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La presente invencién se refiere a un ensayo de
digestion con nucleasa acoplado con una PCR
cuantitativa (qPCR) de telémero, denominado ensayo
de condensacién de cromatina en telémeros (TCCA),
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métodos de examen, métodos de diagnéstico y
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DESCRIPCION

Ensayo de compactacion de cromatina en telémeros (TCCA)

Campo técnico

La presente invencion pertenece a los campos de la medicina y la genética.
Particularmente, la presente invencion se refiere a un método de determinacion de la
proteccidon provocada por la estructura de orden superior de la cromatina, que se

denomina factor de proteccion de cromatina telomérica.

Antecedentes de la invencién

Los telébmeros son estructuras de cromatina especializadas en el extremo de los
cromosomas eucariotas lineales. Realizan una funcidon de ocupacion de los centros
activos, protegiendo los cromosomas frente a la degradacién y la fusién extremo con
extremo. En mamiferos, la composicion de ADN de teldbmero consiste en
aproximadamente 5-40 kb de matrices en tdndem en una secuencia rica en G en duplex
(5-TTAGGG-3’) y que termina en una proyeccion monocatenaria en 3’ [1]. Varias
matrices de complejos de proteina que constituyen el complejo protector organizan vy
estabilizan la cromatina telomérica y regulan la longitud del telémero [2]. La mayor parte
del ADN telomérico esta estrechamente empaquetado en nucleosomas enriquecidos con
modificaciones epigenéticas tales como trimetilacion de H3K9 y H4K20. Adicionalmente,
repeticiones de ADN subtelomérico estan altamente metiladas en la posicién 5 de
citosina. Son marcas de heterocromatina de estados de cromatina compactada “cerrada”
o “silenciada” [3, 4]. ARN no codificantes largos tales como TERRA (ARN que contiene
repeticiones de telobmeros) y factores epigenéticos subteloméricos [5-7] también
contribuyen a una funcién y organizacién de cromatina telomérica de orden superior
apropiada. Resulta interesante que se encontraron proteinas implicadas en varias rutas
de reparacién del ADN asociadas a cromatina telomérica, que influyen en la estabilidad

de los telémeros [4, 5].

La combinacion de eventos incompletos de replicacion y procesamiento da como
resultado pérdida progresiva de secuencias teloméricas con cada division celular. La
telomerasa restablece las repeticiones de teldbmeros en células germinales pero esta

enzima no esta activa o es deficiente en la mayoria de las células somaticas, por tanto los
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teldmeros se acortan progresivamente con el envejecimiento en células somaticas
replicativas. Tras un numero limitado de duplicaciones celulares, la matriz de secuencia
telomérica puede acortarse de manera critica, perdiendo su funcidon de ocupacioén de
centros activos. Esto desencadena la senescencia replicativa, provocando que la célula
detenga la proliferacién o experimente apoptosis [4, 5]. Las células cancerosas superan
la barrera de senescencia replicativa dando como resultado telébmeros disfuncionales que
participan en fusiones de cromosomas extremo con extremo con posterior inestabilidad

genomica masiva [8].

El tamafo de teldémeros puede ser util como posible biomarcador para la edad bioldgica y
factor de prediccion de la longevidad [6] y habitualmente se considera que los telémeros
disfuncionales son una consecuencia de pérdida excesiva de secuencias de ADN
telomérico. Por tanto, la evaluacion de teldmeros convencional se centra esencialmente
en la cuantificacién de la longitud o cantidad de ADN telomérico habitualmente mediante
ensayo de transferencia de tipo Southern de fragmento de restriccion terminal (TRF),
hibridacion in situ cuantitativa (qFISH) o flujo-FISH o mediante PCR cuantitativa (qPCR)
especifica [9]. No obstante, tal como se indicé anteriormente, los teldmeros no son
secuencias de ADN desnudo sino configuraciones de cromatina complejas, organizadas y
especificas. Existen evidencias de que los telémeros pueden ser disfuncionales aunque
no haya una disminucién significativa en el ADN telomérico, sino mediante alteracion de
otros componentes como proteinas de union a telédmero protectoras constitutivas y
enzimas de reparacién del ADN [4]. Esto da como resultado envejecimiento tisular
prematuro, induccion de aberraciones cromosdmicas y lesiones neoplasicas. Por
consiguiente, se ha notificado un aumento en las fusiones de telomeros
independientemente de la longitud del ADN de teldmero en células de ratones deficientes
en proteinas implicadas en la ruta de reparacién de unién de extremos no homélogos
(NHEJ) de roturas bicatenarias de ADN, tales como DNA-PKcs, Ku70 y Ku86 [3,10].

A pesar de esta supuesta significacién, hasta ahora no se ha evaluado la organizacién de
cromatina telomérica de orden superior en laboratorios estudiando la biologia de
telomeros debido a la falta de un procedimiento apropiadamente normalizado. Por
ejemplo, las regiones de cromatina relativamente libres de nucleosomas se comportan
como sitios hipersensibles a ADNasa, siendo un punto de referencia de promotores o
secuencias reguladoras. También se ha sometido a ensayo la actividad de nucleasas
como sonda de conformacién de cromatina in situ con preparaciones citogenéticas

convencionales [11] y digestiones de nucleasa microcdcica en nucleos aislados seguido
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por transferencia de tipo Southern con una sonda telomérica han demostrado una
estrecha matriz nucleosémica a lo largo de la mayor parte de la longitud de telomero [12].
Ademas, se ha deducido la actividad de la exonucleasa Bal 31 in situ en regiones
teloméricas a partir de la cuantificacion de la sefial de FISH telomérica restante en

comparacion con la de cromosomas sin digerir [11].

Una estrategia anticancerigena es el desarrollo de moléculas o ligandos que compiten
con proteinas asociadas con teldbmeros dando como resultado telébmeros sin centros
activos ocupados [29, 30]. Estos productos quimicos reducen el crecimiento de células
cancerosas y pueden inducir detencién de proliferacién y apoptosis [31]. Ademas, la
alteracion de teldmeros también puede ser una estrategia terapéutica para infecciones
por determinados patégenos tales como Trypanosoma brucei [32]. EI método de la
presente invencidn es de gran interés para evaluar el factor de protecciéon de cromatina,
que es Uutil para el diagndstico, prondstico y examen de agentes quimicos y/o
farmacoldgicos disefiados para alterar la estructura de telédmeros, para aplicarse para

terapia antioncolégica o antiinfeccion.

