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DESCRIPCION
Procedimientos para someter a ensayo variantes del MC1R y marcadores mitocondriales en muestras de piel
Objeto de la Invencion

La presente invencion se refiere a procedimientos para predecir, diagnosticar y supervisar estados de la piel y
enfermedades de la piel. En particular, la presente invencién se refiere a procedimientos que vinculan técnicas
de muestreo de piel no invasivas con ensayos para determinar mutaciones mitocondriales y variantes del
receptor de melanocortina 1 (MC1R) para su uso como herramienta integral para predecir y supervisar
enfermedad, fotoenvejecimiento y dafio por radiacion ultravioleta (RUV). Los procedimientos también son utiles
para evaluar la eficacia y la respuesta ante agentes terapéuticos, productos para el cuidado de la piel y
regimenes de tratamiento.

Antecedentes de la Invencion

La enfermedad de la piel representa uno de los principales retos de la atencién sanitaria en el mundo actual. Con
mas de un millén de casos nuevos de cancer de piel diagnosticados cada afio en Estados Unidos (National
Cancer Institute, www.cancer.gov), la prediccion y el diagnéstico de la enfermedad de la piel son aspectos
importantes de su abordaje. Los procedimientos de diagndstico actuales se basan principalmente en
observaciones visibles y biopsias. Sin embargo, los procedimientos de deteccidon que se basan en observaciones
visibles, no son necesariamente eficaces para diagnosticar estados o enfermedades de la piel y no detectan el
riesgo de enfermedad hasta que se hayan producido manifestaciones clinicas. Ademas, los procedimientos
invasivos tales como las biopsias, no sélo son traumaticos para un sujeto que se somete a la prueba, sino que
también aumentan la probabilidad de infeccién. Estos procedimientos también los debe realizar un médico para
que se desarrollen con seguridad y, tipicamente, no proporcionan una muestra enriquecida de células de la
superficie de la piel, que son las células que, por lo general, participan en una reaccion.

Por lo tanto, los procedimientos no invasivos de diagndstico y supervision de estados y enfermedades de la piel,
representan herramientas importantes para la atencion de los pacientes y para evaluar la eficacia de agentes
terapéuticos existentes y nuevos, productos para el cuidado de la piel y regimenes de cuidado de la piel.
Ademas, estos procedimientos pueden proporcionar informacién importante en relaciéon con los cambios
genéticos especificos subyacentes al estado de la piel de un sujeto, asi como su predisposicion genética a
desarrollar una enfermedad de la piel. La identificacion de estos cambios genéticos identifica posibles objetivos
farmacolodgicos y medidas preventivas y puede ser esencial para determinar si una persona respondera
realmente a un agente terapéutico, un producto para el cuidado de la piel o un tratamiento en particular.
Asimismo, los procedimientos de deteccion y diagndstico son importantes para evaluar la seguridad de estos
tratamientos, productos y medidas.

Dafrio por radiacién ultravioleta (RUV)

Con frecuencia, factores desconocidos o poco cuantificables contribuyen al dafio de la piel como consecuencia
de la radiacion ultravioleta (RUV). Los factores conocidos incluyen color de la piel, frecuencia e intensidad de la
exposicion a RUV, produccion de melanina, ratio de eumelanina y feomelanina y uso de protectores solares,
entre otros. Los factores conductuales desempefian un papel importante en la gravedad y el nivel de dafio de la
piel por RUV, pero es extremadamente dificil evaluarlos clinicamente, ya que dependen de la precisién de la
informacioén aportada por el paciente y, con frecuencia, de una conciencia erronea de los habitos de exposicion al
sol del paciente. Muchos individuos que usan bloqueadores solares regularmente también los usan de forma
incorrecta, al aplicarlos en cantidad insuficiente o no aplicarlos de nuevo a los intervalos recomendados, lo que
crea una falsa sensacion de proteccion que puede dar lugar a un aumento de la exposicién a la RUV.

Estos factores, entre otros, hacen necesaria la disponibilidad de una herramienta para supervisar de cerca del
éxito y la idoneidad de las medidas preventivas y los tratamientos aconsejados para evitar el dafio por RUV en la
piel, con consecuencias en el espectro desde el envejecimiento prematuro hasta el aumento del riesgo de cancer
de piel. En un esfuerzo para valorar por completo el estado de la piel de un individuo, y como consecuencia su
riesgo de fotoenvejecimiento y cancer de piel, es indispensable que se proporcione a los profesionales sanitarios
tanta informacién como sea posible para que conozcan y comuniquen los factores de riesgo de su paciente. Por
lo tanto, seria deseable contar con un procedimiento de diagndstico para evaluar la predisposicion genética de
un individuo a los efectos dafinos de la RUV, asi como para identificar factores de riesgo asociados con los
habitos de exposicion al sol particulares del individuo. Un procedimiento de este tipo puede incluir la recogida de
una muestra de ADN de la epidermis o la dermis de la piel de un individuo para cuantificar los biomarcadores
mitocondriales indicativos de dafio por RUV, asi como el genotipado del receptor de melanocortina 1 (MC1R),
para identificar variantes implicadas en el control de la melanogenia. El uso combinado de ambas pruebas en
tandem proporciona una herramienta integral para que los profesionales sanitarios supervisen, aconsejen y
traten a pacientes, al tener en cuenta tanto la predisposicion genética del paciente al fotoenvejecimiento o el
cancer como las consecuencias de la exposicion continuada del paciente a radiacién ultravioleta.
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Deleciones mitocondriales asociadas con la RUV

El tejido epitelial humano es muy complejo y comprende numerosos tipos de células. En consecuencia, la
identificacion de biomarcadores de células epiteliales humanas es de especial importancia. Para determinar un
marcador fiable de exposicion acumulada a RUV en la piel humana, los inventores y otros han estudiado la idea
novedosa de usar ADN mitocondrial (ADNmt), en lugar de ADN nuclear, como biomarcador de dafio en el ADN
inducido por UV (Pang et al., 1994; Berneburg et al., 1997; Birch-Machin et al., 1998; Birch-Machin, 2000).

El uso del dafio en el ADNmt como biomarcador para la exposicién al sol acumulada en la piel humana es un
campo de investigacion relativamente nuevo y el trabajo anterior simplemente ha comparado el dafio en el
ADNmt para distinguir entre la piel protegida frente al sol y la expuesta al sol (Pang et al., 1994; Berneburg et al.,
1997; Birch-Machin et al., 1998). Este planteamiento es limitado porque el cancer de piel no melanémico (CPNM)
se forma predominantemente en sitios del cuerpo que estan expuestos al sol "habitualmente" al estar al aire libre
en oposicidn con los sitios que estan expuestos al sol "ocasionalmente" (Armstrong, 2004).

En la solicitud PCT del presente solicitante en tramite en relacion con la publicacion n.° WO/06/111029, se
identificd una delecion de 3895 pb en el ADN mitocondrial humano (ADNmt) como biomarcador del dafio en el
ADN inducido por UV. Esta delecion se identificd en el arco menor que se extiende de los nucleétidos 547 a
4443. Esta delecion se habia asociado anteriormente con el sindrome de Kearns-Sayre y la oftalmoplejia externa
progresiva cronica (Moraes et al., 1995).

Los ejemplos de la publicacion PCT n.° WO/06/111029 demuestran que la frecuencia de aparicion de la delecion
de 3895 pb en el ADNmt es significativamente diferente entre sitios del cuerpo que expuestos al sol
"habitualmente" frente a "ocasionalmente". Ademas, los ejemplos demostraron la relacion entre la etiologia de la
delecion de 3895 pb y el componente de RUV de la luz solar al inducir la delecion de 3895 pb in vitro con dosis
subletales repetitivas de una fuente de luz UVA+UVB.

Es importante el hecho de que la muestras de piel analizadas en el documento WO/06/111029 no se evaluaron
con respecto a la predisposicion genética del individuo al dafio solar y el riesgo de cancer de piel. Ademas, estas
muestras se obtuvieron por procedimientos dolorosos de toma de piel conocidos anteriormente en la técnica.

Genotipado del receptor de melanocortina 1 (MC1R)

El gen del receptor de melanocortina 1 (MC1R) codifica una proteina receptora unida a la membrana que es
esencial para la sintesis de melanina. La region codificante del MC1R es muy polimérfica y se ha informado de
asociaciones de variantes con fenotipos de pigmentacion y riesgo de melanoma y cancer de piel no melanémico
(Rees, Pigment Cell Research, vol. 13(3), 135-140(6), junio de 2000; Kanetsky et al. Cancer Epidemiology
Biomarkers & Prevention vol. 13, 808-819, mayo de 2004). La tasa de incidencia del melanoma es mayor en los
individuos de piel clara sensibles al sol, lo que sugiere que la capacidad de respuesta ante la exposicion UV
mediante el aumento de la sintesis de melanina es un factor importante en la defensa frente al melanoma. En
estudios de familias se ha demostrado que los individuos de piel clara y cabello pelirrojo albergan cambios
funcionalmente significativos en ambos alelos del MC1R. Los alelos D84E, R142H, R151C, R160H y D294H
tienen una penetrancia alta para cabello pelirrojo y piel clara. También son factores comunes en el riesgo de
melanoma dos alelos de penetrancia reducida (V60L, V92M).

Por lo tanto, el MC1R es un determinante principal de la sensibilidad al sol y un factor de riesgo genético para el
cancer de piel. La evaluacion del ADN o la secuencia de aminoacidos del gen del receptor de melanocortina 1
(MC1R) para identificar si determinadas variantes que se asocian con el aumento de la sensibilidad al sol, la
propension al dafio en el ADN y el aumento del riesgo de cancer de piel estan presentes, proporciona una
herramienta valiosa para identificar pacientes con un riesgo mayor que necesitan medidas de supervision y
tratamientos mas agresivas. La valoracion de las caracteristicas fenotipicas asociadas con la sensibilidad al sol
por si solas no podria aclarar este riesgo aumentado.

Muestreo de piel

Los procedimientos actuales para la toma de muestras de piel para su uso en el diagnéstico o la caracterizacion
de enfermedades, tales como el cancer de piel, incluyen procedimientos invasivos o dolorosos que pueden
provocar molestias sustanciales al individuo sometido a las pruebas. Los ejemplos de procedimientos actuales
para la toma de muestras de piel incluyen la biopsia en sacabocados, la retirada de cinta adhesiva (fapelift) y la
escision quirurgica. Ademas de las molestias provocadas por los procedimientos actuales de toma de piel, estos
procedimientos también los debe realizar un médico para que se desarrollen con seguridad.

Estas técnicas invasivas tienen otras desventajas, que incluyen el riesgo de infeccion, la incomodidad de la toma
de la muestra y la posibilidad de que se pierdan o se identifiquen errbneamente las muestras tomadas. La
infeccion y la incomodidad se magnifican en situaciones en las que es necesaria una toma de muestras frecuente
o regular, tal como con los regimenes de supervision de la exposicion a RUV y la evaluacién de tratamientos de
larga duracion. Ademas, el tiempo y el coste asociados con estos procedimientos de prueba invasivos dificultan
la realizacion de un genotipado con rapidez y la evaluacion del dafio en el ADN para grandes poblaciones de
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individuos. Por lo tanto, seria deseable proporcionar una metodologia de toma de piel no invasiva o
minimamente invasiva que se pueda desarrollar con facilidad y rapidez en un entorno doméstico, clinico o
cosmeético.

Estos antecedentes se proporcionan con el propésito de dar a conocer informacion que el solicitante cree que
puede ser de importancia para la presente invencion. No se pretende necesariamente, ni se debe interpretar asi,
que la informacion anterior constituya la técnica anterior frente a la presente invencion.

Descripcion de la Invencién

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar procedimientos para someter a ensayo variantes del MC1R
y marcadores mitocondriales en muestras de piel. De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se
proporciona un procedimiento de diagndstico para determinar el estado de la piel y la predisposicion genética de
un sujeto al dafio por RUV, que comprende:

(a) someter a ensayo una muestra de piel del sujeto para una anomalia en el ADN mitocondrial (ADNmt),
en el que la anomalia es una delecion de 3895 pb en el ADNmt entre los acidos nucleicos 546 a 4444 del
genoma del ADNmt;

(b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o mas variantes del receptor de
melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o mas variantes del MC1R se seleccionan del grupo que
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y VO2M; y

(c) determinar el estado de la piel y la predisposicion genética del sujeto al dafio por RUV basandose en la
deteccion de la anomalia en el ADNmt y la(s) variante(s) del MC1R en las muestras de piel y tejido,
respectivamente.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona el uso del procedimiento de la invencién para
predecir el fotoenvejecimiento, dafio por RUV o enfermedad de la piel o para determinar un tratamiento
profilactico o terapéutico para evitar o mejorar el fotoenvejecimiento, dafio por RUV o cancer de piel.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un procedimiento para supervisar la respuesta de
un sujeto a un tratamiento preventivo o terapéutico para el fotoenvejecimiento, dafio por RUV o enfermedad de la
piel, que comprende:

(a) someter a ensayo una primera muestra de piel del sujeto para una anomalia en el ADN mitocondrial
(ADNmt), en el que la anomalia es una delecién de 3895 pb en el ADNmt entre los acidos nucleicos 546 a
4444 del genoma del ADNmt;

(b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o mas variantes del receptor de
melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o mas variantes del MC1R se seleccionan del grupo que
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M;

(c) determinar el estado de la piel y la predisposicion genética del sujeto al dafio por RUV basandose en la
deteccion de la anomalia en el ADNmt en la primera muestra de piel y las una o mas variantes del MC1R
en la muestra de tejido;

(d) someter a ensayo una segunda muestra de piel del sujeto para la anomalia en el ADNmt transcurrido un
periodo de tiempo prescrito después del tratamiento preventivo o terapéutico para el fotoenvejecimiento,
dafo por RUV o enfermedad de la piel;

repetir la etapa (d) en intervalos regulares a lo largo de un periodo de tiempo prescrito; y

comparar el nivel de anomalia en el ADNmt entre la primera muestra de piel y las muestras de piel
adquiridas en intervalos regulares para detectar cambios en la anomalia en el ADNmt, supervisando asi la
eficacia del tratamiento.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un procedimiento de cribado para un agente
terapéutico o cosmeticéutico eficaz para el tratamiento del fotoenvejecimiento, dafio por RUV o enfermedad de la
piel, que comprende:

(a) someter a ensayo una primera muestra de piel de un sujeto para una anomalia en el ADN mitocondrial
(ADNmt), en el que la anomalia es una delecién de 3895 pb en el ADNmt entre los acidos nucleicos 546 a
4444 del genoma del ADNmt;
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(b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o mas variantes del receptor de
melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o mas variantes del MC1R se seleccionan del grupo que
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M;

(c) determinar el estado de la piel y la predisposicion genética del sujeto al dafio por RUV basandose en la
deteccion de la anomalia en el ADNmt en la primera muestra de piel y las una o mas variantes del MC1R
en la muestra de tejido;

(d) someter a ensayo una segunda muestra de piel del sujeto para la anomalia en el ADNmt transcurrido un
periodo de tiempo prescrito después del tratamiento con el agente terapéutico o cosmeticéutico; y

(e) comparar el nivel de anomalia en el ADNmt en la primera muestra de piel y la segunda muestra de piel
frente a un control para determinar la eficacia del agente terapéutico o cosmeticéutico.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un kit de diagnoéstico para determinar el estado de
la piel y la predisposicién genética de un sujeto al dafio por RUV, que comprende:

(a) material para tomar muestras de tejido; y

(b) cebadores, sondas y reactivos adecuados para llevar a cabo el genotipado del receptor de
melanocortina 1 (MC1R) y la detecciéon de una anomalia en el ADN mitocondrial (ADNmt);

en el que la anomalia en el ADNmt es una delecién de 3895 pb en el ADNmt entre los acidos nucleicos 546 a
4444 del genoma del ADNmt y en el que el genotipado del MC1R comprende someter a ensayo una o mas
variantes del MC1R seleccionadas del grupo que consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y
VI2M.

