencia de al menos una sonda de oligonucledtido especifica,

en el que la regién de promotor se modifica por un agente que modifica citosina no metilada para producir un
dcido nucleico convertido, y en el que al menos un cebador de oligonucleétido o sonda de oligonucleétido especifica

es capaz de distinguir entre dcido nucleico no metilado y metilado,

en el que la determinacién del nivel de ADN metilado de la regidn de promotor se basa en desplazamiento mediado
por multiplicacién de la sonda de oligonucleétido especifica,

en el que un nivel de metilaciéon mayor que el nivel de metilacién en un sujeto normal es indicativo de adenocarci-
noma de prostata en el sujeto.

30. El método de la reivindicacién 292 en el que la etapa de multiplicacion es una reaccion en cadena de polimerasa
(PCR).

31. El método de la reivindicacién 297 o la reivindicacion 30 en el que el agente es bisulfito.
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32. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 29* a 31%, en el que al menos dos cebadores de oligonu-
cleétido son capaces de distinguir entre dcido nucleico metilado y no metilado.

33. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 29* a 327 en el que al menos una sonda de oligonucledtido
especifica es capaz de distinguir entre dcido nucleico metilado y no metilado.

34. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 29* a 33%, en el que la sonda de oligonucledtido especifica
comprende ademas al menos un resto de marca de fluorescencia.
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