Términos y abreviaturas

ATCC Coleccién americana de cultivos tipo
CPF Factor de protecciéon de cromatina

Ct Valores de umbral de ciclo

DMEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco
ADN Acido desoxirribonucleico

DNMT ADN metiltransferasa

EDTA Acido etilendiaminatetraacético

FCS Suero de ternero fetal

FISH Hibridacion in situ por fluorescencia
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PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

gPCR PCR en tiempo real cuantitativa

qgFISH Hibridacion in situ por fluorescencia cuantitativa

ARN Acido ribonucleico

TCCA Ensayo de compactacion de cromatina en telomeros

TERRA ARN que contiene repeticiones de telomeros

TPE Efecto de colocacién de telomeros

TRF Ensayo de transferencia de tipo Southern de fragmento de restriccion
terminal

5-azaC 5-azacitidina

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a un método (ensayo de compactacién de cromatina en
telomeros (TCCA)) para determinar el factor de proteccion de cromatina que comprende
las etapas de:

a. obtener una muestra biolégica que comprende células;

b. extraer cromatina de las células de la etapa a) y mezclarla con tampén de nucleasa;

c. extraer ADN no empaquetado de las células de la etapa a) y mezclarlo con un tampdn

de nucleasa;

d. anadir una nucleasa especifica (Bal 31) a las muestras de la etapa b) y c) para realizar

la digestion del ADN telomérico;

e. inactivar la enzima de la etapa d) y purificar el ADN restante;
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f. cuantificar el ADN telomérico de la etapa e) usando un ensayo basado en amplificacion

cuantitativa en tiempo real;

g. ajustar la dinamica de digestién de ADN de telomero a una curva lineal-cuadratica
y? = B0 + B1x + B2x?,

en donde x es el tiempo en minutos; y

h. determinar el factor de proteccion de cromatina definido como la razén entre los
valores de las curvas ajustadas de digestion de cromatina frente a digestién de ADN
desnudo tras la incubacién con una nucleasa durante un tiempo suficiente para conseguir
un valor altamente discriminativo del factor. Alternativamente, el factor de proteccion de
cromatina puede determinarse en el punto de tiempo especifico de digestion con

nucleasa mas discriminativo entre las curvas.

Ademas, la presente invencion se refiere a un ensayo de diagnéstico de inestabilidad

gendmica.
Ademas, la presente invencion se refiere a un ensayo de pronéstico.

La presente invencion se refiere ademas a un método de examen para detectar agentes

antitumorales y/o antiinfecciosos que comprende las etapas de:

a. obtener una muestra bioldgica que comprende células que se han tratado mediante el
posible agente antitumoral y/o antiinfeccioso y una muestra biolégica de control que
comprende células que no se han tratado mediante el posible agente antitumoral y/o

antiinfeccioso;
b. extraer cromatina de las células de la etapa a) y mezclarla con un tampén de nucleasa;

c. extraer ADN no empaquetado de las células de la etapa a) y mezclarlo con un tampdn

de nucleasa;

d. anadir una nucleasa especifica (Bal 31) a las muestras de la etapa b) y c) para realizar

la digestion del ADN telomérico;
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e. inactivar la enzima de la etapa d) y purificar el ADN restante;

f. cuantificar el ADN telomérico de la etapa e) usando un ensayo basado en amplificacion

cuantitativa en tiempo real;

g. ajustar la dinamica de digestiéon de ADN de teldbmero a una curva lineal-cuadratica

y? = B0 + B1x + B2x?,

en donde x es el tiempo en minutos; y

h. determinar el factor de proteccion de cromatina definido como la razén entre los
valores de las curvas ajustadas de digestion de cromatina frente a digestién de ADN
desnudo tras la incubacién con una nucleasa durante un tiempo suficiente para conseguir
un valor altamente discriminativo del factor. Alternativamente, el factor de proteccion de
cromatina puede determinarse en el punto de tiempo especifico de digestion con

nucleasa mas discriminativo entre las curvas.

i. comparar el factor de proteccion de cromatina de células tratadas con las células de

control no tratadas.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1. Ensayo de TCCA. Ensayo basado en gPCR para medir la pérdida de cantidad
telomérica tras digestion enzimatica con la nucleasa Bal 31. Los graficos muestran la
comparacion de la tasa de pérdida de telémero tras digestiones con Bal 31 en cromatina
(circulos rellenos) y ADN no empaquetado (cuadrados rellenos) en diferentes puntos de
tiempo que oscilan entre 0 minutos de control y 20 minutos tras el inicio de la digestion,
en la linea celular U20S (A), T45 (B) y fibroblastos humanos (C). Los simbolos vacios
muestran cromatina (circulos) y ADN (cuadrados) de cultivos incubados con 5-azaC. Los
datos representados graficamente son la media de tres repeticiones técnicas y las barras
de error representan la D.E. Las lineas de conexion muestran el ajuste lineal-cuadratico
usado para obtener la ecuacién de la cinética de digestibn mostrada en paneles a la

derecha.
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Descripcion detallada de la invencion

La descripcion detallada da a conocer variantes especificas y/o preferidas de las
caracteristicas individuales de la invencién. La presente invencion también contempla
como realizaciones particularmente preferidas las realizaciones que se generan
combinando dos 0 mas de las variantes especificas y/o preferidas descritas para dos o

mas de las caracteristicas de la presente invencién.

Los teldmeros son regiones en el extremo de los cromosomas eucariotas lineales
(estructuras de cromatina especializadas) que realizan una funcidon de ocupacion de
centros activos, protegiendo a los cromosomas frente a la degradacion y fusion extremo
con extremo. La seleccién como diana de telomerasa y mecanismos de mantenimiento
de teldbmeros representa un prometedor enfoque terapéutico para enfermedades tales
como cancer (Crees Z., et al., Oligonucleotides and G-quadruplex stabilizers: targeting

telomeres and telomerase in cancer therapy, Curr Pharm Des, 29 de junio de 2014).

La presente invencion se refiere a un método para determinar el factor de proteccion de

cromatina (ensayo de compactacién de cromatina en telomeros (TCCA)).