Descripcion de las Figuras

Estas y otras caracteristicas de la invencion resultaran mas evidentes en la siguiente descripcion detallada en la
que se hace referencia a los dibujos adjuntos.

La figura 1 muestra datos de PCR en tiempo real relativos a los niveles de delecion de 3895 pb del ADNmt en
muestras de piel tomadas de la nariz y el talén usando el procedimiento de la presente invencion.

La figura 2 muestra datos de PCR en tiempo real relativos a los niveles de delecion de 3895 pb del ADNmt en
células epiteliales tomadas de diversos sitios del cuerpo usando el procedimiento de la presente invencion.

La figura 3 muestra datos de PCR en tiempo real relativos a los niveles de delecion de 3895 pb del ADNmt en
células epiteliales tomadas de diversos sitios del cuerpo usando el procedimiento de la presente invencion.

La figura 4 es un gel que muestra la presencia de productos de amplificacion presentes en muestras tomadas a
partir de diversos procedimientos de toma de piel no invasivos.

La figura 5 es un gel que muestra la presencia de productos de amplificacion presentes en muestras tomadas a
partir de diversos procedimientos de toma de piel no invasivos.

Las figuras 6 a 11 muestran los resultados de genotipado para sujetos sometidos a pruebas de variantes alélicas.
La figura 12 muestra un gel que proporciona resultados de una prueba de ensayo para la variante alélica R160H.

La figura 13 muestra una grafica que representa el nivel de delecién de 3895 pb del ADNmt de una poblacion
clasificada en cohortes de edad.

Exposicion Detallada de la Invencién

La presente invencién proporciona procedimientos de prediccion, diagndstico y supervision de estados de la piel
y enfermedades de la piel. Los procedimientos comprenden vincular técnicas de muestreo de piel no invasivas
con ensayos que determinan mutaciones mitocondriales y variantes del receptor de melanocortina 1 (MC1R). A
este respecto, los procedimientos proporcionan una herramienta integral para evaluar la predisposicion genética
y los factores de riesgo asociados con enfermedad, envejecimiento dafio por radiacion ultravioleta (RUV). Los
procedimientos también permiten la evaluacion de respuesta de un paciente ante agentes terapéuticos,
productos para el cuidado de la piel y regimenes de tratamiento.

Definiciones
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A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente
documento tienen el mismo significado que entiende habitualmente un experto en la técnica a la que pertenece la
presente invencion.

Tal como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" se refiere a una variacion de
aproximadamente +/-10 % del valor indicado. Se ha de entender que tal variacion se incluye siempre en
cualquier valor dado que se proporcione en el presente documento, se haga o no referencia a ella de forma
especifica.

Tal como se usa en el presente documento, "alelos" significa una de varias formas alternativas de una secuencia
de ADN dada que ocupa un lugar especifico en un cromosoma.

Tal como se usa en el presente documento, "umbral del ciclo" (Cr) es el punto en el que la amplificacion objetivo
de una secuencia de acido nucleico se eleva por encima del fondo, segun indica una sefial como una sefial de
fluorescencia. El Ct esta relacionado inversamente con la cantidad de la secuencia que se estudia.

Tal como se usa en el presente documento, "diagnostico” o "diagnosticar” significa usar la presencia o ausencia
de una mutacién o combinacién de mutaciones como un factor en el diagnédstico o el abordaje de una
enfermedad. La deteccién de la(s) mutacién/mutaciones puede ser una etapa del diagndstico de una
enfermedad.

Tal como se usa en el presente documento, "deleciones" significa la eliminacién de una region de ADN o ADNmt
de una secuencia contigua de un acido nucleico. Las deleciones pueden variar en tamafio de una base hasta
miles de bases o mas grande.

Tal como se usa en el presente documento, "ADN mitocondrial" o "ADNmt" es ADN presente en mitocondrias.

Tal como se usa en el presente documento, "mutacion” engloba cualquier modificacion o cambio en el ADN
nucleico o mitocondrial con respecto a la secuencia natural, incluidas, sin limitacién, mutaciones puntuales,
transiciones, inserciones, transversiones, traslocaciones, deleciones, inversiones, duplicaciones,
recombinaciones o combinaciones de las mismas. La modificacién o el cambio de la secuencia se pueden
extender desde el cambio de una sola base a la adicién o eliminacion de un fragmento de ADN completo.

El término "muestra” se refiere a cualquier preparacion procedente de la piel de un sujeto. Por ejemplo, se puede
usar una muestra de células obtenida con el uso del procedimiento no invasivo descrito en el presente
documento para aislar polinucleétidos, polipéptidos o ADN mitocondrial para los procedimiento de la presente
invencion. Tipicamente, las muestras para la presente invencion se adquieren de la dermis o la epidermis de la
piel. Preferentemente, las muestras se adquieren de la superficie de la piel usando procedimientos de muestreo
de piel no invasivos o0 minimamente invasivos analizados en el presente documento.

El término "piel" se refiere al recubrimiento externo protector del cuerpo, que consiste en la dermis y la epidermis,
y se entiende que incluye glandulas sudoriparas y sebaceas, asi como estructuras de foliculos pilosos. En un
modo de realizacion, la piel es piel de mamifero, preferentemente humana.

Tal como se usa en el presente documento, el término "estado de la piel" se refiere a las condiciones de la piel
con respecto a la cantidad de dafio por RUV acumulado debido a la exposicién al sol, cabinas de bronceado o
enfermedades relacionadas con la RUV y similares.

Los términos "terapia” y "tratamiento," que se usan indistintamente en el presente documento, se refieren a una
intervencion realizada con la intenciéon de mejorar el estado de un sujeto. La mejora puede ser subjetiva u
objetiva y se refiere a mejorar los sintomas asociados con, evitar el desarrollo de, o modificar la patogenia de una
enfermedad, un trastorno o un estado de la piel. Por tanto, los términos terapia y tratamiento se usan en su
sentido mas amplio e incluyen la prevencion (profilaxis), moderacién, reduccion y cura de una enfermedad, un
trastorno o un estado en diversas fases. También se engloba en ellos la prevencion del deterioro del estado de
un sujeto. Por tanto, los sujetos que necesitan terapia/tratamiento incluyen los que ya tienen la enfermedad, el
trastorno o el estado, asi como aquellos propensos o con riesgo de desarrollar la enfermedad, el trastorno o el
estado y aquellos en los que se debe prevenir la enfermedad.

Ensayos para determinar el estado de la piel y evaluar la predisposicién genética a enfermedad de la piel

Los procedimientos de la presente invencién comprenden vincular técnicas de muestreo de piel no invasivas con
ensayos eficaces para identificar la predisposicion genética de un individuo a la enfermedad de la piel y los
factores de riesgo asociados con la exposicion a RUV. Los ensayos se pueden realizar solos o combinados entre
si. El uso combinado de estos ensayos proporciona una habilidad Unica para evaluar simultaneamente factores
de riesgo genéticos y habitos de exposicion al sol, proporcionando asi una herramienta de diagndstico para los
profesionales sanitarios para supervisar, asesorar y tratar mejor a pacientes que son propensos a o que padecen
fotoenvejecimiento, dafio por RUV o una enfermedad de la piel.
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Ensayo para detectar mutaciones mitocondriales

La dinamica del ADN mitocondrial (ADNmt) es una herramienta de diagndstico importante. Con frecuencia, las
mutaciones en el ADNmt son indicadores preliminares de enfermedades en desarrollo y pueden actuar como
biomarcadores indicativos de factores de riesgos asociados con la aparicion de enfermedades. Asimismo, como
consecuencia del mayor numero de copias por célula de ADN mitocondrial en comparacion con el ADN nuclear,
es un objetivo mas sélido para ensayos basados en cantidades extremadamente diminutas de acido nucleicos.
Por lo tanto, los procedimientos de la presente invencion vinculan técnicas no invasivas para tomar muestras de
piel con un ensayo para detectar mutaciones en el genoma mitocondrial humano.

Tal como se analiza en el presente documento, la medida del nivel de anomalia en el ADN mitocondrial en una
muestra de piel puede identificar el estado de la piel de un paciente con respecto a la exposiciéon acumulada al
sol y el dafio por RUV. Ademas, la medida del ADNmt en intervalos regulares, tales como bisemanales o
mensuales, puede proporcionar a los profesionales sanitarios una herramienta de supervision cuantitativa en
tiempo real para la comparacion frente a recomendaciones de tratamiento con el fin de determinar su eficacia
para evitar el dafio de la piel provocadas por la RUV.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un procedimiento para determinar el estado de la piel de un
paciente con respecto al dafio por RUV acumulado, que comprende combinar una técnica de toma de piel no
invasiva con un ensayo para detectar una anomalia mitocondrial que es la delecion de 3895 pb del ADNmt
identificada en la solicitud PCT n.° WO/06/111029. De acuerdo con un modo de realizacion de la invencion, la
mutacion es la delecion de 3895 pb descrita en la SEQ ID NO:1. De acuerdo con otro modo de realizacion de la
invencion, la mutacion del ADNmt corresponde a la secuencia descrita en la SEQ ID NO:2.

En la seccion de ejemplos se proporcionan procedimientos ejemplares para tomar muestras de piel de forma no
invasiva y someter a ensayo la mutacion mitocondrial. La extracciéon de ADNmt de una muestra se puede llevar a
cabo usando cualquier procedimiento conocido adecuado. La extraccion de ADNmt va seguida de la
amplificacion de la totalidad o de una regién del genoma mitocondrial y puede incluir la secuenciacion del
genoma mitocondrial, como se conoce en la técnica y se describe, por ejemplo, en Current Protocols in Molecular
Biology (Ausubel et al., John Wiley & Sons, Nueva York, 2007). Del mismo modo, se pueden seleccionar
procedimientos para detectar la presencia de mutaciones en el ADNmt entre las técnicas adecuadas conocidas
por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el analisis del ADNmt puede comprender la secuenciacion del
ADNmt, amplificacion del ADNmt por PCR, hibridaciones de bandas de Southern, Northern, Western South-
Western, HPLC desnaturalizante, hibridacion con micromatrices, biochips o chips génicos, analisis de
marcadores moleculares, biosensores, perfiles de temperatura de fusién o una combinacién de cualquiera de las
anteriores.

Se puede usar cualquier medio adecuado para secuenciar ADN mitocondrial. Preferentemente, el ADNmt se
amplifica por PCR antes de la secuenciacion. El procedimiento de PCR es bien conocido en la técnica y se
puede realizar como se describe en Mullis y Faloona, 1987, Methods Enzymol., 155: 335. Se pueden secuenciar
directamente los productos de PCR o clonarlos en un vector que después se dispone en un huésped bacteriano.
Se encuentran ejemplos de secuenciacion de ADN en Brumley, R. L. Jr. y Smith, L. M., 1991, Rapid DNA
sequencing by horizontal ultrathin gel electrophoresis, Nucleic Acids Res. 19:4121-4126 y en Luckey, J.A., et al.,
1993, High speed DNA sequencing by capillary gel electrophoresis, Methods Enzymol. 218: 154-172. Se describe
el uso combinado de PCR y secuenciacién del ADNmt en Hopgood, R., et al., 1992, Strategies for automated
sequencing of human mtDNA directly from PCR products, Biotechniques 13:82-92 y en Tanaka, M. et al., 1996,
Automated sequencing of mtDNA, Methods Enzymol. 264: 407-421.

Genotipado del receptor de melanocortina 1 (MC1R)

El receptor de melanocortina 1 es un punto de control clave en la melanogenia y determina la cantidad de
acumulacioén de pigmento en la piel. Dado que el pigmento de la piel determina el nivel de proteccion natural de
un individuo frente a la RUV carcinégena, el genotipado del MC1R puede determinar la propension al dafio en el
ADN provocado por exposicion al RUV y evaluar factores de riesgo asociados con el cancer de piel. Como tal, la
valoracion del ADN o la secuencia de aminoacidos del gen del receptor de melanocortina 1 (MC1R) para
identificar si determinadas variantes que se asocian con el aumento de la sensibilidad al sol y la propension al
dafo por RUV, proporciona una herramienta valiosa para identificar individuos con un riesgo mayor y que puede
que necesiten medidas de supervision y de tratamiento mas agresivas.

Los procedimientos de la presente invencion vinculan técnicas de toma de piel no invasivas con un ensayo para
el genotipado del MC1R. Se puede usar ADN o ARN extraido de muestras de piel para identificar una o mas
variantes alélicas del MC1R. Por ejemplo, se pueden someter a prueba simultdneamente las siete variantes
alélicas D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M asociadas con un riesgo aumentado de melanoma.
De forma alternativa, se puede llevar a cabo el genotipado del MC1R para las cinco variantes alélicas que se
asocian mas comunmente con el riesgo aumentado de cancer de piel, es decir, D84E, R151C, D294H, V60L y
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VI92M. El gen MC1R, incluidas sus variantes, se describe en la SEQ ID NO: 3. Ademas, se describe la secuencia
de ARN del MC1R en la SEQ ID NO: 4.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un procedimiento para determinar la predisposicion genética de
un individuo a enfermedades o al cancer de piel que comprende combinar una técnica de toma de piel no
invasiva con un ensayo para identificar la presencia de una o mas variantes del MC1R en una muestra de piel,
en el que las variantes del MC1R se seleccionan del grupo que consiste en las variantes alélicas D84E, R142H,
R151C, R160H, D294H, V60L y V92M.

En la seccion de ejemplos se proporcionan procedimientos ejemplares para tomar muestras de piel de forma no
invasiva y realizar genotipado del MC1R. Un experto en la técnica apreciara que, a diferencia de la deteccién de
mutaciones en el ADNmt, que pueden fluctuar a lo largo de la vida de in individuo como consecuencia de los
patrones de exposicion a RUV, los resultados del genotipado del MC1R no cambiaran a lo largo de la vida de un
individuo. En consecuencia, se puede someter a prueba el MC1R una sola vez durante la vida del paciente.

Los ensayos de genotipado tales como los usados para valorar las variantes del MC1R produciran resultados
idénticos en un individuo, independientemente del tejido corporal del que se tomen las muestras, ya que la
secuencia del gen MC1R se hereda y no cambia a lo largo de la vida. Un experto en la técnica reconocera que,
aunque se puede obtener la muestra por el procedimiento de toma no invasivo para la piel, también se puede
tomar de cualquier otro tejido corporal para obtener el mismo genotipo. La toma de tejidos adecuados para su
uso en los procedimientos de la invencién es bien conocida en la técnica y puede incluir ejemplos no limitantes
tales como tejido bucal, tejido muscular, tejido nervioso y similares. No ocurre lo mismo con los ensayos
mitocondriales, que son mutaciones somaticas especificas de tejido.

La extraccién de ADN o ARN de una muestra se puede llevar a cabo usando cualquier procedimiento conocido
adecuado. Se puede determinar la deteccion de alelos especificos con el uso de técnicas reconocidas en la
técnica tales como ABI, un ensayo de genotipado de SNP por gPCR Tagman
(https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/direct/). Del mismo modo, los procedimientos de preparacion
de cebadores y sondas a medida son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel, et al., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., NY).

De forma alternativa, se puede basar la valoracion de variantes alélicas en el estudio de la secuencia de
aminoacidos del gen MC1R. Las técnicas para llevar a cabo el analisis de aminoacidos son bien conocidas en la
técnica y pueden incluir, por ejemplo, la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

Determinar tipo de piel y riesgo de cancer de piel

Los procedimientos de la invencién no sélo se pueden usar para evaluar la presencia de variantes alélicas en un
individuo, sino que también se pueden utilizar para determinar un tipo de piel que se aproxima al fototipo de
Fitzpatrick del individuo. A este respecto, adicionalmente, los resultados del genotipado del MC1R permiten
agrupar individuos en tipos de piel especificos caracterizados por el riesgo de cancer asociado.