El factor de proteccion de cromatina es indicativo de la organizacién de cromatina
telomérica de orden superior, lo que significa el nivel de empaquetamiento del ADN

telomérico.
En el método de la presente invencion, el factor de proteccidén de cromatina se determina
mediante un ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA). El método de

la presente invencion comprende las siguientes etapas (a) a (h).

a. Obtener una muestra bioldgica que comprende células;

El experto conoce medios de obtencion de una muestra bioldgica que comprende células.
En el contexto de la presente invencion, una muestra biolégica significa cualquier
espécimen bioldgico procedente de un organismo vivo. Preferiblemente, la muestra
bioldgica pertenece a un organismo eucariota. Mas preferiblemente, la muestra biologica
pertenece a un vertebrado, incluso mas preferiblemente a un mamifero e incluso mas
preferiblemente a un ser humano. Los ejemplos de muestras biolégicas incluyen

cualquier tejido que contiene ADN eucariota disponible, por ejemplo, sangre, tejido, orina,
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saliva, mucosa, etc. Por ejemplo, la muestra biolégica que comprende células puede

tomarse de un tumor, por ejemplo puede tomarse durante biopsia o cirugia tumoral.

b. Extraer cromatina de las células de la etapa a) y mezclarla con tampdn de nucleasa;

El experto conoce medios de extraccién de cromatina de las células. Por ejemplo, puede
extraerse cromatina usando el kit de extraccién de cromatina ChromaFlash (Epigenetek
P2001-100) segun las instrucciones del fabricante (aunque puede usarse cualquier otro
kit de extraccion de cromatina o método interno para esta etapa), tal como se describe en
detalle a continuacion en la seccién de materiales y método. Una vez extraida la

cromatina, se mezcla con tampén de nucleasa.

c. Extraer ADN no empaquetado, desnudo, desproteinizado de las células de la etapa a)

y mezclarlo con tampoén de nucleasa;

El experto conoce medios de extraccion de ADN no empaquetado de las células
(ampliamente conocidos por los usuarios, es decir, Molecular Cloning. A laboratory
manual ISBN-13: 978-0879693091). Por ejemplo, puede extraerse ADN no empaquetado
de células tal como se describe a continuacién en la seccion materiales y métodos. En
resumen, se recogen células, se lavan con PBS y se lisan durante aproximadamente 1
hora a aproximadamente 56°C en tampodn de lisis (por ejemplo Tris 1 M, EDTA 0,5 M,
NaCl 5 M, SDS al 1% y 4H2.0) con aproximadamente 50 [ig/ml de proteinasa K (Roche
diagnostics). Posteriormente, se afiaden NaCl 6 M y etanol al 100% para la precipitacion

de ADN para después lavarlo con etanol al 70% y resuspenderlo adicionalmente en 4H,0.

En el contexto de la presente invencién, “ADN no empaquetado” se refiere a ADN que no
estd condensado, por tanto estd desnudo, desproteinizado, sin estructura de orden

superior.

Para la digestion de cromatina, se mezclaron 25 (1l de cromatina extraida con el kit
especifico con 25 (1l de tampdn de Bal 31 (NaCl 200 mM, CaCl, 12 mM, MgCl, 12 mM,
Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, 4H,O a pH 8) y 1,2 U de nucleasa Bal 31. Para la digestion
de ADN, se mezclaron 6 (1l de ADN (500 ng/C]l) con 19 [l de 4H,0, 25 [l de tampdn de
Bal 31 y 1,2 U de nucleasa Bal 31.

La cantidad de cromatina o ADN afadida a la reaccion puede ser variable dependiendo
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del método de extraccion o el tejido analizado.

Un tampon de nucleasa en el contexto de la presente invencidon se entiende como un
tampdn en el que la nucleasa puede realizar su actividad nucleasa. Preferiblemente, el
tampén de nucleasa es tampdn de nucleasa Bal 31. Preferiblemente, el tampdn de Bal 31
comprende NaCl, CaCl,, MgCl,, Tris-HCI, EDTA, ¢H,O a un pH de entre
aproximadamente 6 y aproximadamente 10. Mas preferiblemente, el tampdn de Bal 31
comprende NaCl 100-300 mM, CaCl, 10-14 mM, MgCl, 10-14 mM, Tris-HCI 10-30 mM,
EDTA 0,5-1,5 mM, 4H,O a un pH de entre aproximadamente 6 y aproximadamente 10.
Incluso mas preferiblemente, el tampdn de Bal 31 comprende NaCl en una concentracion
que permite la actividad nucleasa normal pero evita precipitados de sales que interfieren
con el procesamiento posterior. Preferiblemente, esa concentracién de NaCl es como
maximo de aproximadamente 200 mM. Incluso mas preferiblemente, el tampén de Bal 31
comprende y/o consiste en NaCl aproximadamente 200 mM, CaCl, aproximadamente 12
mM, MgCl, aproximadamente 12 mM, Tris-HCI aproximadamente 20 mM, EDTA

aproximadamente 1 mM, 4H,O a un pH de aproximadamente 8.

d. Anadir una nucleasa a las muestras de la etapa b) y c) para realizar la digestion de los

teldbmeros;

Una nucleasa en el contexto de la presente invencion es una enzima que puede escindir
el enlace fosfodiéster entre las subunidades de nucledtido de acidos nucleicos. Las
nucleasas pueden dividirse en exonucleasas y endonucleasas, aunque hay algunas
nucleasas que se comportan como exonucleasas y endonucleasas. En una realizacién
preferida, la nucleasa es una exonucleasa. Mas preferiblemente, la actividad de la
nucleasa seleccionada sobre ADN desnudo (dentro de los tiempos y las concentraciones
usados) es inicialmente evidente en las secuencias teloméricas terminales pero no dentro
de las secuencias internas de ADN. En una realizacion preferida, la nucleasa es Bal 31.
Bal 31 es una nucleasa de eleccién para analizar con sonda la compactacion de
cromatina telomérica dado que se demostrd que las secuencias teloméricas humanas en
ADN desnudo aislado se retiraban de manera progresiva y especifica mediante esta
exonucleasa [13]. La nucleasa Bal 31 procede preferiblemente de Alteromonas espejiana.
Puede obtenerse por ejemplo de New England Biolabs Inc. Se seleccioné Bal 31 porque
su actividad sobre ADN desnudo dentro de los tiempos y las concentraciones usados es
inicialmente evidente en las secuencias teloméricas terminales pero no dentro de las

secuencias internas de ADN [13]. La nucleasa Bal 31 de Alteromonas espejiana (New

10
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England Biolabs Inc) contiene dos formas cinética y molecularmente diferenciadas, rapida
y lenta, que efectuan la reduccién de la longitud de ADN duplex lineales mediante una
actividad exonucleasa dirigida en sentido 3’-5’ junto con una actividad endonucleasa
contra las colas monocatenarias que terminan en 5 generadas por la actividad

exonucleasa [15].

La digestién de los telémeros se lleva a cabo mediante la nucleasa que escinde los

enlaces fosfodiéster entre los nucleotidos (desoxirribonucleétidos en el caso de ADN).

La cantidad de nucleasa presente en la muestra depende de la nucleasa empleada y la
cantidad de ADN aislado. El experto entiende que la cantidad de nucleasa/ADN debe ser
similar en el caso de cromatina y ADN no empaquetado. Por ejemplo, la cantidad de
nucleasa puede ser de entre aproximadamente 0,3 y 5 U (unidad enzimatica). Una unidad
enzimatica se define como la cantidad de la enzima que cataliza la conversiéon de
1 micromol de sustrato por minuto. En el caso de Bal 31: una unidad se define como la
cantidad de enzima requerida para retirar 200 pares de bases de cada extremo de ADN
de [1X174 bicatenario linealizado (40 [1g/ml) en un volumen de reaccion total de 50 (1l en

10 minutos a 30°C en tampdn de reaccion 1X nucleasa BAL-31.

Por ejemplo, la cantidad de nucleasa puede ser de aproximadamente 0,3 U (unidad
enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa puede ser de aproximadamente 0,4 U
(unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa puede ser de
aproximadamente 0,5 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa puede
ser de aproximadamente 0,6 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa
puede ser de aproximadamente 0,7 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de
nucleasa puede ser de aproximadamente 0,8 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la
cantidad de nucleasa puede ser de aproximadamente 0,9 U (unidad enzimatica). Por
ejemplo, la cantidad de nucleasa puede ser de aproximadamente 1 U (unidad
enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa puede ser de aproximadamente 1,2 U
(unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa puede ser de
aproximadamente 1,4 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa puede
ser de aproximadamente 1,5 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa
puede ser de aproximadamente 1,6 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de
nucleasa puede ser de aproximadamente 1,7 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la
cantidad de nucleasa puede ser de aproximadamente 1,8 U (unidad enzimatica). Por

ejemplo, la cantidad de nucleasa puede ser de aproximadamente 2 U (unidad

1"
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enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa puede ser de aproximadamente 2,5 U
(unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa puede ser de
aproximadamente 3 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa puede
ser de aproximadamente 3,5 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de nucleasa
puede ser de aproximadamente 4 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la cantidad de
nucleasa puede ser de aproximadamente 4,5 U (unidad enzimatica). Por ejemplo, la
cantidad de nucleasa puede ser de aproximadamente 5 U (unidad enzimatica).
Preferiblemente, la cantidad de nucleasa es de aproximadamente 1,2 U (unidad

enzimatica). Preferiblemente, la cantidad de nucleasa es de 1,2 U (unidad enzimatica).

El experto sabe que la digestidn puede realizarse en condiciones en las que la nucleasa
puede realizar su actividad (temperatura, pH, sales presentes en el medio, cofactores,
etc.). En el caso de la presente invencion, la nucleasa realiza su actividad de escisién en
presencia de un tampén adecuado (tampdn de nucleasa). Por ejemplo, la reaccién puede
tener lugar a temperatura ambiente. Por ejemplo, la reaccion tiene lugar a una
temperatura de entre aproximadamente 15 y aproximadamente 45°C. Por ejemplo, la
reaccion tiene lugar a una temperatura de entre aproximadamente 20 y aproximadamente
40°C. Preferiblemente, la reaccién tiene lugar a una temperatura de entre
aproximadamente 25 y aproximadamente 35°C. Preferiblemente, la reaccion tiene lugar a

aproximadamente 30°C.

El tiempo de reaccion puede ser de desde aproximadamente 30 segundos hasta
aproximadamente 2 h. Por ejemplo, el tiempo de reaccion puede ser de desde
aproximadamente 1 minuto hasta aproximadamente 1 h, tal como por ejemplo de
aproximadamente 1 minuto, aproximadamente 2 minutos, aproximadamente 3 minutos,
aproximadamente 4 minutos, aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 6 minutos,
aproximadamente 7 minutos, aproximadamente 8 minutos, aproximadamente 9 minutos,
aproximadamente 9,5 minutos, aproximadamente 10 minutos, aproximadamente 10,5
minutos, aproximadamente 11 minutos, aproximadamente 12 minutos, aproximadamente
13 minutos, aproximadamente 14 minutos, aproximadamente 15 minutos,
aproximadamente 16 minutos, aproximadamente 17 minutos, aproximadamente 18
minutos, aproximadamente 19 minutos, aproximadamente 20 minutos, aproximadamente
25 minutos, aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 35 minutos,
aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 50 minutos, aproximadamente
60 minutos, aproximadamente 90 minutos, aproximadamente 120 minutos. El tiempo de

reaccion puede ser de mas de dos horas, tal como por ejemplo, 2,5 h, 3 h, 4 h, 5 h.
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Preferiblemente, el tiempo de reaccién es de al menos aproximadamente 10 minutos.

En una realizacion preferida, la digestion de los teldmeros de muestras de las etapas b) y
c) se realiza afiadiendo aproximadamente 1,5 U de exonucleasa Bal 31 a las muestras
(que comprenden tampon de Bal 31 que comprende NaCl aproximadamente 200 mM,
CaCl, aproximadamente 12 mM, MgCl, aproximadamente 12 mM, Tris-HCI
aproximadamente 20 mM, EDTA aproximadamente 1 mM, 4H,O a aproximadamente

pH=8) durante al menos aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 30°C.

En una realizacion preferida, la digestion de los teldmeros de muestras de las etapas b) y
c) se realiza afiadiendo 1,5 U de exonucleasa Bal 31 a las muestras (que comprenden
tampén de Bal 31 que comprende NaCl 200 mM, CaCl, 12 mM, MgCl, 12 mM, Tris-HCI
20 mM, EDTA aproximadamente 1 mM, 4H,O a pH=8) durante al menos 10 minutos a
30°C.

e. Inactivar la enzima de la etapa d) v purificar el ADN;

La inactivacion de la enzima puede realizarse mediante diversos métodos que conoce el
experto en la técnica. Por ejemplo, la inactivacién puede realizarse aumentando la
temperatura de modo que se inactiva la nucleasa. Dependiendo de la nucleasa
empleada, la temperatura de inactivacién puede ser diferente. Por ejemplo, la
temperatura puede ser superior a aproximadamente 50°C. Por ejemplo, puede
aumentarse la temperatura hasta al menos aproximadamente 50°C. Por ejemplo, puede
aumentarse la temperatura hasta al menos aproximadamente 55°C. Por ejemplo, puede
aumentarse la temperatura hasta al menos aproximadamente 60°C. Por ejemplo, puede
aumentarse la temperatura hasta al menos aproximadamente 65°C. Por ejemplo, puede
aumentarse la temperatura hasta al menos aproximadamente 70°C. Por ejemplo, puede
aumentarse la temperatura hasta al menos aproximadamente 75°C. Por ejemplo, puede
aumentarse la temperatura hasta al menos aproximadamente 80°C. Por ejemplo, puede

aumentarse la temperatura hasta al menos aproximadamente 100°C.