Estos tipos de piel se definen a continuacion:

El tipo de piel 1 se caracteriza por que el individuo tiene dos o mas de las cuatro variantes alélicas que mas
se asocian con el riesgo de cancer de piel.

El tipo de piel 2 se caracteriza por que el individuo tiene una de las cuatro variantes alélicas que mas se
asocian con el riesgo de cancer de piel.

El tipo de piel 3 0 mas se caracteriza por que el individuo no tiene ninguna de las cuatro variantes alélicas
que mas se asocian con el riesgo de cancer de piel.

Por tanto, de acuerdo con un modo de realizacién, se proporciona un procedimiento de identificacion del tipo de
piel de un individuo y factor de riesgo de cancer de piel con base en el genotipado del MC1R.

Procedimientos no invasivos de toma de tejidos epiteliales

La presente invencién hace uso de técnicas no invasivas o minimamente invasivas de toma de muestras de piel
para pruebas de genotipado o de diagnéstico. En el contexto de la presente invencion, "minimamente invasivas"
se refiere a las técnicas que dan lugar a la penetracion en una o mas capas de la piel, pero con una extraccion
de sangre pequefia o nula. Los ejemplos no limitantes de técnicas no invasivas o minimamente invasivas usadas
para tomar muestras de piel incluyen, pero sin limitacion, la retirada de cinta adhesiva usando cinta adhesiva
quirdrgica, un hisopo estéril humedecido con acido mandélico al 8 %, un hisopo estéril humedecido con agua
destilada, una banda de cera, un bastoncillo de algoddn; el raspado de la piel usando un bisturi estéril; el
raspado de la piel usando un raspador de madera, la superficie pegajosa de una almohadilla adhesiva
(almohadilla de limpieza CapSure™, Arcturus), una pelicula de LCM MacroCap™ (Arcturus), una pelicula
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caliente de LCM MacroCap™ (Arcturus); y emplear una aguja de calibre pequefio (por ejemplo, de calibre 28),
para tomar micronucleos de tejido epitelial.

Se puede tomar la muestra de la capa dérmica o epidérmica de la piel y puede proceder de zonas del cuerpo
tales como, por ejemplo, talén, nariz, parte interna del brazo, oreja, boca, cuero cabelludo, pecho, hombro, nalga,
espalda, cara, nuca, mano, cabeza. Se puede usar la muestra directamente, tal como se obtiene de la fuente, o
después de un pretratamiento para modificar el caracter de la muestra. Por tanto, se puede pretratar la muestra
de piel antes de su uso, por ejemplo, con conservantes, reactivos y similares.

Un experto en la técnica entendera que se puede emplear mas una técnica de toma de muestras a la vez.
Ademas, cuando son necesarias una serie de tomas, por ejemplo, para la supervision de un estado de la piel en
el tiempo, se pueden usar técnicas iguales o diferentes solas o juntas a lo largo del periodo de prueba. A este
respecto, se pueden adquirir muestras de piel una sola vez o en intervalos regulares, tales como bisemanales o
mensuales.

Un experto también apreciara que determinados procedimientos de toma dan concentraciones de acidos
nucleicos extremadamente bajas (aproximadamente 0,1 ng) que no resultarian utiles para un ensayo dirigido al
ADN nuclear; sin embargo, los objetivos de ADN mitocondrial, que son mucho mas abundantes
(aproximadamente 1000 veces mas) serian especialmente adecuados para un procedimiento de toma con
rendimientos tan extremadamente bajos. Los ejemplos que figuran a continuacion demuestran que las células
epiteliales tomadas por medio de los procedimientos no invasivos proporcionan ADNmt suficiente para obtener
resultados comparables con el ADNmt obtenido por medio de metodologias de toma de piel usadas
anteriormente.

Una técnica de toma no invasiva puede implicar el uso de un hisopo estéril, tales como los que se usan en la
toma de células bucales o bastoncillos de algodon. Se saca el hisopo estéril de su envase y se frota sobre un
sitio de interés de la piel. Preferentemente, se hisopa el sitio aproximadamente 15 veces con el fin de garantizar
que se toma una cantidad de células epiteliales suficiente para fines de genotipado o de diagndstico. Aunque la
presente invencion se describe a continuacion con referencia a un ejemplo especifico, el procedimiento también
se puede usar para tomar muestras de piel para el diagndstico o la caracterizacion de enfermedades, el
envejecimiento o la exposicion a radiacion ultravioleta y para la identificacion de mutaciones asociadas con los
mismos.

Después del hisopado de la piel, se deposita el hisopo en un tubo estéril. Se puede afadir tampon al tubo segun
sea necesario con el fin de mantener la integridad del material genético (es decir, el ADN) contenido en el mismo.
Después, se extrae el ADN utilizando procedimientos bien conocidos en la técnica.

De forma alternativa, en una técnica minimamente invasiva se puede emplear una aguja de calibre muy pequefio
(calibre 28 o0 29) que se usa para tomar células epiteliales con fines de investigacion genética. Aqui, se toman
células epiteliales de la dermis y la epidermis de un sujeto por perforacion a través de una capa tirante de la piel,
de modo que se extraiga muy poco o nada de sangre, pero que se adhiera una cantidad microscopica de tejido
dérmico y epidérmico al nucleo interno de la aguja. Se pueden tensar la piel elevando la piel mediante el uso de,
por ejemplo, los dedos, unas pinzas u otras formas de sujecion. El material epitelial queda contenido en la aguja
hasta que se extrae para su procesamiento adicional (es decir, la extraccion del ADN). Para expulsar la muestra
de piel de la aguja, se deposita solucion salina tamponada con fosfato en la columna de la aguja y después se
hace pasar a su través con el émbolo hacia un tubo estéril. El ADN se extrae utilizando procedimientos bien
conocidos en la técnica. Como se ilustra con el ejemplo siguiente, este procedimiento minimamente invasivo
para la toma de una muestra de piel da suficiente ADN o ADNmt para la evaluacion de los dafios en el ADN o el
ADNmt, por ejemplo, provocados por la radiacion UV. Este procedimiento de obtencién de muestras de piel es
seguro e indoloro. Ademas, como se ilustra a continuacion, permite la toma de ADN o ADNmt suficiente para
desarrollar ensayos precisos.

Diagnosticar y supervisar estados de la piel y detectar factores de riesgo genéticos asociados con enfermedad

Como se describe en el presente documento, los ensayos de la invencion se pueden usar solos, por ejemplo,
para evaluar el estado de la piel o el riesgo genético, o en combinacion para valorar tanto la predisposicion
genética a la enfermedad de la piel como la identificacion de factores de riesgo asociados con el estilo de vida de
un individuo en particular. Como se analiza a continuacion, la identificacion y supervision de estos factores son
importantes en la determinacion de medidas preventivas y de tratamiento eficaces frente al dafio por RUV,
fotoenvejecimiento y enfermedad de la piel.

Diagnosticar y supervisar estados de la piel

Muchos individuos que usan regularmente productos para el cuidado de la piel, tales como bloqueadores solares
y pantallas solares, los usan de forma incorrecta, al aplicarlos en cantidad insuficiente o no aplicarlos de nuevo a
los intervalos recomendados, lo que crea una falsa sensacion de proteccion que puede dar lugar a un aumento
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de la exposicion a la RUV. Ademas, hasta hace poco, por lo general, los bloqueadores solares y las pantallas
solares aplicados regularmente por individuos durante la exposicion al sol protegian frente a los efectos
mutagenos del UVB, pero no conseguian contener agentes dirigidos a los efectos dafinos de la radiacion UVA.

Estos factores, entre otros, hacen necesaria la disponibilidad de una herramienta tanto para determinar el estado
inicial de la piel con respecto al dafio por RUV como para, a lo largo de una serie de estudios, supervisar el éxito
y la idoneidad de las medidas preventivas y tratamientos aconsejados para evitar mas dafio por RUV en la piel.
La medida del nivel de delecion del ADN de la piel de un paciente mediante la toma de muestras de piel de forma
no invasiva en intervalos regulares, tales como bisemanales o mensuales (o a cualquier otro intervalo adecuado),
puede proporcionar a los profesionales sanitarios una herramienta de supervisién cuantitativa en tiempo real para
comparar con las recomendaciones de tratamiento para determinar su eficacia determine en la prevencién del
danio de la piel provocado por la RUV. Esta metodologia de toma permite muestreo regular sin efectos
secundarios o molestias y se puede realizar en casa, si se desea. Sorprendentemente, las técnicas para tomar
muestras de piel tales como la utilizacién de hisopos son especialmente adecuadas para la deteccion de
mutaciones en el ADNmt, ya que los rendimientos de ADN extremadamente bajos que proporcionan los hisopos
son suficientes para llevar a cabo este tipo de analisis.

Volviendo ahora a los ejemplos, en un modo de realizacién de la invencion, se usa el procedimiento para tomar
células epiteliales para la cuantificacion de biomarcadores asociados con el dafio provocado por la radiacion UV
(véase el ejemplo 1). Especificamente, el procedimiento de la presente invencion se us6 para tomar muestras de
piel para realizar pruebas para detectar deleciones en el genoma mitocondrial humano, a saber, la delecion de
3895 pb del ADNmt descrita anteriormente. El ejemplo demuestra que las células epiteliales tomadas por medio
del procedimiento no invasivo de la presente invencion proporciona ADNmt suficiente para obtener resultados
comparables con el ADNmt obtenido por medio de metodologias de toma de piel anteriores.

Un experto en la técnica entendera que la toma no invasiva de muestras de ADN de las capas epidérmica o
dérmica de la piel humana para la cuantificacion de un objetivo de ADN mitocondrial proporciona un medio para
que un profesional sanitario supervise de la eficacia de las recomendaciones sobre regimenes de tratamiento y
estilo de vida para la prevencion del dafio provocado por la RUV en la piel y el ADN con la intencién de evitar
consecuencias tales como el fotoenvejecimiento y el cancer de piel.

Un experto en la técnica también apreciara la utilidad del analisis de ADNmt para uso de los profesionales
sanitarios en la identificacién de malos habitos relacionados con el sol o de procedimientos de proteccion
ineficaces. Esta utilidad se demuestra en el ejemplo 6, donde, de acuerdo con un modo de realizacién de la
invencion, se analizaron los resultados de uso bloqueadores solares para dos individuos de edad y tono de piel
similares para evaluar la eficacia de los regimenes de proteccion del sol.

Determinacioén de fotoedad

Un procedimiento de diagnéstico adicional de la invencién que hace uso de un procedimiento de muestreo
minimamente invasivo vinculado con la identificacion de un marcador mitocondrial es la determinacion de la
fotoedad. Como se describe en la seccion de ejemplos, el fin de este procedimiento es valorar la exposicion a la
RUV de un individuo mediante el muestreo de tejido epitelial del individuo de la cara o la cabeza con una técnica
minimamente invasiva de toma de piel y la medida de la cantidad de un objetivo mitocondrial asociado con el
dafio por RUV, tal como la delecién del ADNmt. Después, se compara este resultado con una base de datos de
resultados obtenidos por el mismo procedimiento y se clasifica al individuo en una cohorte de edad basandose
en el nivel de delecion del ADNmt detectado. Para asignar una fotoedad, se comparan los resultados del analisis
del ADNmt de un individuo con su edad cronoldgica para determinar si tienen un fotodafio mayor o menor que
otros individuos de su grupo de edad.

Por tanto, al utilizar técnicas minimamente invasivas para tomar micronucleos de tejido epitelial para analizar
marcadores de ADN mitocondrial, los profesionales sanitarios pueden identificar la fotoedad de un individuo y
determinar si su fotoedad esta en consonancia o no con su edad cronolégica. De este modo, la determinacién de
la fotoedad proporciona un medio para que los profesionales sanitarios prescriban de manera mas apropiada
medidas preventivas y de tratamiento para combatir el fotoenvejecimiento, dafio por RUV o enfermedad de la
piel.

Determinar predisposicién genética a enfermedad

Con el fin de valorar por completo el riesgo de fotoenvejecimiento de un individuo y su riesgo de cancer de piel,
es indispensable que se proporcione a los profesionales sanitarios tanta informaciéon como sea posible para que
conozcan y comuniquen los factores de riesgo de su paciente. La utilizacion del genotipado del MC1R no sélo
contribuye a la propension de un individuo al dafio del ADN provocado por la exposicion a RUV y el riesgo de
que desarrolle cancer de piel, proporciona una herramienta valiosa para identificar pacientes con riesgo mayor
que puede que necesiten medidas de supervision y tratamiento mas agresivas.
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Por lo tanto, la presente invencién proporciona un procedimiento no invasivo para la toma de muestras de ADN
para el genotipado del MC1R. De acuerdo con un modo de realizacién de la invencion, se puede usar el ADN
extraido de células tomadas por el procedimiento de la presente invencion para identificar una o mas variantes
alélicas asociadas con un riesgo aumentado de melanoma. Se puede usar el procedimiento para evaluar la
presencia de estas variantes en un individuo y, adicionalmente, para determinar un tipo de piel del individuo. Por
lo tanto, los resultados del genotipado del MC1R permiten agrupar individuos en tipos de piel especificos
caracterizados por el riesgo de cancer asociado.

Analisis vinculado

El uso combinado del genotipado del MC1R y el analisis del ADNmt proporciona una herramienta para que los
profesionales sanitarios supervisen, aconsejen y traten mejor a los pacientes al tener en cuenta tanto la
predisposicion genética como los resultados finales de sus habitos de exposicion al sol. Este uso combinado de
ensayos proporciona una habilidad Unica para evaluar simultaneamente los factores de riesgo y las
consecuencias. Es importante el hecho de que se puede retirar temporalmente la prueba del MC1R de las
repeticiones de pruebas con la toma no invasiva para realizar pruebas de ADNmt y, aun asi, usarla en tandem.
Como se analiza anteriormente, esto es posible porque la informacién obtenida de la prueba del MC1R no
cambiara a lo largo de la vida de un individuo, aunque los niveles de dafio en el ADN dilucidados al medir la
delecion del ADN mitocondrial fluctuaran como consecuencia de los patrones de exposicién a RUV.

Cabe sefalar el hecho de que el dafio en la piel provocado por la RUV es un proceso multifactorial. En
consecuencia, no se puede suponer que un individuo con variantes del MC1R tenga siempre mayores dafios que
un individuo sin ellas, como tampoco es el caso de que un individuo que refiera un uso regular de bloqueadores
solares tenga necesariamente menor dafio que uno que refiera que no usa bloqueadores solares. Por tanto, el
vinculo del genotipado del MC1R con el analisis del ADNmt proporciona a los profesionales sanitarios la
informacion Unica que necesitan para dar recomendaciones mejor fundamentadas a aquellos bajo su cuidado.

Valoracién de agentes terapéuticos y productos para el cuidado de la piel

El procedimiento de la presente invencion también se puede usar para un cribado generalizado de la piel con
fines tanto médicos como cosmeticéuticos. El procedimiento de la presente invencion se puede usar para realizar
un genotipado y/o para medir diversos biomarcadores asociados con el cancer de piel (tanto el melanoma como
el cancer de piel no melandémico). La habilidad para evaluar el nivel de dafio en el ADN en la piel de un individuo
debido a la radiacion UV en cualquier punto temporal y a partir de cualquier localizacién anatdmica externa,
proporciona la base para una prueba de cribado Unica e informativa para la salud de la piel y para evaluar la
seguridad y la eficacia de agentes terapéuticos, productos para el cuidado de la piel y regimenes de cuidado de
la piel existentes y nuevos. Ademas, al identificar los cambios genéticos especificos subyacentes a la
enfermedad o estado de la piel de un sujeto, se puede determinar facilmente si el paciente respondera, y en qué
medida, a un agente terapéutico, un producto para el cuidado de la piel o régimen particular.