El tiempo de inactivacion también lo conoce el experto. El tiempo de inactivacion es la
cantidad de tiempo necesaria para que se inactive esencialmente la enzima (que no
presente esencialmente ninguna actividad enzimatica). El tiempo de inactivaciéon puede
variar dependiendo de la temperatura de inactivacién. Por ejemplo, si la temperatura de

inactivacion es alta (por ejemplo de mas de 60°C), el tiempo de inactivacion puede ser
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mas corto (por ejemplo menos de 15 minutos). Por ejemplo, el tiempo de inactivacién
puede ser de entre aproximadamente 5 minutos y aproximadamente 1 hora. Por ejemplo,
el tiempo de inactivacion puede ser de aproximadamente 5 minutos. Por ejemplo, el
tiempo de inactivacion puede ser de aproximadamente 7 minutos. Por ejemplo, el tiempo
de inactivacion puede ser de aproximadamente 8 minutos. Por ejemplo, el tiempo de
inactivacién puede ser de aproximadamente 10 minutos. Por ejemplo, el tiempo de
inactivacién puede ser de aproximadamente 12 minutos. Por ejemplo, el tiempo de
inactivacién puede ser de aproximadamente 15 minutos. Por ejemplo, el tiempo de
inactivacién puede ser de aproximadamente 20 minutos. Por ejemplo, el tiempo de
inactivacién puede ser de aproximadamente 30 minutos. Por ejemplo, el tiempo de
inactivacién puede ser de aproximadamente 45 minutos. Por ejemplo, el tiempo de

inactivacion puede ser de aproximadamente 60 minutos.

Preferiblemente, la temperatura de inactivacion es de aproximadamente 65°C y el tiempo

de inactivacién es de aproximadamente 10 minutos.

La purificacion del ADN puede realizarse mediante cualquier método conocido por el
experto. Por ejemplo, con el fin de purificar el ADN, puede anadirse la proteinasa K (EC
3.4.21.64) a las muestras e incubarse durante al menos aproximadamente 1 hora a entre
50 y 60°C. Preferiblemente, la temperatura de incubacién es de aproximadamente 56°C.
La incubacion con proteinasa K dara como resultado la digestion esencialmente completa
de las proteinas presentes en la muestra si el tiempo de incubacién es largo y la
concentraciéon de proteasa es lo bastante alta. La proteinasa K se afiade en un tampdn
adecuado. El experto conoce tampones adecuados para la actividad de proteinasa K. En
resumen, se prefiere que el tampén incluya iones calcio (Ca?*), preferiblemente en
presencia de EDTA, a un pH de entre aproximadamente 4 y aproximadamente 12, a una
temperatura de entre aproximadamente 30 y 65°C, preferiblemente entre
aproximadamente 37°C y 60°C, lo mas preferiblemente a aproximadamente 56°C. La
proteinasa K en un tampén adecuado puede obtenerse comercialmente, tal como por
ejemplo de Roche Diagnostics GmbH (Alemania). Preferiblemente, la incubacion se
realiza con tampon de lisis con proteinasa K (Roche Diagnostics) durante

aproximadamente 1 hora a aproximadamente 56°C.

Después, se inactiva la proteinasa K. La inactivacion de la proteinasa K (que no tiene
esencialmente ninguna actividad enzimatica) puede realizarse por medios conocidos por

el experto en la técnica. Por ejemplo, puede aumentarse la temperatura de modo que la
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proteinasa K no muestra esencialmente actividad enzimatica. De manera similar a lo
anterior, el tiempo de inactivacion dependera de la temperatura de inactivacién. Por
ejemplo, puede inactivarse la proteinasa K aumentando la temperatura por encima de
65°C. Por ejemplo, puede inactivarse la proteinasa K aumentando la temperatura hasta
aproximadamente 80°C. Preferiblemente, la inactivacion de la proteinasa K puede

realizarse a aproximadamente 80°C durante aproximadamente 15 minutos.

Puede realizarse el aislamiento de ADN mediante técnicas conocidas por el experto. Por
ejemplo, puede realizarse el aislamiento de ADN mediante precipitacion con etanol o
isopropanol helado, kits disefados o cualquier otro procedimiento de extraccion de ADN.
Por ejemplo, puede realizarse el aislamiento de ADN mediante precipitacién con etanol al
100% y aumentando la fuerza idnica, afiadiendo por ejemplo NaAc (acetato de sodio,
CH3COONa). Preferiblemente, el aislamiento de ADN se realiza afadiendo NaAc

aproximadamente 3 M y etanol a aproximadamente el 100%.

Puede precipitarse el ADN. Preferiblemente, se precipita el ADN. El experto sabe cédmo
precipitar ADN, por ejemplo manteniéndolo a temperaturas bajas (por ejemplo desde 0°C
hasta -80°C, o desde -20°C hasta -80°C, por ejemplo a aproximadamente -20°C durante
un periodo de tiempo suficiente para su precipitacién, tal como 5 h, 8 h, 10 h, 15 h, 24 h,
48 h o mas). Por ejemplo, el ADN puede precipitarse durante la noche a
aproximadamente -20°C. El sedimento puede limpiarse opcionalmente por ejemplo con
etanol a aproximadamente el 70% y resuspenderse en 4H,O. Preferiblemente, el

sedimento se limpia con etanol a aproximadamente el 70% y se resuspende en 4H,0.

f. Cuantificar el ADN de la etapa e) usando un ensayo basado en amplificacidon

cuantitativa en tiempo real;

El ADN puede cuantificarse usando técnica conocidas en la técnica tales como por
ejemplo mediante ensayo basado en amplificacion cuantitativa en tiempo real. El ensayo
basado en amplificacién cuantitativa en tiempo real es una técnica comun en biologia
molecular y el experto estd familiarizado con la misma. Puede realizarse tal como se
describe en [9] (R.M. Cawthon, Telomere length measurement by a novel monochrome
multiplex quantitative PCR method, Nucleic Acids Res. 37 (2009)).

Este método mide la razén promedio de la cantidad telomérica para un nimero de copias

de gen individual (por ejemplo, U6) [16] y con respecto a su control en el punto de tiempo
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de 0 minutos usando el método de [J[1Ct. Para comparaciones fiables, el C; promedio del
numero de copias de teldmero se relaciond con el de un gen de numero de copias
individual. El valor de umbral se establecié en la parte inicial de la fase exponencial de las
curvas de amplificacion. El cruce de esta linea con la curva define los valores de Ct para
todas las muestras. Se analizaron los Ct usando 2 . El método de [11ICt se describe
en detalle por Livak et al. (Methods 2001, 25:402-408). (Ct = valores de umbral de ciclo).
También pueden encontrarse detalles del método de calculo de [I[ICt en: boletin de
usuario n.° 2 de Applied Biosystems (P/N 4303859).

La secuencia de numero de copias individual usada para el ensayo es especifica de la

especie y debe seleccionarse usando bases de datos.

El ensayo de qPCR telomérico convencional se establece para medir la longitud de

teldmero en diferentes individuos o poblaciones de células.