Kits

Los materiales de toma usados en el procedimiento de la presente invencion pueden estar envasados, en
funcién de la aplicacion deseada, en un kit para el usuario o en un kit médico para su uso en un entorno clinico.
Los kits de este tipo podrian incluir no sélo uno o mas medios de muestreo, tales como hisopos estériles,
bastoncillos de algoddn o agujas, sino otros materiales necesarios para el genotipado y/o la identificacion de
mutaciones en el ADNmt.

Opcionalmente, los kits pueden incluir reactivos necesarios para desarrollar un ensayo de diagndéstico, tales
como tampones, sales, reactivos de deteccion y similares. También se pueden incluir en el kit otros
componentes, tales como tampones y soluciones para aislar y/o tratar una muestra de prueba. Uno o mas de los
componentes del kit pueden estar liofilizados y el kit puede comprender ademas reactivos adecuados para la
reconstitucion de los componentes liofilizados.

Cuando sea apropiado, el kit puede contener también recipientes de reaccion, recipiente de mezcla y otros
componentes que facilitan la preparaciéon de la muestra de prueba. Opcionalmente, el kit también puede incluir
instrucciones de uso, que se pueden proporcionar en formato impreso o en un formato legible por ordenador, tal
como un disco, un CD, un DVD o similar.

Para lograr un mejor entendimiento de la invencion descrita en el presente documento, se exponen los ejemplos
siguientes. Se entendera que estos ejemplos pretenden describir modo de realizacion ilustrativo de la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: analisis de la delecién de 3895 pb del ADNmt humano
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Se uso el procedimiento de la presente invencién para analizar la delecién de 3895 pb del ADNmt identificada en
la solicitud PCT n.° WO/06/111029. La toma y extraccion del ADNmt se desarrolld6 como se indica a continuacion.

1. Se tomaron muestras de piel hisopando un sitio de piel aproximadamente 15 veces con un hisopo estéril.
Se tomaron muestras de piel del talén (n = 41), nariz (n = 43), parte interior del brazo (n = 20), oreja (n = 5),
hombro (n = 5), nalga (n = 5) y espalda (n = 5).

2. Se extrajo el ADNmt usando un kit disponible comercialmente (microkit de ADN QiaAMP™, n.° de
producto 56304, Qiagen, Maryland, EE. UU.) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

3. Se cuantificd el ADN bicatenario de piel humana con el kit de ensayo Quant-it™ dsDNA HS (n.° producto
Q32851, Invitrogen, California, EE. UU.) en el fluorimetro Qubit™ (n.° de producto Q32857), Invitrogen,
California, EE. UU.).

4. Después, se cuantifico el nivel de la delecion de 3895 pb por PCR en tiempo real (rt-PCR) usando el iQ
Sybr Green Supermix™ (n.° de producto 170-8882, Bio-Rad, California, EE. UU.) y los siguientes
cebadores:

Directo 5'-CTGCTAACGCCATACCCCGAAAATGTTG-3' (SEQ ID NO: 5);
Inverso 5'-GAAGGATTATGGATGCGGTTGCTTGCGTGAG-3' (SEQ ID NO: 6).

En este ejemplo, se usa el par de cebadores de amplificacion para amplificar una region objetivo indicativa de la
presencia de la delecion de 3895 pb. El cebador directo solapa con una regiéon de ADNmt sometida a empalme
después de producirse la delecion de la secuencia de 3895 pb (es decir, un empalme en una posicion entre 547
a 4443 del genoma de ADNmt). Por lo tanto, solamente se puede producir la extension del cebador solapante
para crear el producto de amplificaciéon de tamafio correcto si se elimina la seccion de 3895 pb.

En la etapa de cuantificacion de la delecion de 3895 pb, se configuré la reaccion de RT-PCR como sigue:

12,5 ul de iQ Sybr Green Supermix™;

350 nmol de cebador directo (SEQ ID NO: 5);

350 nmol de cebador inverso (SEQ ID NO: 6);

5 ul de molde (aproximadamente 0,5 ng de ADN bicatenario);
agua hasta 25 ul;

Parametros de ciclado:

Etapa 1. 95 °C durante 3 minutos;

Etapa 2. 95 °C durante 30 segundos;

Etapa 3. 67,5 °C durante 30 segundos;

Etapa 4. 4,72 °C durante 30 segundos;

Etapa 5. Lectura de placa 45 ciclos de las etapas 2-5

Curva de fusién 55-110 °C lectura cada 3 segundos en intervalos de 1 °C
Mantener a 10 °C durante 10 minutos.

Los resultados de estos ensayos se muestran en las figuras 1 a 3 y demuestran una distincion clara entre
hisopos de piel adquiridos de zonas raramente expuestas a la luz del sol/radiacién UV (es decir, talén y nalgas) y
las que se exponen habitualmente (nariz y oreja). En zonas que reciben un nivel mayor de radiacion UV, tales
como la nariz y los hombros, los niveles de la delecién de 3895 pb son significativamente elevados en
comparacion con las zonas generalmente protegidas de la radiaciéon UV, tales como el talén y las nalgas.

Como se muestra en las figuras 1y 2, los umbrales de ciclo (Ct) de la PCR en tiempo real para la delecién de
3895 pb indican que hay una mayor incidencia de la delecién en sitios de la piel expuestos a la radiacion UV
habitualmente (nariz u oreja) u ocasionalmente (hombro o espalda) en comparacion con los sitios que raramente
estan expuestos (talon o nalgas).

La figura 3 muestra que el ADNmt tomado de las células epiteliales obtenidas de sitios que se exponen
habitualmente a la radiacion UV (p. €j., nariz y oreja) se caracteriza por presentar niveles mas elevados del
marcador de delecion de 3895 pb que el ADNmt tomado de células epiteliales obtenidas de sitios que raramente
se exponen a la radiacion UV (p. €j., talon o parte interna del brazo).

Estos resultados también demuestra la eficacia de tomar muestras de piel de acuerdo con la presente invencién
con el fin de obtener ADNmt suficiente para desarrollar los ensayos. Como tal, los procedimientos de toma de
piel no invasivos de la presente invencién son igualmente eficaces para obtener ADNmt para analisis que las
metodologias invasivas, por ejemplo, los procedimientos usados en la publicacion PCT n.° WO/06/111029 del
solicitante.
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Ejemplo 2: comparacion de procedimientos de toma de piel

Se probaron cinco metodologias de toma de piel no invasivas con el fin de identificar cual, de haberla, daria una
cantidad y una calidad suficientes de acidos nucleicos para analisis moleculares tales como la PCR cuantitativa
en tiempo real. Los cinco procedimientos probados fueron:

* Retirada de cinta adhesiva usando cinta adhesiva quirurgica;

« Tira adhesiva Biore®;

* Hisopo estéril humedecido con acido mandélico al 8 %;

* Hisopo estéril humedecido con agua destilada; y

* Banda de cera.

La cinta adhesiva, la tira Biore y la banda de cera se aplicaron a la superficie de la piel después de la aplicacion
de isopropanol al 70 % para esterilizar la zona. Se aplicé una presion firme y después se retiré rapidamente la
cinta o banda. Los hisopos se depositaron en primer lugar en una solucion estéril de acido mandélico al 8 % o en
agua destilada y después se frotaron con firmeza sobre el sitio de interés de la piel después de haber limpiado la

piel con isopropanol al 70 %.

Después de la toma de células epiteliales de 3 individuos, se deposité cada medio de toma en 200 ul de solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) y se incub6 durante la noche a 56 °C.

Después, se sometieron todas las muestras a la extracciéon de acidos nucleicos usando el minikit de ADN
QiaAMP™ de Qiagen, con el protocolo de hisopos bucales (n.° de producto 51304). Se cuantificaron las
muestras purificadas usando el espectrofotémetro NanoDrop™ ND-1000 para determinar si el procedimiento de
extraccion era satisfactorio.

Tabla 1: determinacion de la cantidad de ADN extraido de la piel tomada mediante cinco procedimientos no
invasivos

ID de la muestra Concentracion de A260nm Paridad ADN
ADN ng/ul ratio 260:280
1 Biore -0,42 -0,008 0,48
1 hisopo con agua 5,03 0,101 1,6
1 hisopo con acido mandélico 5,05 0,101 1,74
1 cinta adhesiva quirdrgica 2,22 0,044 4.4
1 cera 3,52 0,07 1,69
2 Biore -0,02 0 -0,09
2 hisopo con agua 2,74 0,055 1,97
2 hisopo con acido mandélico 49 0,098 1,82
2 cinta adhesiva quirurgica 2,99 0,06 1,78
2 cera 2,17 0,043 184
3 Biore -0,26 -0,005 0,24
3 hisopo con agua 3,26 0,065 3,15
3 hisopo con acido mandélico 2,71 0,054 12,1
3 cinta adhesiva quirurgica 2,45 0,049 4,26
3 cera 2,67 0,053 4,25

Al tener en cuenta tanto la concentracion de acidos nucleicos como la pureza de la muestra, se obtuvieron los
resultados mas coherentes para las muestras de hisopos usando agua o acido mandélico como agente
humectante, o para las muestras de cera.

A continuacion, se realizé una PCR en todas las muestras para determinar si habia inhibidores de la

amplificacion presentes o se habia producido una degradacion significativa de la muestra durante el
procesamiento. Se amplificaron las muestras de acuerdo con las siguientes condiciones:
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Tabla 2: condiciones de PCR para amplificacién de las muestras

Reactivo Concentracion final en la reaccion
Tampoén de reaccion 10X 1X

dNTP 0,4 mM cada uno

BSA 1X

cebador 12s (directo) 0,4 uM

cebador 12s (inverso) 0,4 uM

Taq LA (Takara p/n RR002B |1,25 unidades

Reactivo Concentracion final en la reaccion
Molde 5 ul (de la concentracion anterior)
Agua Hasta 25 ul

Los cebadores usados eran cebadores de ADN mitocondrial con la secuencias que se proporcionan a
continuacion: secuencia de cebador directo 12s 5'-CGTTCCAGTGAGTTCACCCTC-3' (SEQ ID NO: 7) secuencia
de cebador inverso 12s 5'-CACTCTTTACGCCGGCTTCTATT-3' (SEQ ID NO: 8)

Se ciclaron las reacciones de amplificacion en un DNA Engine Tetrad (Bio-Rad) de acuerdo con el siguiente
protocolo:

1. 94 °C durante 2 minutos

2. 94 °C durante 30 segundos

3. 64 °C durante 30 segundos
4.72 °C durante 30 segundos

5. Repetir las etapas 2-4 39 veces
6.4 °C MANTENER

Después, se sometieron los productos de amplificacion a electroforesis en un gel de agarosa al 2 % y se tifieron
con bromuro de etidio. Los resultados de la amplificacion se proporcionan en la figura 4, donde la mitad superior
del gel contiene:

Carril 1 500 ng de 100 pb de GeneRuler SM0323 (Fermentas)
Carril 2 Biore del individuo 1

Carril 3 hisopo con agua del individuo 1

Carril 4 hisopo con acido mandélico del individuo 1
Carril 5 cinta adhesiva quirurgica del individuo 1
Carril 6 cera del individuo 1

Carril 7 Biore del individuo 2

Carril 8 hisopo con agua del individuo 2

Carril 9 hisopo con acido mandélico del individuo 2
Carril 10 cinta adhesiva quirurgica del individuo 2
Carril 11 cera del individuo 2

Carril 12 vacio

Carril 13 control negativo de la amplificacion

Carril 14 control positivo de la amplificacion
Carriles 15-18 vacios

Y donde la mitad inferior del gel contiene:

Carril 1 Biore del individuo 3

Carril 2 hisopo con agua del individuo 3

Carril 3 hisopo con acido mandélico del individuo 3

Carril 4 cinta adhesiva quirurgica del individuo 3

Carril 5 cera del individuo 3

Carril 6 500 ng de 100 pb de GeneRuler SM0323 (Fermentas)

Carril 7 control negativo de extraccion con Biore

Carril 8 control negativo de extraccion con hisopo con agua

Carril 9 control negativo de extraccion con hisopo con acido mandélico
Carril 10 control negativo de extraccion con cinta adhesiva quirirgica
Carril 11 control negativo de extraccion con cera

Carril 12 vacio
14
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Carril 13 control negativo de la amplificacion (carga por duplicado del carril 13 anterior)
Carril 14 control positivo de la amplificacion (carga por duplicado del carril 14 anterior)
Carriles 15-18 vacios

Resultados

No se amplific6 nada de ADNmt del ADNmt tomado de células epiteliales recogidas usando las tiras Biore. Los
hisopos tanto de agua como de acido mandélico se amplificaron, si bien el hisopo de agua se amplific6 mas
claramente. La cinta adhesiva quirtrgica se amplificé de forma esporadica. La cera se amplifico claramente,
aunque es probable que el control negativo de la extraccion del carril 11 de la mitad inferior del gel se
contaminara como consecuencia de la naturaleza no estéril o de las dificultades de manipulacion asociadas con
la cera.

Con todos los factores considerados, este ejemplo demostré que el uso de un hisopo estéril es el procedimiento
preferente de toma de una muestra de piel no invasiva. El hisopo puede estar seco o humedecido con diversos
liquidos para facilitar la toma o el tamponamiento de la muestra.

Ejemplo 3: comparacion de procedimientos de toma de piel adicionales

En este ejemplo, se probaron cinco procedimientos adicionales de toma de muestras de piel no invasivos con el
fin de identificar cual, de haberlo, daria una cantidad y una calidad suficientes de acidos nucleicos para analisis
moleculares tales como la PCR cuantitativa en tiempo real.

Se tomaron muestras de piel de un Unico individuo dos veces usando los procedimientos siguientes:

* raspado de la piel usando un bisturi estéril

* raspado de la piel usando un raspador de madera

* superficie pegajosa de una almohadilla adhesiva (almohadilla de limpieza CapSure™, Arcturus)

* pelicula de LCM MacroCap™ (Arcturus)

» pelicula calentada de LCM MacroCap™ (Arcturus)

En primer lugar, se preparo la piel limpiandola con una toallita de isopropanol al 70 %. El raspador de madera y
el bisturi se pasaron con firmeza sobre la superficie de la piel para retirar células epiteliales y después se
depositaron en un tubo de centrifuga. La almohadilla adhesiva y las peliculas se presionaron con firmeza contra
la piel sin frotarlas para tomar células epiteliales.

Se procesaron las multiples tomas usando dos procedimientos de extraccién de acidos nucleicos diferentes. El
primer conjunto se extrajo usando una digestion con proteinasa K, bien conocida en la técnica, mientras que el
segundo conjunto se extrajo usando el minikit de ADN QiaAMP (Qiagen 51304).

Después, se cuantificaron las muestras procesadas con el kit de Qiagen usando el espectrofotometro NanoDrop
ND-1000. No se hizo con las de la digestién con PK, ya que no estaban lo suficientemente limpias para facilitar

este tipo de cuantificacion.