Para comparaciones fiables, la razén promedio del nimero de copias de telémero puede
relacionarse con un numero de copias de gen individual (razén T/S) en cada muestra.

Esto es un control para la cantidad de ADN.

Alternativamente, la evaluacion de la disminucién de teldmero puede realizarse en la
misma poblacion de células, comenzando siempre con una cantidad similar de

secuencias teloméricas en promedio. Esta opcion es la preferida.

La cantidad del numero de copias de gen individual (preferiblemente el gen U6, tal como
se describié anteriormente) no debe modificarse por la digestion. Si se usa este enfoque,
no se necesita la razén T/S. La evaluacion del numero de copias de gen individual es util
como control de la actividad nucleasa exclusivamente sobre extremos teloméricos

terminales, por tanto no se degrada el ADN ni la cromatina.

Se obtiene una disminucidn relativa de secuencias teloméricas dividiendo el Ct resultante

tras cada tiempo de digestidn con respecto al de a tiempo 0.

El experto sabe cémo disefiar los cebadores para realizar el ensayo basado en

amplificaciéon cuantitativa en tiempo real.

Preferiblemente, los cebadores especificos para el teldmero pueden ser los siguientes:
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(i) directo: 5 CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT 3’;
(i) inverso: 5 GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT 3,
0 una secuencia con una identidad de mas del 60%, preferiblemente mas del 75%,
preferiblemente mas del 85%, preferiblemente mas del 90%, preferiblemente mas del

95% y lo mas preferiblemente mas del 99% con las secuencias (i) y/o (ii).

Pueden existir variantes de secuencia de telomero en otra especie de modo que los

cebadores deben modificarse en consecuencia.

Si el numero de copias de gen individual es U6 (ARN de espliceosoma de U6, Ensembl
version ENSMEUGO00000016912.1), los cebadores pueden ser los siguientes:

(i) directo: 5 GGAATCTAGAACATATACTAAAATTGGAAC 3’;

(i) inverso: 5 GAACTCGAGTTTGCGTGTCATCCTTGCGC 3,

0 una secuencia con una identidad de mas del 60%, preferiblemente mas del 75%,
preferiblemente mas del 85%, preferiblemente mas del 90%, preferiblemente mas del
95% y lo mas preferiblemente mas del 99% con las secuencias (i) y (ii).

La cuantificacién del ADN (cromatina y no empaquetado) se realiza en los puntos de
tiempo seleccionados (tras la digestion con la nucleasa, tal como se describid

anteriormente).

g. Ajustar la dinamica de digestién de ADN de telémero a una curva lineal-cuadratica y* =
BO + B1x + B2x%,

en donde x es el tiempo en minutos.

‘y” se define como el “cambio de teldmero relativo”, obtenido experimentalmente para
cada punto de tiempo, y B0, B1 y B2 son constantes que pueden calcularse basandose

en los datos obtenidos.

h. Determinar el factor de proteccién de cromatina
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Puede realizarse un seguimiento de la cinética de digestién con nucleasa (por ejemplo
Bal 31, tal como se describié anteriormente) en el tiempo cuantificando las secuencias
teloméricas restantes usando preferiblemente el procedimiento de qPCR telomérica

especifica (tal como se describe por ejemplo en [9]).

El ensayo de compactacion de cromatina en telémeros (TCCA) se realiza en cromatina
nativa. La accesibilidad y la tasa de digestién de ADN telomérico mediante la nucleasa
(preferiblemente Bal 31, tal como se describié anteriormente) puede relacionarse con el
nivel de compactacion de cromatina, de modo que puede derivarse un factor de
proteccion de cromatina telomérica especifico a partir de la comparacién con la cinética
de digestion del mismo ADN pero desnudo, desproteinizado, sin estructura de orden

superior.

Durante la reaccion de qPCR un software mide normalmente para cada muestra el
numero de ciclos al que la fluorescencia (indicador de amplificacién por PCR) cruza una
linea arbitraria, el umbral. Este punto de cruce es el valor de Ct. El valor de umbral puede
establecerse preferiblemente en la parte inicial de la fase exponencial de las curvas de
amplificacién. El cruce de esta linea con la curva define los valores de Ct para todas las

muestras. Ct puede analizarse usando, por ejemplo, 2", tal como se describe en [17].

El factor de proteccion de cromatina definido como la razén entre los valores de las
curvas ajustadas de digestion de cromatina frente a digestion de ADN desnudo tras la
incubacién con una nucleasa, preferiblemente Bal 31, durante un tiempo suficiente para
conseguir un valor altamente discriminativo del factor. Alternativamente el factor de
proteccion de cromatina puede determinarse en el punto de tiempo especifico de

digestién con nucleasa mas discriminativo entre las curvas.

Por ejemplo, el factor de proteccién de cromatina puede definirse y calcularse como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestibn de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras entre 0,5 y 60 minutos (dependiendo de la especie, por
tanto el tamano telomérico de la muestra analizada), tal como por ejemplo entre 5y 30
minutos, tal como por ejemplo entre 7 y 20 minutos de incubacion con una nucleasa,

preferiblemente Bal 31, tal como se describid anteriormente (cromatina/ADN).

Por ejemplo, el factor de proteccién de cromatina puede definirse y calcularse como la

razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestion de cromatina frente a
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digestién de ADN desnudo tras por ejemplo aproximadamente 5 minutos de incubacion

con una nucleasa, preferiblemente Bal 31, tal como se describié anteriormente.

Por ejemplo, el factor de proteccién de cromatina puede definirse y calcularse como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestibn de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras por ejemplo aproximadamente 7 minutos de incubacion

con una nucleasa, preferiblemente Bal 31, tal como se describié anteriormente.

Por ejemplo, el factor de proteccién de cromatina puede definirse y calcularse como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestibn de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras por ejemplo aproximadamente 8 minutos de incubacion

con una nucleasa, preferiblemente Bal 31, tal como se describié anteriormente.

Por ejemplo, el factor de proteccién de cromatina puede definirse y calcularse como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestibn de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras por ejemplo aproximadamente 9 minutos de incubacion

con una nucleasa, preferiblemente Bal 31, tal como se describié anteriormente.

Preferiblemente, el factor de proteccion de cromatina puede definirse y calcularse como
la razén entre los valores de las curvas ajustadas de digestion de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras por ejemplo aproximadamente 10 minutos de incubacion

con una nucleasa, preferiblemente Bal 31, tal como se describié anteriormente.

Por ejemplo, el factor de proteccién de cromatina puede definirse y calcularse como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestibn de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras por ejemplo aproximadamente 11 minutos de incubacion

con una nucleasa, preferiblemente Bal 31, tal como se describié anteriormente.