Tabla 3: determinacion de la cantidad de ADN extraido de la piel tomada mediante procedimientos de toma
adicionales (ADN extraido con Qiagen)

ID de la muestra Concentracion de ADN ng/ul A260nm Paridad ADN

ratio 260:280
Tampodn AE -1,09 -0,022 1,6
Raspador de madera 2,06 0,041 0,95
CapSure 5,59 0,112 1,29
Bisturi 2,32 0,046 1,41
Control negativo bisturi 1,19 0,024 0,8
Control negativo de CapSure 2,47 0,049 1,2
Control negativo de raspador de madera 2,92 0,058 1,35
Control negativo del kit de QiaGEN 2,4 0,048 1,83

Se amplificaron las muestras de acuerdo con el protocolo que se proporciona en el ejemplo 2.
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Después, se sometieron los productos de amplificaciéon a electroforesis en un gel de agarosa al 2 % y se tifieron
con bromuro de etidio. Se muestran los resultados en la figura 5, donde el gel contiene:

Carril 1 500 ng de GeneRuler de 100 pb (SM0323)

Carril 2 control negativo de la amplificacion

Carril 3 control positivo de la amplificacion

Carril 4 tampon de PK raspador de madera

Carril 5 tampon de PK raspado con bisturi

Carril 6 tampon de PK almohadilla CapSure

Carril 7 tampoén de PK MacroCap

Carril 8 tampon de PK MacroCap calentada

Carril 9 tampén de PK control negativo de extraccion con raspador de madera
Carril 10 tampdn de PK control negativo de extraccion con raspado con bisturi
Carril 11 tampdn de PK control negativo de extraccion con CapSure

Carril 12 tampdn de PK control negativo de extraccion con MacroCap

Carril 13 tampdn de PK control negativo de extraccion con MacroCap calentada
Carril 14 QiaAMP raspado con bisturi

Carril 15 QiaAMP almohadilla CapSure

Carril 16 QiaAMP raspador de madera

Carril 17 QiaAMP control negativo de extraccion con raspado con bisturi
Carril 18 QiaAMP control negativo de extraccion con CapSure

Carril 19 QiaAMP control negativo de extraccion con raspador de madera
Carril 20 QiaAMP control negativo de reactivo

El rapado con bisturi y MacroCap™ se amplificaron usando el tampoén de PK, mientras que la almohadilla
CapSure™ se amplifico bien usando el kit QaAMP ™. Al comparar con el hisopado de la piel, se observé que la
cantidad de ADNmt tomado y la cantidad de producto amplificado obtenido usando los procedimientos probados
en este ejemplo no eran tan eficaces.

Ejemplo 4: toma de muestras de piel con aguja

Se usaron agujas para tomar muestras de piel de 5 sitios del cuerpo diferentes de 9 individuos. Los sitios del
cuerpo incluian la cejas, I6bulo de las oreja, nuca, mano y talon.

Usando una aguja como se describe anteriormente, se pellizcd o se tenso la piel entre el dedo pulgar y el indice
de la mano del que toma la muestra. Se paso la aguja a través de la piel, extrayendo muy poco o nada de
sangre. Se extrajo la muestra de piel de la aguja depositando solucién salina tamponada con fosfato en la
columna de la aguja y haciendo salir la muestra de la aguja con un émbolo hacia un tubo estéril. Después, se
extrajo ADN de este volumen que contenia el tejido epitelial usando el minikit de ADN QiaAMP™ (Qiagen, n.° de
producto 51304).

Después, se amplificaron las muestras con el fin de identificar la delecién de 3895 pb del ADNmt. Las

condiciones de reaccion y los parametros de ciclo para este ejemplo fueron los mismos que para el ejemplo 1
proporcionado anteriormente. Los resultados se presentan en la tabla 4

Tabla 4: resultados para muestras de piel tomadas con aguja

Umbral del ciclo Umpral del
Muestra cl) Muestra ciclo
C(t)
Ceja izquierda del sujeto 1 25,82 Ceja izquierda del sujeto 6 22,15
Lobulo de la oreja izquierda del sujeto 1 25,98 Lobulo de la oreja izquierda del 19,87
sujeto 6
Cuello del sujeto 1 26,26 Cuello del sujeto 6 25,87
Mano derecha del sujeto 1 26,73 Mano derecha del sujeto 6 27,91
Talén derecho del sujeto 1 27,93 Ceja izquierda del sujeto 7 29,89
Ceja izquierda del sujeto 2 30,85 Lobulo de la oreja izquierda del 19,18
sujeto 7
Lobulo de la oreja izquierda del sujeto 2 25,6 Cuello del sujeto 7 25,49
Cuello del sujeto 2 23,92 Mano derecha del sujeto 7 23,41
Mano derecha del sujeto 2 27,01 Talén derecho del sujeto 7 27,05
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(continuacion)

Umbral del ciclo Umpral del
Muestra ) Muestra ciclo
C(t)
Talén derecho del sujeto 2 35,55 Ceja izquierda del sujeto 8 21,82
Ceja izquierda del sujeto 3 29,64 Lobulo de la oreja izquierda del 21,32
sujeto 8
Lobulo de la oreja izquierda del sujeto 3 23,51 Cuello del sujeto 8 23,51
Cuello del sujeto 3 24,52 Mano derecha del sujeto 8 16,35
Mano derecha del sujeto 3 22,47 Talén derecho del sujeto 8 20,57
Ceja izquierda del sujeto 4 24,23 Ceja izquierda del sujeto 9 25,09
Lobulo de la oreja izquierda del sujeto 4 23,64 Lobulo de la oreja izquierda del 26,76
sujeto 9
Cuello del sujeto 4 24,96 Cuello del sujeto 9 27,74
Mano derecha del sujeto 4 25,93 Mano derecha del sujeto 9 25,24
Talén derecho del sujeto 4 23,58 Talén derecho del sujeto 9 22,39
Ceja izquierda del sujeto 5 22,35
Lobulo de la oreja izquierda del sujeto 5 24,39
Cuello del sujeto 5 22,06
Mano derecha del sujeto 5 22,04
Talén derecho del sujeto 5 22,6

Resulta evidente que el material obtenido a través de este procedimiento de toma es suficiente para realizar
analisis moleculares tales como la PCR en tiempo real. Especificamente, se ha detectado y cuantificado el
producto de amplificacion indicativo de la delecion de 3895 pb del ADNmt, como se demuestra en la tabla 4. Por
lo tanto, la toma de muestras de piel por medio del procedimiento de toma con aguja da suficiente ADN para su
uso en un ensayo de este tipo.

Ejemplo 5: deteccion de variantes del MC1R

Se tomaron muestras bucales de tres sujetos. Todos los sujetos se enjuagaron la boca con agua corriente o
embotellada y expulsaron el agua. Se sacé un hisopo de algodén de su envase protector y se tomd por el asa.
Sujetando el asa del hisopo de algoddn, se dispuso la punta de algodén dentro de la boca del sujeto y se froto la
punta de algodon sobre el interior del carrillo durante 30 segundos. Se dispusieron los hisopos en tubos estériles
y se cerraron para su procesamiento adicional.

Se determind la deteccion de alelos especificos usando ABI, un ensayo de genotipado de SNP por g°PCR
Tagman. Se sometio a todos los sujetos a pruebas para las siete variantes alélicas D84E, R142H, R151C,
R160H, D294H, V60L y VO2M.

Se identificaron los genotipos para D84E, R142H, R151C, V60L y V92M con ensayos ABI (https://products
appliedbiosystems.com/ab/en/US/direct/) como sigue

V60L-n.°de ensayo C751905410
D84E-n.°de ensayo C751905520
V92M-n.°de ensayo C203340520
R142H-n.°de ensayo C2754163410
R151C-n.°de ensayo C203340420

Para la deteccion de las variantes del alelo D294H se usaron cebadores y sondas a la medida, como se enumera
a continuacion.

Cebador directo MC1R-294: CGCCCTCATCATCTGCAATG SEQ ID NO: 9;
Cebador inverso MC1R-294: GGCTGTGGAAGGCGTAGAT SEQ ID NO: 10;
Sonda 1 MC1R-294V1VIC: CCATCATCGACCCCCT SEQ ID NO: 11;
Sonda 2 MCIR-294M1 FAM: CCATCATCCACCCCCT SEQ ID NO: 12.

Las condiciones de reaccion usadas para todos los ensayos fueron las descritas esquematicamente en el
protocolo de ensayos de genotipado de SNP Tagman™.

Se realizaron pruebas para la variante alélica R160H usando una digestion con Sac Il. Se usaron cebadores para
amplificar una region objetivo del ADN del gen MC1R. Después se someti6 el producto de amplificacion a una
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digestion con Sac |l. Los carriles de 1 a 4 del gel (véase la figura 12) muestran los resultados para los tres
sujetos sometidos a las pruebas y la muestra de control. Las cuatro muestras eran de tipo natural homocigotas.
El tamanio del producto de amplificacion indicativo de un tipo natural homocigoto para este sitio alélico es de 436
pb, lo que después de la digestion con SAC Il da un producto de 327 pb. En variantes homocigotas no se
produce la digestion y, por tanto, todo el producto de amplificacién por PCR mantiene un tamario de 436 pb.

Los resultados de las pruebas se muestran en las figuras de 6 a 12. Se realizaron dos pruebas para cada
individuo y también se someti6é a prueba una muestra de control dos veces. El genotipo de la muestra de control
era heterocigoto para V60L, variante homocigota para V92M y natural para el resto de los alelos. Se determind
que el primer individuo sometido a prueba tenia piel de tipo 3 (no se observaron variantes del MC1R). Se
determiné que el segundo individuo sometido a prueba tenia piel de tipo 3 (no se observaron variantes del
MC1R). Se determind que el tercer individuo sometido a prueba tenia piel de tipo 2 (homocigoto para las
variantes V60L y R151C y heterocigoto para R142H).

Resulta evidente que el material obtenido a través de este procedimiento de toma es suficiente para el
genotipado del MC1R. Especificamente, la toma de muestras de ADN por medio del procedimiento de toma con
hisopos bucales da ADN suficiente para su uso en un ensayo de este tipo.

Ejemplo 6: analisis de la eficacia de los regimenes de bloqueo solar
Antecedentes:

El UVB es el espectro de la RUV que provoca eritema (quemadura solar), la indicacion visual de que se ha
producido una sobreexposicion a la radiacion UV. Se suelen usar la frecuencia y la gravedad del eritema como
medida del éxito de los habitos de proteccién del sol de un individuo. Sin embargo, se sabe que el UVA
contribuye al dafio en la piel y el ADN, aunque hasta hace poco los bloqueadores solares y las pantallas solares
no contenian agentes destinados a bloquear el UVA. Por tanto, se crea una situacion en la que un individuo que
usa bloqueador solar se protegia de los efectos inductores del eritema del UVB, pero que quizas sufria una
exposicion ain mas prolongada a los efectos mutagenos del UVA de lo que habria sido de otro modo. Un
individuo en esta situacion referiria que usa bloqueadores solares y el profesional sanitario evaluaria de forma
errénea que se adoptan medidas para evitar el dafio por RUV cuando, de hecho, el paciente no se estaba
protegiendo del UVA y los riesgos finales podrian seguir siendo muy altos.

Como se lleva a cabo en el ejemplo 1, la medida del nivel de la delecién de 3895 pb del ADN mitocondrial en la
epidermis tomada con un hisopo de algodén en intervalos regulares, tales como bisemanales o mensuales,
puede proporcionar a los profesionales sanitarios un herramienta de supervision cuantitativa en tiempo real para
comparar frente a las recomendaciones de tratamiento para determinar su eficacia en la prevencion del dafo de
la piel provocado por la RUV.

Esta metodologia de toma permite un muestreo regular sin efectos secundarios o molestias. El hisopo da
concentraciones de acidos nucleicos extremadamente bajas (aproximadamente 0,1 ng) que no resultarian utiles
para un ensayo dirigido al ADN nuclear; sin embargo, los objetivos de ADN mitocondrial, tales como la delecion
de 3895 pb son mucho mas abundantes (aproximadamente 1000 veces mas) y son especialmente adecuados
para un procedimiento de toma con rendimientos tan extremadamente bajos.

Estudio:

La utilidad del analisis de la delecion del ADNmt para identificar malos habitos de exposicién al sol o
procedimientos de proteccion ineficaces se demuestra con los resultados de dos individuos de edad y tono de
piel similares. El paciente 202 no usaba bloqueadores solares en absoluto, mientras que el paciente 225 usaba
bloqueadores solares de forma eficaz. Sus niveles de dafio reflejan este comportamiento, al presentar el paciente
202 una cantidad aproximadamente 10 veces mayor de la delecidon de 3895 pb que indica niveles altos de dafio
en el ADN por exposicion a RUV que el paciente 225 (donde una diferencia de 3 CT es equivalente a una
diferencia de 10 veces en la cantidad de objetivo). Aunque los fenotipos de estos dos individuos indican que el
riesgo de dafio en la piel asociado con RUV seria similar o equivalente, la delecion de 3895 pb vinculada a la
toma con hisopos no invasiva puede demostrar que el paciente 202 presenta un riesgo mayor, probablemente
debido a las diferencias conductuales tales como el uso de bloqueadores solares.

Tabla 5: perfil del paciente y factores de riesgo de dafio por RUV

PACIENTE | CT (delecion de 3895 pb) | EDAD SEXO Cabello Piel Uso eficaz de filtros solares
202 23,16 25 Hombre Negro | Marrén oscuro No
225 26,06 28 Mujer Marrén Beige claro Si
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Ejemplo 7: analisis de variantes del MC1R y delecién del ADNmt para predecir la eficacia de regimenes de
cuidado solar

A continuacion se demuestra la utilidad combinada de realizar tanto un seguimiento del dafio en el ADN con el
biomarcador de la deleciéon de 3895 pb asociado con la RUV como indicador para estimar la eficacia de
regimenes de cuidado solar, como de determinar el estado de las variantes del MC1R, donde dos pacientes de
edad, color de piel y uso de bloqueadores solares similares presentan niveles diferentes de dafio en el ADN,
probablemente como subproducto de diferentes genotipos del MC1R. El paciente 300 no tiene variantes
asociadas con un aumento de la propension a los efectos dafiinos de la RUV en la piel, mientras que el paciente
303 tiene una variante en la posicion de aminoacido 92. Aunque los pacientes son muy similares en cuanto al
fenotipo y su puntuacion en la escala de fototipos de Fitzpatrick seria muy parecida (tipo 3), el aumento de la
propension se refleja en un nivel de dafio en el ADN 3 veces mayor en el paciente que tiene la variante del
MC1R que en paciente sin variantes (donde una diferencia de 1 CT es aproximadamente una diferencia de 3
veces en la cantidad objetivo).

Tabla 6: analisis comparativo de la variacion del MC1R y la deleciéon en el ADNmt para dos pacientes

\Variante del MC1R
(posicion de aminoacidos)
i Uso eficaz de
PACIENTE|CT de ladelecion| ¢, 144105 114211511160294EDAD|SEXO|Cabellg 1 O™° bloqueadores
de 3895 pb de piel
solares
303 26,1 0 |0|1|0|0]|0]| 0| 42 |Mujer|Negro Cetrino Si
300 27,11 0 |0/|0|0|0|0]| 0| 45 |Mujer|Marron Cetrino Si

Como se analiza previamente, el dafio provocado por la RUV es un proceso multifactorial y, en consecuencia, no
se puede suponer que un individuo con variantes del MC1R tenga siempre mayores dafios que un individuo sin
ellas, como tampoco es el caso de que un individuo que refiera un uso regular de bloqueadores solares tenga
necesariamente menor dafio que uno que refiera que no usa bloqueadores solares. La combinacion de estas dos
pruebas proporciona al profesional sanitario la informacién necesaria para realizar recomendaciones mejor
fundamentadas a aquellos bajo su cuidado.

Las dos tablas siguientes ilustran este punto, ya que, por lo general, los individuos con y sin variantes estan
representados de igual manera en todo el espectro de dafio en el ADN.

Tablas 7A y 7B: comparacién de la variacion del MC1R con el nivel de dafio en el ADN

A.
% de la poblacién% de la poblacion
con variantes sin variantes
dafio bajo 30 70
dafio promedio 37 63
dafio alto 44 58
B.
Dafio 60 | 84|92 | 142 | 151 | 160 | 294 |SUMA(SINV| UNAV |[DOSV| >0V N.° de
pacientes
Bajo 0] 0] 1 1 8 8 1 19 6 9 5 14 20
Prom. 101 |18 3 16 16 4 68 28 28 20 48 76
Alto 2 1 2 0 2 5 0 12 7 6 3 9 16
sin v Pacientes sin variantes
unav Pacientes con una variante heterocigética en v60, v80 o v92
dos v Pacientes con dos variantes heterocigéticas o una homocigética en v60, v80 y/o v92.
>0v Pacientes con al menos una variante en v60, v80 o v92
Bajo Grupo con dafio bajo; el C(t) esta una desviacion estandar por encima de la media de la poblacion
Prom. + alto Grupo con dafio promedio y superior; el C(t) esta menos de una desviacion estandar por encima de

la media de la poblacién
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En las dos tablas siguientes se observa una excepcion al tener en cuenta Unicamente variantes que tipicamente
no se asocian con un fenotipo de riesgo. Estas variantes en las posiciones de aminoacido 60 y 92 estan
infrarrepresentadas en la poblacion con riesgo bajo, lo que quizas indica que su combinacion exclusiva de
propensién al dafio como consecuencia de la variantes del MC1R vinculada con una ausencia de indicios
visuales tales como la piel clara o el cabello pelirrojo, que indican un riesgo aumentado, da lugar a un nivel de
dafo consistentemente mas alto en los portadores.

Tabla 8: comparacion de las variantes v60 y v92 del MC1R frente al nivel de dafio en el ADN

Pruebas de proporciones agrupadas usando solamente v60 y v92

Daino SINV >0V N.° de
pacientes
Bajo 19 1 20
Prom. + alto 63 29 92
n1|n2|p1|p2|n1+n2|1/n1+1/n2| p1hat | p2hat | delta | phat | phat(1-| =z p |¢siga|¢siga
phat phat) 0,957 0,907
bajo |[sinv|20[92|19 (63| 112 0,06 0,95 | 0,68 | 0,27 |0,73| 0,20 | 2,43 |0,02| Si Si
frentea |>0v |20 92| 1 |29| 112 0,06 0,05 | 0,32 | 0,27 | 0,27| 0,20 | 2,43 [0,02| Si Si
prom.+
alto
SinV Pacientes sin variantes
unav Pacientes con una variante heterocigética en v60, v80 o v92
dos v Pacientes con dos variantes heterocigéticas o una homocigética en v60,
v80 y/o v92
>0v Pacientes con al menos una variante en v60, v80 o v92
Bajo Grupo con dafio bajo; el C(t) esta una desviacion estandar por encima de la media de la poblacién

Prom. + alto  Grupo con dafio promedio y superior; el C(t) estd menos de una desviacion estandar por encima

de la media de la poblacién
Ejemplo 8: muestreo con aguja para la determinacion de la fotoedad

Una herramienta adicional que hace uso de un procedimiento de muestreo minimamente invasivo vinculado con
un marcador mitocondrial para evaluar la exposicion a RUV se proporciona realizando un muestreo del tejido
epitelial de la cara o la cabeza, tal como el I6bulo de la oreja o cerca del arco superciliar, con una aguja de
calibre pequefio (calibre 28), expulsar el microntcleo en una solucion, realizar la extraccion del acido nucleico y
medir la cantidad de un objetivo mitocondrial asociado con el dafio por RUV tal como la delecion de 3895 pb
(véase el ejemplo 1). Después, se compara este resultado con una base de datos de resultados y se clasifica en
una cohorte de edad basandose en el nivel de deleciéon de 3895 pb. La base de datos se crea midiendo los
niveles de delecion de 3895 pb en varios individuos en intervalos de 5 afios con edades de entre 0 y 80 afios,
hallando agrupaciones o medias para cada intervalo, eliminando los valores atipicos y estableciendo la
correlacion del intervalo del nivel de delecion de 3895 pb con un intervalo de edad. Por ejemplo, se pueden
correlacionar valores de CT desde 21,5-23,5 con un intervalo de edad de 45-65 afios. Después, se compararian
los resultados de la prueba de un individuo con su edad cronoldgica para determinar su presenta un fotodafio
mayor o menor que otros individuos de su grupo de edad y asignarle una fotoedad con base en su resultado.

Para crear esta base de datos, se tomaron micronucleos de 289 individuos, tanto de su l6bulo de la oreja como
del arco superciliar. Como se muestra en la figura 13, después de la extraccion del ADN y cuantificacion del nivel
de delecion de 3895 pb, se construyd la base de datos como se describe anteriormente con cohortes de edad
clasificadas en 3 grupos con una diferencia significativa entre ellos (p<0,01).

20




Ln

a3

"
Ln

F.a
Ln

(41
Ln

Ln
Ln

&0

Listado de secuencias

<110> Genesis Genomics Inc.

ES 2 523 684 T3

<120> Procedimientos para someter a ensayo variantes del MC1R y marcadores mitocondriales en muestras de

piel

<130> 102222/00047

<140> -

<141> 14-10-2008

<150> PCT/CA2007/001790
<151> 11-10-2007

<150> US 60/999.074
<151> 15-10-2007

<160> 12

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 12674
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

gatcacaggt
cgtctggggg
gcagtatcty
acaggcgaac
acaattgaat
aacccccect
acaiagaacc
ttttaacagt
ctcatcaata
CCCCgaaaat
ctactctacc
ctgagtaggc
ccctegttec
ccttctaata
taccaatcaa
ccccttteac
tcttetcaca

aaacgtaagc

ctatcaccct
gtatgcacgc
tctttgattc
atacttacta
gtctgcacag
cccecgette
ctaacaccag
caccccccaa
caacccecyce
gttggttata
atctttgcag
ctagaaataa
acagaagctg
gctatcctct
tactcatcat
ttctgagtce
tgacaaaaac

crtctectea

attaaccact
gatagcattg
ctgcctcate
aagtgtgtta
ccactttcca
tggccacagce
cctaaccaga
ctaacacatt
ccatcctace
cccttcccgt
gcacactcat
acatgctagce
ccatcaagta
tcaacaatat
taataatcat
cagaggttac
tagcccccat

crctctcaat

cacgggagct
cgagacgcty
ctattattta
attaattaat
cacagacatc
acttaaacac
tttcaaattt
attttcccct
cagcacacac
actaattaat
cacagcgcta
ttttattcca
tttcctcacg
actctccgga
aatagctata
ccaaggcacc
ctcaatcata

cttatccatc

21

ctccatgcat
gagccggage
tcgcacctac
gcrtgtagga
ataacaaaaa
atctctgeca
tatcttttgg
cccactceca
acaccgctgce
cceetggecce
agctegeact
gttctaacca
caagcaaccg
caatgaacca
gcaataaaac
cctctgacat
taccaaatct

atagcaggca

ttggtatttt
accctatgte
gttcaatatt
cataataata
atttccacca
aaccccaaaa
cggtatgcac
tactactaat
taaccccata
aacccgtcat
gattttttac
aaaaaaraaa
catccataat
taaccaatac
taggaatagc
ccggectget

ctccctcact

gttgaggtgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080



n

(=]

&n

(%]

[
Ln

attaaaccaa
aataatagca
tatcctaact
actatctcge
ctccctagga
attcacaaaa
cctctacttc
caacgtaaaa
catcgeectt
atttaggtta
tctgtaacag
tttaattaag
cagctaagea
gggagaagcc
acctcggage
actcagccat
ccacaaagac
agctctaage
ccacatctac
acccatcata
tatggegttt
cctgctegea
cttagcaggg
cctagcaggt
aaaaccccct
agcagtccta
agaccgcaac
ccaacaccta
cggaataatc
aggratggtc
tatatttaca

catcgctatc

acccagetac
gttctaccgt
actaccgcat
acctgaaaca
ggcetgecce
aacaatagcce
tacctacgec
ataaaatgac
accacgctac
aatacagacc
ctaaggactg
ctaagccctt
ccctaatcaa
ccggcaggtt
tggtaaaaag
tttacctcac
attggaacac
ctcettattce
aacgtratcy
atcggaggct
ccecegeataa
tctgetatag
aactactccc
gtctcctcta
gccataacce
cttctectat
ctcaacacca
ttctgatttt
tcccatattg
tgagctatga
gtaggaatag

cccaccggeg

ES 2 523 684 T3

gcaaaatctt
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tgctctgagce
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4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
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aactatctat
ttcgetctaa
ttatcceccat
ccgtacgect
ccaccctage
ttctactgac
tagtaagcct
agtaaaaccc
cctagccatg
cacactaacc
ccacacacca
agtttttttc
ccaattagga
actcctaaac
tctaatagaa
tctctatttt
cggcatctac
tggctcaact
acatcacttt
atttctgtat
taacttccaa
fttaataatc
actcaacggc
cgceegegtc
tctagaaatt
aatagtratg
actacaaaaa
cgactcatta
actagcattt
cctactatge
caacacccac

cgaagcageg

aadacctagcec
gattaaaaat
actagttatt
aaccgetaac
aatatcaacc
tatcctagaa
ctacctgcac
agcccatgac
tgatttcact
atataccaat
cctgtccaaa
ttcgcaggat
gggcactggc
acatccgtat
aacaaccgaa
accctecrtac
ggctcaacat
ttcctcacta
ggcttegaag
gtctccatct
ttaactagtt
aacaccctcc
tacatagaaa
ccrtttcteca
gecctecttt
tcatceccrct
ggattagact
aattatgata
accatctcac
ctagaaggaa

tccctcttag
gtgggcctag
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atggccatce
gccctagece
atcgaaacca
attactgcaqg
attaaccttc
atcgergtey
gacaacacat
ccctaacagg
tccactccat
gatggcgcga
aaggccttcg
ttttctgagce
ccecaacagg
tactcgeate
daCcaaataat
aagcctcaga
trtttgtagc
tctgcttcat
cegecgectg
attgatgagg
ttgacaacat
tagccttact
aatccacccc
taaaattctt
tacccctace
tattaatcat
gaaccgaatt
atcatattta
ttctaggaat
taatactatc
¢ccaatattgt

ccctactagt

ccttatgage
acttcttacc
tcagcctact
gccacctact
cctctacact
ccttaatcca
aatgacccac
ggccctcetca
aacgctccte
tgtaacacoa
atacgggata
ctttrtaccac
catcaccccg
aggagtatca
tcaagcactg
gtacttcgag
cacaggcttc
ccgccdacta
atactggcat
gtcttactct
tcaaaaaaga
actaataatt
ttacgagtgc
cttagtagct
atgagcecta
catccragcec
ggtatatagt
CCaaatgcecc
actagtatat
gctgttcatt
gcctattgcec

ctcaatctcc
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gggcacagtg

acaaggcaca
cattcaacca
catgcaccta
tatcatcttc
agcctacgtt
caatcacatg
gcecctectaa
atactaggcc
gaaagcacat
atcctatita
tccagcectag
ctaaatcccc
atcacctgag
cttattacaa
tctcectrca
cacggacttc
atatttcact
tttgtagatg
tttagtataa
gtaataaact
attacatttt
ggcttcgacc
attaccttct
caaacaacta
ctaagtctgg
ttaaacaaaa
ctcatttaca
cgctcacacc
atagctactc
atactagtct

aacacatatg

attataggct
cctacacece
atagccetgg
attggaagcyg
acaattctaa
ttcacacttc
cctatcatat
tgacctccgg
tactaaccaa
accaaggeca
ttacctcaga
ccectaccecce
tagaagtccc
ctcaccatag
ttttactgag
ccatttecga
acgtcattat
ttacatccaa
tggtttgact
atagtaccgt
tcgeccttaat
gactaccaca
ctatatcccec
tattatttga
acctgecact
cctatgagty
cgaatgattt
taaatattat
tcatatcctc
tcataacccet
ttgcecgectg

gcctagacta

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
3460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180

6240

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
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cgtacataac
ccactgacat
attattagca
tcceccaacct
ctacccctca
aaactctacc
acagaactaa
atcacccgat
accctagtag
tcactaaaca
aacttaatat
cacttatgac
gcagtactct
ctgacaaaac
agctccatct
cacatagccc
gtcattctca
aactacgaac
ccactaatag
attaacctac
ctcctactta
acaacacaat
gaaaacaccc
atcattaccg
gacaacagag
gcccoccatgt
cttaggcccc
taaccaccct
acaaaaaaaa
gtctctteccce
actgagccac

taatattcat

ctaaacctac
gactttccaa
tcatccctct
tttcctccga
caatcatggc
tctctatact
tcatatttta
gaggcaacca
gcrcecertec
ttctactact
gactagctta
tccctaaaqc
taaaactagg
acatagccta
gcctacgaca
tcgtagtaac
taatcgccca
gcactcacag
ctttttgatg
tgggagaact
caggactcaa
ggggctcact
tcatgttcat
ggttttcctce
gcttacgacce
ctaacaacat
dadaatttitg
aaccctgact
ctcataccce
cacaacaata
aacccaaaca

ccctgtagea
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tccaatgcta
aaaacacata
actatttrtrt
ccccctaaca
aagccaacgc
aatctcccta
tatcttettc
gccagaacgc
cctactcalc
cactctcact
cacaatagct
ccatgtcgaa
cggctatggt
ccccttectt
aacagaccta
agccattctc
cgggcttaca
tcgcatcata
actrctagca
ctctgtgcta
catactagtc
cacccaccac
acacctatcec
ttgtaaatat
ccttatttac
ggctrtctca
gtgcaactcc
tccctaattc
cattatgtaa
ttcatgtgec
acccagctct

ttgttcgtta

aaactaatcg
atttgaatca
aaccaaatca
acceecectec
cacttatcca
caaatctecct
gaaaccacac
ctgaacgcag
gcactaattt
gcccaagaac
tttatagtaa
geececeatceg
ataatacgcc
gtactatccc
aaatcgctca
atccaaaccc
tcctcattac
atcctctctce
agecctegeta
gtaaccacgt
acagccctat
attaacaaca
cccattctee
agtttaacca
cgagaaagct
acttttaaag
aaataaaagt
ccececatect
aatccattgt
tagaccaaga
ccctaagcett

catggtccat

25

tcccaacaat
acacaaccac
acaacaacct
taatactaac
gtgaaccact
taattataac
ttatceccac
gcacatactt
acactcacaa
tatcaaactc
agataccrct
ctgggtcaat
tcacactcat
tatgaggcat
trgcatactc
cctgaagett
tattctgcct
aaggacttca
acctegeett
tctcctgatce
actcecteta
taaaaccctc
tcctatecect
aaacatcaga
cacaagaact
gataacagct
aataaccatg
taccacccte
<gcatccacc
agttattatc
caaactagac

catagaattc

tatattacta
ccacagccta
atttagctgt
tacctgacte
atcacgaaaa
attcacagcc
cttggctatc
cctattctac
caccctaggce
ctgagccaac
tracggactc
agtacttgce
tctcaacccc
aattataaca
ttcaatcagc
caccggcgca
agcaaactca
aactctactc
acccecceact
aaatatcact
catatttacc
attcacacga
caaccccgac
ttgtgaatct
gctaactcat
atccattggt
cacactacta
gttaacccta
tttattatca
tcgaactgac
tacttctcca

tcactgtgat

6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
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atataaactc
Cccatactaat
taggaattat

cagccattca

catgatttat

atccaagcct
taggtctcca
tccactcaag
cagaaaatag
tcgcagcagt
caagtcaact
tgcacatctg
tccacaacct
ctctecacttc
caggtttcta
gagccctate
ttettcteac
accccaccet
tcattactaa
aactcacagc
taaccaacaa
gattctacce
acctgeccect
cacagcacca
acttcctcte
cccecgageaa
actaatcaac
cctgacecet
accaccccat
aaaacactca
atcgctgtag