Por ejemplo, el factor de proteccién de cromatina puede definirse y calcularse como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestibn de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras por ejemplo aproximadamente 12 minutos de incubacion

con una nucleasa, preferiblemente Bal 31, tal como se describié anteriormente.

Por ejemplo, el factor de proteccién de cromatina puede definirse y calcularse como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestibn de cromatina frente a

digestién de ADN desnudo tras por ejemplo aproximadamente 15 minutos de incubacion
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con una nucleasa, preferiblemente Bal 31, tal como se describié anteriormente.

Por ejemplo, el factor de proteccién de cromatina puede definirse y calcularse como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestibn de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras por ejemplo aproximadamente 20 minutos de incubacion

con una nucleasa, preferiblemente Bal 31, tal como se describié anteriormente.

Por ejemplo, el factor de proteccién de cromatina puede definirse y calcularse como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestibn de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras por ejemplo aproximadamente 30 minutos de incubacion

con una nucleasa, preferiblemente Bal 31, tal como se describié anteriormente.

Ademas, el factor de proteccion de cromatina puede definirse y calcularse como la razén
entre la pendiente de la curva (y> = BO + B1x + B2x?) en su fase lineal (B1 de
cromatina/B1 de ADN).

Ademas, el factor de proteccion de cromatina puede definirse y calcularse como la razén

2

entre la pendiente de la curva (y?* = BO + B1x + B2x?) en su fase cuadratica (B2 de

cromatina/B2 de ADN).

El factor de proteccién de cromatina puede definirse y calcularse como la razén entre
resultados de cromatina y ADN en el punto de tiempo especifico de la digestion con
nucleasa mas discriminativo entre las curvas, es decir 10 min tras comenzar la digestién
con Bal 31.

El método de la presente invencién puede comprender opcionalmente una etapa
adicional de guardar la informacién obtenida en un soporte tal como un soporte de datos.
Por ejemplo, puede guardarse informacion referente al factor de proteccion de cromatina
en un soporte de datos (por ejemplo un medio, seleccionado para grabar y/o transportar
y/o comunicar datos), tal como en un soporte de datos electrénico (por ejemplo CD,
pendrive, disco duro, un ordenador (hardware/software), etc.). También puede ser un

soporte de datos no electrénico tal como un trozo de papel.

Preferiblemente, el método de la presente invencién comprende una etapa de guardar la

informacion en un soporte, preferiblemente un soporte de datos electrénico.
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El método de la presente invencidén (ensayo de compactacion de cromatina en telémeros
(TCCA)) puede ser un método de diagndstico (ensayo) de inestabilidad gendémica. El
método de la presente invencién tal como se describié anteriormente puede comprender
ademas una etapa de obtener un resultado del método mediante comparacion del factor
de proteccién de cromatina con un factor de proteccion de cromatina de control indicativo
de la estabilidad gendmica y/o inestabilidad gendmica, siendo el control de tal factor el
tejido sano no afectado dentro de un paciente o, si no esta disponible, la media de un

numero selectivo de donantes sanos.

El diagnéstico puede entenderse como la identificacion de la naturaleza y la causa de un
determinado estado, tal como estabilidad/inestabilidad gendmica, una determinada

enfermedad, etc.

El método de la presente invencidén (ensayo de compactacion de cromatina en telémeros
(TCCA)) puede ser un método de prondstico (ensayo). El método de la presente
invencién tal como se describid anteriormente puede comprender ademas una etapa de
obtener un resultado del método mediante comparacion del factor de proteccion de
cromatina con un factor de proteccion de cromatina de control, en el que el resultado
proporciona informacion sobre la prediccion del transcurso y desenlace de una
enfermedad o un estado. El método puede predecir el envejecimiento asi como la
progresion o control de carcinogénesis tras un tratamiento con farmaco controlando los
cambios en la estabilidad de telomeros del tejido sometido a ensayo usando como
indicador los cambios en el factor de proteccién de cromatina. Por ejemplo, el método de
la presente invencién puede ayudar a predecir el transcurso de una enfermedad tal como
cancer mediante comparacién del factor de protecciéon de cromatina de un tejido afectado
(por ejemplo tumor) con el factor de proteccion de cromatina de un tejido no afectado. Por
ejemplo, el método de la presente invencién puede ayudar a predecir el transcurso de
una enfermedad tal como cancer mediante comparacion del factor de proteccion de
cromatina de un paciente afectado (por ejemplo en liquidos biolégicos tales como sangre,
orina, etc.) con el factor de proteccion de cromatina del tejido circundante no afectado o
mediante comparacion del mismo con un paciente no afectado (preferiblemente en el
mismo liquido bioldgico). Por ejemplo, el método de la presente invencion puede ayudar a
predecir el transcurso de una enfermedad tal como una infeccion comparando el factor de
proteccion de cromatina de un paciente afectado (infectado) (por ejemplo en liquidos
bioldgicos tales como sangre, orina, etc., tejido, mucosa, saliva, etc.) con el factor de

proteccion de cromatina de un paciente no afectado (no infectado). Por ejemplo, el
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método de la presente invencion puede ayudar a predecir el transcurso de un estado tal

como el envejecimiento.

Ademas, la presente invencién proporciona el método de la presente invencién como un
método de examen, preferiblemente para examinar agentes antitumorales y/o agentes

antiinfecciosos.

Por ejemplo, el agente antitumoral puede ser un agente de alteracién de la estructura de
telémero. Por tanto, estudiando la estabilidad del telémero al nivel de organizacion
superior puede predecirse cuanto esta afectando el agente antitumoral o antiinfeccioso a
la estructura telomérica y por tanto puede ser un indicador de la inestabilidad o
envejecimiento de esas células. El aumento de la inestabilidad telomérica puede
desencadenar la senescencia y por tanto afectar a la progresion tumoral o afectar al

transcurso de la infeccidn.

El posible agente antitumoral o antiinfeccioso puede incubarse con células/tejido antes de
realizar el método (ensayo de compactacién de cromatina en telomeros (TCCA)) de la
presente invencion. Las condiciones de incubacion dependen del agente usado, y puede
ser necesario optimizar las condiciones de incubacion para cada agente. Puede haber un
control negativo (células/tejidos no tratados) con el que debe compararse el factor de
proteccion de cromatina obtenido. Realizando el método de la presente invencion, puede
obtenerse informacion referente a la influencia de los posibles agentes (por ejemplo si
previenen la degradacién de los teldmeros, o si aceleran la degradacion de los telémeros,
0 si no tienen ninguna influencia sobre la tasa de degradacion de los telémeros). Esta
informacion puede ser util para determinar si un posible agente tiene influencia en el
empaquetamiento de los telobmeros, y puede considerarse como un agente

anticancerigeno y/o antiinfeccioso.