aaacccatat

agacccaaac
cttagttacc
atccticttg
agcaatccta
cctacactcc
cacccecacta
cccctgactce
cactatagtt
cccactaatc
ctgcgcectt
aggactcata
tacccacgece
taacaatgaa
aacctccctce
ctccaaagac
tattactctc
cctaacaggt
actaaacccc
caacatttcc
cctegetgtce
acttaaaata
tagcatcaca
actcctccta
aatctccacc
tttcttcttc
tcteaattac
gcccataatce
ctccttcata
catactcttt
ccaagacctc
tatatccaaa

aacctceccee
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attaatcagt
gctaacaacc
ctcatcagtt
tacaaccgta
aactcatgag
ctaggcctcc
ccctcageca
gtagcaggaa
caaactctaa
acacaaaatg
atagttacaa
ttcttcaaag
caagatattc
accattggca
cacatcatcg
atcgcetacct
caaccteget
attaaacgcc
ccegeatecc
actttcctag
aaatccccac
caccgcacaa
gacctaacct
tccatcatca
ccactcatee
aatatataca
atacaaagcc
aattattcag
cacccacagc
aacccctgac
gacaaccatc

aaaattcaga

tcttcaaata
tattccaact
gatgatacgc
tcggcgatat
acccacaaca
tcctageagce
tagaaggccc
tcttcttact
cactatgctt
acatcaaaaa
tcggcatcaa
ccatactatt
gaaaaatagg
gcctageatt
aaaccgcaaa
ccctgacaag
teeccacect
tggcageegg
ccttccaaac
gacttctaac
tatgcacatt
tcccctatct
gactagaaaa
cctcaaccca
taaccctact
ccaacaaaca
cccgcaccaa
cttcctacac
accaatccta
ccccatgect
attcccccta

ataataacac
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tctactcatc
gttcatecggc
ccgagcagat
cggtttcatc
aatagccctt
agcaggcaaa
caccccagtc
catccgctic
aggcgctatc
aatcgtagcec
gcaaccacac
tatgtgctcec
aggactactc
agcaggaata
catatcatac
cgcctatage
tactaacartt
aagcctattc
aacaatcccc
agccctagac
ttatttctcc
aggccttectt
gctattacct
aaaaggcata
cctaatcaca
atgttcaacc
taggatcctc
tattaaagtt
cctccatcge
caggatactc
aataaattaa

dcccgaccac

ttcctaatta
tgagagggcg
gccaacacag
ctcgccttag
ctaaacgcta
tcagcccaat
tcagcectac
cacccoctag
accactctgt
trctccactt
ctagcattece
gggtccatca
aaaaccatac
ccttrcctca
acaaacgcct
actcgaataa
aacgaaaata
gcaggattic
ctctacctaa
ctcaactacc
aacatactcyg
acgagccaaa
aaaacaattt
attaaacttt
taacctattc
agtaactact
ccgaatcaac
taccacaacc
taaccccact
ctcaatagcc
aaaaactatt

accgctaaca

8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140

10200

10260
10320
10380
10440
10500

10560

10620
10680
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atcaatacta
actaaaccca
acgaccaatg
atacgcaaaa
ccatccaaca
Caaatcacca
tcatcaatcg
gccaatggcg
tacggatcat
atagcaacag
acagtaatta
atctgaggag
atcttgcect
ggatcaaaca
tacacaatca
ctattctcac
acccctccec
gtccctaaca
atccccatcec
ctttattgac
agctaccett
atcctaatac
agtataaact
tcagagaaaa
attctctgtt
caacaaccgc
taaatacttg
gcttacaagce
ccacccctca
aaagccattt
ccecctcaga
gtgctactet

aacccccata
cactcaacag
atatgaaaaa
ctaacccect
tctecgeatg
caggactatt
cccacatcac
cctcaatatt
ttctctacte
ccttecatagg
caaacttact
gctactcagt
teattattac
acccectagy
aagacgecct
cagacctect
acatcaagcc
aactaggagg
tccatatatc
tcetageege
ttaccatcat
caactatctc
aatacaccag
agtctttaac
ctttcatggg
tatgtatttc
accacctgta
aagtacagca
cccactagga
accgtacata
taggggtcce
cectegetecg
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aataggagaa
aaacaaagca
ccatcgttgt
aataaaatta
atgaaacttc
cctagecatg
tcgagacgta
ctttatctgce
agaaacctga
ctatgtectc
atccgccate
agacagtccc
agcectagea
aatcacctcc
cggcttactt
aggcgéccca
cgaatgatat
cgtecttgec
caaacaacaa
agacctcctce
tggacaagta
cctaattgaa
tcttgtaaac
tccaccatta
gaagcagatt
gtacattact
gtacataaaa
atcaaccctc
taccaacaaa
gcacattaca
ttgaccacca

ggcccataac

ggcttagaag
tacatcatta
atttcaacta
attaaccact
ggctcactcc
cactactcac
aattatggct
ctcttoctac
aacatcggca
ccgtgaggece
ccatacattyg
accctcacac
acactccacc
cattccgata
ctcttecttce
gacaattata
ttcctattcg
ctattactat
agcataatat
attctaacct
gcatccgtac
aacaaaatac
cggagatgaa
gcacccaaag
tgggtaccac
gccagecace
acccaatcca
aactatcaca
cctacccacc
gtcaaatccce

tcctecgtyga
acttgggggt

27

aaaaccccac
ttctcgecacg
caagaacacc
cattcatcga
ttggcgecetg
cagacgccte
gaatcatccg
acatcgggcg
ttatcctcct
aaatatcatt
ggacagacct
gattctttac
tcctattett
aaatcacctt
tcteccttaat
ccctagccaa
cctacacaat
ccatcctcat
trcgcecact
gaatcggagg
tatacttcac
tcaaatgggc
aacctLitec
ctaagattct
ccaagtattg
atgaatattg
catcaaaacc
catcaactgc
cttaacagta
ttctcgtece
aatcaatatc

agctaaagtg

aaaccccatt
gactacaacc
aatgacccca
cctccecace
cctgatecte
aaccgcctrt
ctaccttcac
aggcctatat
gcttgcaact
ctgaggggcc
agttcaatga
ctttcacrtc
gcacgaaacg
ccacccttac
gacattaaca
ccccttaaac
tctccgatee
cctagcaata
aagccaatca
acaaccagta
aacaatccta
ctgtccttgt
caaggacaaa
aatttaaact
actcacccat
tacggtacca
ccctececat
aactccaaag
catagtacat
ctatggatgac
ccgcacaaga

aactgtatce

10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
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gacatctggt tcctacttca gggtcataaa gcctaaatag cccacacgtt ccccttaaat

aagacatcac gatg

<210> 2
<211> 3895
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caract_misc
<222> (2559)..(2559)
<223>nesa,c,got

<400> 2

ccaaccaaac
actgaaaatg
ttctattage
ctaaatcacc
ttagcctagc
tttaactaag
cgattaaccc
taaagctaaa
grggcrtraa
ctatgcttag
agccacaget
tctgtaatcg
cttcagcaaa
gtcaaggtot
cgatagccct
tgctragttg
cttcaaagga
tggtaagtgt
caacttacac
acccacteca
gcgatagaaa
ataaccaagc
gaaataactt

aacagctaaa

CCCadagaca
tttagacggg
tcttagtaag
acgatcaaaa
cacaccceca
ctatactaac
aagtcaatay
actcacctga
catatctgaa
ccctaaacct
taaaactcaa
ataaaccocg
ccctgatgaa
agcccatgag
tatgaaactt
aacagggccec
catttaacta
actggaaagt
ttaggagatt
ccttactacce
ttgaaacctg
ataatatagc
tgcaaggaga

agagcacacc
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ccceccacag
ctcacatcac
attacacatg
ggaacaagca
cgggaaacag
cccagggotty
aagccggegt
gttgtaaaaa
cacacaatag
caacagttaa
aggacctggc
atcaacctca
ggctacaaag
gtggcaagaa
aagggtcgaa
tgaagcgegt
aaacccctac
gcacttggac
tcaacttaac
agacaacctt
gcgcaataga
aaggactaac
gccaaagcta

cgtctatgta

tttatgtagc
cccataaaca
caagcatcec
tcaagcacgc
cagtgattaa
gtcaatttcg
aaagagtgtt
actccagttg
ctaagaccca
atcaacaaaa
ggtgcttcat
ccacctcttg
taagcgcaag
atgggctaca
ggtggattrta
acacaccgee
gcatttatat
gaaccagagt
ttgaccgetc
agccaaacca
tatagtaccg
ccctatacct
agacccecga

gcaaaatagt

28

ttaccrecte
aataggtttg
cgttcecagtg
agcaatgcag
cctrtagcaa
tgccagacac
ttagatcacc
acacaaaata
aactgggatt
ctgctcgeca
atccctctag
ctcagectat
tacccacgta
trtrctaccc
gcagtaaact
cgtcaccctc
agaggagaca
gtagcttaac
tgagctaaac
tttacccaaa
caagggaaag
tctgcataat
aaccagacga

gggaagattt

aaagcaatac
gtcctagect
agtrcaccct
ctcaaaacgc
taaacgaaag
cgcggtcaca
cCcticccaa
gactacgaaa
agataccceca
gaacactacg
aggagcctgt
ataccgccat
aagacgttag
cagaaaacta
aagagtagag
ctcaagtata
agtcgtaaca
acaaagcace
ctagccccaa
taaagtatag
atgaaaaatt
gaattaacta
gctacctaag

ataggtagag

12660
12674

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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gcgacaaacc
ttaaatttgc
gaacagctct
tagtaggcct
aaaadtccca
agaagaacta
agattaaaac
tattacccrce
aaggaactcg
gtattagagg
caaaggtagc
ttcagctgtc
cacagcaaga
aacccacagg
gcagaaccca
actcaattga
cctattctag
ccgatggtgce
gagttcagac
aaaggacaag
tcaacttagt
ggtaatcgca
tacccatggc
tgcttaccga
gcccctacag
taaéacccgc
tcgctcttct
gcctectatt
gagcatcaaa
catatgaagt
acctcteccac

tggccataat

taccgagect
ccacagaacc
ttggacacta
aaaagcagcc
dacatataac
atgttagtat
actgaactga
actgtcaacc
gcaaatctta
caccgcetge
ataatcacrt
tcttactrtt
cgagaagacc
tcctaaacta
acctcegage
tccaataact
agtccatatc
agccgetatt
cggagtaatc
agaaataagg
attataccca
taaaacttaa
caacctecta
acgaaaaatt
gctactacaa
cacatctace
actatgaacc
tattctagcc
ctcaaactac
caccctagee
ccttatcaca
atgatttatc
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ggtgatagct
c¢tctaaatcc
ggaaaaaacc
accaattaag
tgaactcctc
aagtaacatg
caattaacag
caacacaggc
cceccgeetge
ccagtgacac
gttccttaaa
aaccagtgaa
ctatggagct
€Caaacctgc
agtacatgct
tgaccaacgg
aacaataggg
aaaggttcgt
caggtcggtt
cctacttcac
cacccaceca
aactttacag
ctcctcattyg
ctaggctata
cccttegetg
atcaccctct
ccccteccca
acctctagcec
gccetgateg
atcattctac
acacaagaac

tccacactag

ggttgtccaa
ccttgtaaat
ttgtagagag
aaagcgttca
acacccaatt
aaaacattct
cccaatatct
atgctcataa
ttaccaaaaa
atgtttaacg
tagggacctg
attgacctgc
ttaatttatt
attaaaaatt
aagacttcac
aacaagttac
tttacgacct
ttgttcaacg
tctatctanc
aaagcgectt
agaacagggt
tcagaggttc
tacccartct
tacaactacg
acgccataaa
acatcacecge
tacc¢caaccce
tagccgttta
gcgcactgeyg
tatcaacatt
acctctgatt

cagagaccaa
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gatagaatct
ttaactgtta
agtaaaaaat
agctcaacac
ggaccaatct
cctecgeata
acaatcaacc
ggaaaggtta
catcaccrct
gccgeggtac
tatgaatggc
ccgtgaagag
aatgcaaaca
tcggttgggyg
cagtcaaagc
cctagggata
cgatgttgga
attaaagtcc
ttcaaattcc
cccccgtaaa
ttgttaagat
aattcctctt
aatcgcaatg
caaaggecec
actcttcace
cccgacctta
cctggtcaac
ctcaatecte
agcagtagec
actaataagt
actcctgeca

ccgaacceeec

tagttcaact
gtccaaagag
ttaacaccca
ccactaccta
atcaccctat
agcctgegtc
aacaagtcat
aaaaaagtaa
agcatcacca
cctaaccgtg
tccacgagyg
gcgggcataa
gtacctaaca
cgécctcgga
gaactactat
acagcgcaat
tcaggacatc
tacgtgatct
tccetgtacg
tgatatcatc
ggcagagccc
cttaacaaca
gcattcctaa
aacgttgtag
aaagagcccc
gctctcacca
ctcaacctag
tgatcagggt
caaacaatct
ggctccttta
tcatgacccet

ttcgaccttg

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
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ccgaagggga
ccctattctt
tcttectagg
ccaagaccct
gctacgacea
ttatatgata
tatgtctgat
tctaggacta
acaccccatc
<210> 3

<211> 2360
<212> ADN

gtccgaacta
catagccgaa
aacaacatat
acttctaace
actcatacac
tgtctccata
aaaagagtta
tgagaatcga

ctaaagtaag

<213> Homo sapiens

<400> 3

gagagggcag
gtgaccagga
cctgggtect
catgtggccg
ctccattctt
ggacggtcca
<agggdggga
ccaggaggty
gtgrgagggc
gceceectggce
ggaggcctec
agagaagact
ctgccaacca
gcctgggget
ggaacctgca
tg9agcgggag
tggcceagge
ccatgctgtce

tctacgcact

gtcccgggga
cagactgtgg
gcacgccygee
ccctecagtgg
cccaggacct
gaggtgtcga
gctgaggacc
tctgoactgg
agatcigggg
agcaccatga
aacgactcct
tctgggetee
gacaggagcc
ggtgagcttg
ctcacceatg
caacgtgctg
tgcggtgetg
cagcetetge

gcgctaccac
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gtctcaggct
tacacaaaca
gacgcactct
tccetgrice
crcctatgaa
cccattacaa
crttrtgataga
acccatcect

gtcagctaaa

agctccggac
tgtrrtttaa
tggtggcagg
gaggggetct
cagcgcagece
aatgtcctyg
aggcttggtt
ctgggccatg
gtgcccagat
actaagcagg
tcctgettee
ctcaactcca
cggtgcctgy
gtggagaacg
tactgcttca
gagacggccg
cagcagctgg
ttcctgggeg
agcatcgtga

tcaacatcga
ttattataat
cccctgaact
tatgaattcg
aaaacttect
tctccageat
gtaaataata
gagaatccaa

taagctatcg

tcctagaggg
cgtaaaggag
ccgggccatyg
gagaacgact
ctggcccagg
ggacctgage
gtgagaatcc
cctgggctga
ggaaggaggc
acacctggag
tggacaggac
cccccacage
aggtgtccat
cgctggtggt
tctgctgect
tcatcctect
acaatgtcat
ccatcgcogt

ccctgecgeg

30

atacgcegea
aaacaccctc
ctacacaaca
aacagcatac
accactcacc
tcccccteaa
ggagcttaaa
aattctcegt

ggcccatacc

gcggccagyt
atccgeggtg
gtgggtgctc
ttttaaaacg
aaggcaggag
agcagecace
ctgagccecag
cctgtecage
aggcatgggg
gggaagaact
tatggctgtg
catccececag
ctctgacgag
ggccaccate
ggcctrgtcg
gctggaggcc
tgacgtgatc
ggaccgctac
ggcgeggcga

ggceecctteg
accactacaa
tattttgtca
cccegattec
ctagcattac
acctaagaaa
cccecttatt
gccacctatc

ccgaa

gggggcectg
1gaggygacce
acgcceeegg
cagagaaaag
acagaggcca
agggaagagg
gcggtagatg
<agggagagyg
gacacccaag
gtggggacct
cagggatccc
ctggggctag
ctcttcctca
gccaagaacc
gacctgctgg
ggtgcactgg
acctgcaget

atctccatct

gcecgttgeag

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3895

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
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ccatctgggt ggccagtgtc gtcttcagca cgetettcat cgcctactac gaccacgtgg 1200
ccgtcctget gtgectogtg gtettcttoce tggctatget ggtgctcatg gecgtgetgt 1260
acgtccacat gctggeccgg gocctgecage acgeccaggg catcgeecygg ctccacaaga 1320
ggcagcygece ggtecaccayg ggotttggec ttaaaggegc tgtcaccctc accatcctgce 1380
tgggcatttt crrcctctge tggggeccct tettcctgca tctcacactc atcgtoctct 1440
gcecccgagea coccacgtge ggetgeatet tcaagaactt caacctcettt ctcgecctca 1500
tcatctgecaa tgccatcatc gaccccctca tctacgectt ccacagccag gagetceegea 1560
ggacgctcaa ggaggtgctg acatgctcct ggtgagegcg gtgcacgogyg ctttaagtgt 1620
gctgggcaga gggaggtggt gatattgtgt ggtctggttc ctgtgtgacc ctgggeagtt 1680
ccttacctcc ctggtccccg titgtcaaag aggatggact aaatgatctc tgaaagtgtt 17490
gaagcgegga coccttctygy tecagggagy ggtccctigeca aaactccagg caggactict 1800
caccagcagt cgtggggaac ggaggaggac atggggaggt tgtggggcct caggctcogyg 1860
gcaccagggg ccaacctcag gctcctaaag agacattttc cgcccactcc tgggacactc 1920
cgtctgctocc aatgactgag cagcatccac cccaccccat ctttgctgce agetctcagg 1980
accgtgocct cgtcagetgg gatgtgaagt ctctgggtgg aagtgtgtgc caagagctac 2040
tcecacagea gccccaggag aaggggettt gtgaccagaa agettcatcc acagecttgc 2100
agcggctcct gcaaaaggag gtgaaatccc tgcctcaggc caagggacca ggtttgcagg 2160
agccccccta gtggtatggg gotgagccct cctgagggee ggttctaagg ctcagactgg 2220
gcactgggge ctcagectge tttectgcag cagtcgecca agcagacagc cctggcaaat 2280
gcctgactca gtgaccagtg cctgtgagca tggggecagg aaagtctggt aataaatgtg 2340
actcagcatc acccacctta 2360

<210>4

<211> 3115

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 4

agacgcaguc uucagcaagg aagugcuggg aacgoocugg agugaaccca ggaagaugec 60
ugcagugggu gccagggece cucuccaccg ucccugeugg gcuucgggge cacgcccgac 120
ugcugugaac ggccugegga gcaccacgug cgacggcugy aggcgagagg ucugccuuug 180
auguggeugu uggugcaggg ccugugguge cuuccgcage ggaaauggeg cgecgeccgg 240
ggagggcggg agcagcoguce cggguygcccc ugugaggaug agcgacgaga ugacuggagg 300
gucccugaag accucacuag ggugcececca gecgguecge ucccaggaag cgacacccec 360
acagccccag ggcugcagcocu gagggggucg ccacucugygc ugggcgaggce ugggcoccuug 420
ggggcagygcg ccagagugge cucaggcucu acaagaugec ugaaaacacce aaccucucca 480
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gggcucacua
gcgaugugca
cucccugguc
gugcuuuggc
gugaagggug
cggccaggug
uccgcggugu
‘ugggugcuca
uUUAaaacgc
aggcaggaga
gragccacca
ugagcccagg
cuguccagee
ggcaugaggg
ggaagaacug
auggcugugce
aucccccage
ucugacgggc
gccaccaucy
gccuugucyg
cuggaggccg
gacgugauca
gaccgcuaca
gcgeggcgag
gccuacuacg
gugcucaugg
aucgecegge
gucacccuca
cucacacuca
aaccucuuuc
cacagccagg

ugcacgcggc

gcauuggacg
aacuccugea
cagcccccaa
ugagagcaga
gggccucugg
ggggcccugg
gagggacccc
cgcececgge
agagaaaagc
cagaggccag
99g9aagaggc
cgguagaugc
agggagagyg
acacccaagg
uggggaccug
agggauccea
uggggcuggc
ucuuccucag
ccaagaaccg
accugcuggu
gugcacuggu
ccugcageuc
ucuccaucuu
ccguugegge
accacgugge
cegugcugua
uccacaagag
ccauccugcu
ucguccucug
ucgcecucau
agcuccgcag

wuuaagugug
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cuuucacgeu
gggcucacuc
aucugcegug
ggggaccccu
agagggcagy
ugaccaggac
cuggguccug
auguggcegc
uccauucuuc
gacgguccag
agggagggag
caggaggugu
ugugagggca
cceccuggea
gaggccucca
gagaagacuu
ugccaaccag
ccuggggeug
gaaccugcac
gagcgggagce
ggccegggeu
caugcugucc
cuacgcacug
caucugggug
cguccugcug
cguccacaug
gcagcgeeeg
gggcauuuuc
cceccgageac
caucugcaau
gacgcucaag

cugggcagag

cugcecugge
aguuuccaga
aacguugaca
guccucccug
ucccggggaa
agacuguggu
cacgcegecu
ccucaguggg
ccaggaccuc
aggugucgaa
cugaggacca
cuggacuggc
gaucuggggo
gcaccaugaa
acgacuccuu
cugggcucce
acaggagccc
gugagcuugg
ucacccaugu
aacgugcugg
gcggugcugce
agccucugeu
cgcuaccaca
gccagugucg
ugccucgugg
cuggcccggg
guccaccagg
uuccucugeu
cccacgugey
gccaucaucg
gaggugcuga
ggagguggug

32

cggaagcccc
acuuuaauua
gcugaguugc
agcugcugac
gcuccggacu
guuuuuuaac
gguggcaggc
aggggcucug
agcgcagecc
auguccuggg
ggcuugguug
ugggccaugc
ugcccagaug
cuaagcagga
ccugcuuccu
ucaacuccac
ggugccugga
uggagaacgc
acugcuucau
agacggccgu
agcagcugga
uccuggygegce
gcaucgugac
ucuucageac
ucuuCcuuccy
ccugccagea
gcuuuggccuy
ggggccccuu
gcugcaucuu
acccceucau
caugcuccug

auauugugug

cucaceecge
uuggaaaguu
ugcuccaugce
gaggggaggg
ccuagagggy
guaaaggaga
cgggccaugy
agaacgacuu
uggccecagga
gaccugagca
ugagaauccc
cugggcugac
gaaggaggca
caccuggagg
ggacaggacu
cceccacagec
gguguccauc
gcugguggug
cugcugceoug
cauccuccug
caaugucauu
caucgcecgug

ccugccgegg

gcucuucauc.

ggcuaugcug
cgcccaggge
vaaaggcgcu
cuuccugcau
caagaacuuc
cuacgccuuc
gugagcgcgg

gucugguucc

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
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ugugugacce
aaugaucucu
aacuccaggc
guggggeccuc
gcccacuccu
uuugcugeca
agugugugcc
gcuucaucca
aagggaccag
guucuaagyc
gcagacagec
aagucuggua
<210>5

<211> 28
<212> ADN

ugggcaguuc
gaaaguguug
aggacuucuc
aggcuccggg
gggacacucc
gcucucagga
aagagcuacu
cagccuugca
guuugcagga
ucagacuggg
cuggcaaaug

auaaauguga

<213> Secuencia artificial

<220>
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cuuaccuccc
aagcgeggac
accagcaguc
caccagygygygc
gucugcucca
ccgugeecuc
cccacageag
gcggcuccug
gccccecuayg
cacuggggcc
ccugacucag

cucagcauca

uggucceegu
ccuucugggu
guggggaacg
caaccucagg
augacugagc
gucagcuggg
ccccaggaga
caaaaggagg
ugguaugggg
ucagccugey
ugaccagugc

cccaccuuaa

<223> cebador directo de la delecién de 3895 en el ADNmt

<400> 5

ctgctaaccc cataccccga aaatgttg

<210>6
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

28

<223> cebador inverso de la delecion de 3895 en el ADNmt

<400> 6

gaaggattat ggatgcggtt gcttgcgtga g

<210>7
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador directo del genoma de ADNmt

<400> 7

cgttccagtg agttcaccct ¢

<210> 8
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

31

21

33

uugucaaaga
€cagggaggg
gaggaggaca
cuccuaaaga
agcauccacc
augugaaguc
aggggcuuug
ugaaaucccu
cugagcecuc
uuccugeage
cugugagcau

dddddadada

ggauggacua
gucccugcaa
uggggagguu
gacauuuucc
ccaccccauc
ucugggugga
ugaccagaaa
gccucaggcec
cugagggeeg
agucgcccaa
ggggccagga

aadaaa

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3115
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<223> cebador inverso del genoma de ADNmt

<400> 8

cactctttac gcecggcttct att 23
<210>9

<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo 294-MC1R

<400>9 -

cgccctcatc atctgcaatg 20
<210> 10

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso 294-MC1R

<400> 10

ggctgtggaa ggcgtagat 19
<210> 11
<211> 16

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda VIC 294V1-MC1R

<400> 11

ccatcatcga ccccct 16
<210> 12

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sonda FAM 294M1-MC1R

<400> 12

ccatcatcca ccccct 16
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento de diagndstico para determinar el estado de la piel y la predisposicion genética de un
sujeto al dafo por RUV, que comprende:

(a) someter a ensayo una muestra de piel del sujeto para una anomalia en el ADN mitocondrial
(ADNmt), en el que la anomalia es una delecion de 3895 pb en el ADNmt entre los nucledtidos 546 a
4444 del genoma del ADNmt;

(b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o mas variantes del receptor de
melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o mas variantes del MC1R se seleccionan del grupo que
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y VO2M; y

(c) determinar el estado de la piel y la predisposicion genética del sujeto al dafio por RUV basandose
en la deteccion de la anomalia en el ADNmt y la(s) variante(s) del MC1R en las muestras de piel y
tejido, respectivamente.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que se obtuvo la muestra de piel usando una técnica de toma
de piel no invasiva o minimamente invasiva.

El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que se tomé la muestra de piel usando un hisopo estéril, un
bastoncillo de algodén, una aguja de calibre pequefio para tomar micronucleos de tejido epitelial o una
combinacién de los mismos.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra de piel se tomo de la
capa dérmica o epidérmica del sujeto.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra de piel procede del
talén, nariz, parte interna del brazo, oreja, boca, cuero cabelludo, pecho, hombro, nalga, espalda, cara,
nuca, mano, cabeza o una combinacion de los mismos.

Uso del procedimiento de la reivindicacion 1 para predecir fotoenvejecimiento, dafio por RUV o enfermedad
de la piel o para determinar un tratamiento profilactico o terapéutico para evitar o mejorar el
fotoenvejecimiento, dafio por RUV o cancer de piel.

Un procedimiento para supervisar la respuesta de un sujeto a un tratamiento preventivo o terapéutico para
el fotoenvejecimiento, dafio por RUV o enfermedad de la piel, que comprende:

(a) someter a ensayo una primera muestra de piel del sujeto para una anomalia en el ADN
mitocondrial (ADNmt), en el que la anomalia es una delecién de 3895 pb en el ADNmt entre los
nucledtidos 546 a 4444 del genoma del ADNmt;

(b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o mas variantes del receptor de
melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o mas variantes del MC1R se seleccionan del grupo que
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M;

(c) determinar el estado de la piel y la predisposicion genética del sujeto al dafio por RUV basandose
en la deteccion de la anomalia en el ADNmt en la primera muestra de piel y las una o mas variantes
del MC1R en la muestra de tejido;

(d) someter a ensayo una segunda muestra de piel del sujeto para la anomalia en el ADNmt
transcurrido un periodo de tiempo prescrito después de un tratamiento preventivo o terapéutico para el
fotoenvejecimiento, dafio por RUV o enfermedad de la piel;

(e) repetir la etapa (d) en intervalos regulares a lo largo de un periodo de tiempo prescrito; y

(f) comparar el nivel de anomalia en el ADNmt entre la primera muestra de piel y las muestras de piel
adquiridas en intervalos regulares para detectar cambios en la anomalia en el ADNmt, supervisando
asi la eficacia del tratamiento.

El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que se obtuvieron las muestras de piel usando una técnica de
toma de piel no invasiva o minimamente invasiva.

El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que la técnica de toma de piel no invasiva o minimamente
invasiva comprende obtener una cantidad suficiente de la muestra para dar niveles ultrabajos de ADN, tales
como aproximadamente 0,1 ng de acido nucleico.

35



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 523 684 T3

10.- El procedimiento de la reivindicacién 7, en el que dichos intervalos regulares son bisemanales o mensuales.

11.- Un procedimiento de cribado para un agente terapéutico o cosmeticéutico eficaz para el tratamiento del
fotoenvejecimiento, dafio por RUV o enfermedad de la piel, que comprende:

(a) someter a ensayo una primera muestra de piel de un sujeto para una anomalia en el ADN
mitocondrial (ADNmt), en el que la anomalia es una delecién de 3895 pb en el ADNmt entre los
nucledtidos 546 a 4444 del genoma del ADNmt;

(b) someter a ensayo una muestra de tejido del sujeto para una o mas variantes del receptor de
melanocortina 1 (MC1R), en el que las una o mas variantes del MC1R se seleccionan del grupo que
consiste en D84E, R142H, R151C, R160H, D294H, V60L y V92M;

(c) determinar el estado de la piel y la predisposicion genética del sujeto al dafio por RUV basandose
en la deteccion de la anomalia en el ADNmt en la primera muestra de piel y las una o mas variantes
del MC1R en la muestra de tejido;

(d) someter a ensayo una segunda muestra de piel del sujeto para la anomalia en el ADNmt
transcurrido un periodo de tiempo prescrito después del tratamiento con el agente terapéutico o
cosmeticéutico; y

(e) comparar el nivel de anomalia en el ADNmt en la primera muestra de piel y la segunda muestra de
piel frente a un control para determinar la eficacia del agente terapéutico o cosmeticéutico.

12.- El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que se obtuvieron la primera muestra de piel y la segunda
muestra de piel usando una técnica de toma de piel no invasiva o minimamente invasiva.

13.- El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o 7 a 12, en el que la muestra de tejido
para el ensayo del MC1R comprende una muestra de tejido epitelial, una muestra de tejido bucal, una
muestra de tejido muscular o una muestra de tejido nervioso.

14.- Un kit de diagndstico para determinar el estado de la piel y la predisposicion genética de un sujeto al dafio
por RUV, que comprende:

(a) material para tomar muestras de tejido; y

(b) cebadores, sondas y reactivos adecuados para llevar a cabo el genotipado del receptor de
melanocortina 1 (MC1R) y la deteccién de una anomalia en el ADN mitocondrial (ADNmt);

en el que la anomalia en el ADNmt es una delecion de 3895 pb en el ADNmt entre los nucleétidos 546
a4444 del genoma del ADNmt y en el que el genotipado del MC1R comprende someter a ensayo una
o0 mas variantes del MC1R seleccionadas del grupo que consiste en D84E, R142H, R151C, R160H,
D294H, V60L y VO2M.
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Dentro de grupos 1165,060 253 4,605
Total 1290,616 255
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