“Uno o mas”, tal como se usa en el presente documento, incluye uno y la especificacion
individualizada de cualquier numero que es mayor que uno, tal como dos, tres, cuatro,
cinco, seis, etc. “Mas de uno” o “varios”, tal como se usan en el presente documento,
incluye la especificacion individualizada de cualquier nimero que es mayor que uno, tal

como dos, tres, cuatro, cinco, seis, etc.

A menos que se especifique expresamente lo contrario, el término “que comprende” se

usa en el contexto de este documento para indicar que opcionalmente pueden estar
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presentes miembros adicionales ademas de los miembros de la lista introducida por “que
comprende”. Sin embargo, se contempla como una realizacién especifica de la presente
invencién que el término “que comprende” abarca la posibilidad de que no esté presente
ningun miembro adicional, es decir con los fines de esta realizacion, se entiende que “que

comprende” tiene el significado de “constituido por”.
Ejemplos

1. Material y métodos

1.1. Cultivos celulares

Se usaron dos lineas celulares de cancer, U-2 OS humana (ATCC® HTB-96™) de la
coleccion ATCC y T45 de ratén, y fibroblastos humanos primarios. T45 se derivd de
osteoblastos de ratén primarios transformados espontaneamente in vitro que volvieron a
inyectarse en un ratén BALB/c como un explante. Tras la formacion del tumor, se
explanté de nuevo el tumor maligno en una placa de cultivo tisular y se estableci6 como
una linea celular osteoblastica maligna de ratén. Se explantaron fibroblastos humanos
primarios de una amputacion en osteoartritis de un hombre de 80 afos de edad en el
Complejo Hospitalario Universitario A Corufia con procedimientos convencionales
actuales. Se obtuvo el consentimiento informado. Se aprobd el estudio por el Comité
Etico de la Administracién Sanitaria gallega y todas las muestras se obtuvieron en el
Hospital Universitario A Corufa. Se realizé la explantacion a partir de piel cultivada en
DMEM complementado con FCS al 10% con placas de 6 pocillos hasta que se alcanzé la
confluencia celular se realizé el pase posterior. Se comprobd el linaje fibroblastico con
anticuerpos anti-fibroblasticos, alcanzando una tincidon del 90%. Se mantuvieron los
cultivos en medio DMEM (Gibco, Life Technologies) con FCS al 10% (Biowest SAS) sin
antibiéticos, incubandose los cultivos apropiados durante 24 h con 5-azaC 0,4 [IM antes

de la recogida.
1.2. Extraccion de cromatina y ADN

Se extrajo la cromatina de 1,5 x 108 células usando el kit de extraccion de cromatina. Se
extrajo la cromatina de 1,5 x 10° células usando el kit de extraccion de cromatina
ChromaFlash (Epigenetek P2001-100) segun las instrucciones del fabricante. Se aisl6 el

ADN no empaquetado de 1,5 x 10° células lisadas durante 1 hora a 56°C en tampon de
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lisis (Tris 1 M, EDTA 0,5 M, NaCl 5 M, SDS al 1% y 4H,0) con 50 (ig/ml de proteinasa K
(Roche diagnostics). Posteriormente, se precipitd ADN en sal/etanol y se lavé en etanol al

70% y se resuspendié adicionalmente en 4H,O.

1.3. Digestién enzimatica con Bal 31

La nucleasa Bal 31 de Alteromonas espejiana (New England Biolabs Inc) contiene dos
formas cinética y molecularmente distintas, rapida y lenta, que efectuan la reduccion de la
longitud de los ADN duplex lineales mediante una actividad exonucleasa dirigida en
sentido 3’-5’ junto con una actividad endonucleasa contra las colas monocatenarias que
terminan en 5’ generadas por la actividad exonucleasa [15]. Se selecciond Bal 31 porque
su actividad sobre el ADN desnudo dentro de los tiempos y las concentraciones usados
es evidente inicialmente en las secuencias teloméricas terminales pero no dentro de las
secuencias internas de ADN [13]. De hecho, el Ct del gen U6 no resulté afectado por la
digestién con Bal 31 en cada experimento. Se disefidé un tampoén de Bal 31 interno, que
era similar al recomendado por el fabricante con la excepcion de que se redujo la
concentracién de NaCl hasta 200 mM. Esto permitio la actividad exonucleasa normal pero

evitando precipitados de sal que interfieren con el procesamiento posterior.

Se usaron dos configuraciones diferentes para o bien la cromatina o bien el ADN no

empaquetado.

Para la cromatina: se mezclaron 25 (1l de la cromatina extraida con 25 [l de tampdn de
Bal 31 interno (NaCl 200 mM, CaCl, 12 mM, MgCl, 12 mM, Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM,
¢H20 a pH=8). Se disefid un tampon de Bal 31 interno, que era similar al recomendado
por el fabricante con la excepcion de que se redujo la concentracion de NaCl hasta 200
mM. Esto permitié la actividad exonucleasa normal pero evitando precipitados de sal que

interfieren con el procesamiento posterior.

Para el ADN: se mezclaron 6 [/l de ADN (500 ng/(ll) con 19 (1l de 4H,O y 25 (1l de

tampdn de Bal 31 interno.

Tras estas configuraciones, se afiadié la nucleasa Bal 31 (1,2 U) a cada muestra. Se
realizé la digestiéon a 30°C durante los tiempos deseados (es decir, para las lineas
celulares sometidas a ensayo: 0, 5, 10, 15 y 20 minutos). Se realiz6é la inactivacion

enzimatica a 65°C durante 10 minutos y posteriormente se anadié el tampdn de lisis con
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proteinasa K (Roche diagnostics) a las muestras y se incubaron 1 hora a 56°C. Se realizé
la inactivacion de la proteinasa K a 80°C durante 15 minutos. Se realizo la purificacion del
ADN anadiendo NaAc 3 M y etanol al 100%. Se realizé la precipitacién de ADN durante la

noche a -20°C. Se limpio el sedimento con etanol al 70% y se resuspendié en 4H,0.

1.4. Cuantificacién de teldbmeros

Se realiz6 la amplificacion en tiempo real de la secuencia de teldmeros usando un ensayo
de base cuantitativa (QPCR) [9]. Este método mide la razén promedio de la cantidad
telomérica con respecto a un numero de copias de gen individual (U6) [16] y en relacion
con su control de punto de tiempo de 0 minutos usando el método de AACt. EI método de
AACt se describe en detalle por Livak et al. (Methods 2001, 25:402-408). (Ct = Valores de
umbral de ciclo). También pueden encontrarse detalles del método de célculo de AACt en
el boletin de usuario n.° 2 de Applied Biosystems (P/N 4303859).

Se establecio el ensayo de qPCR telomérico convencional para medir la longitud del
telomero en diferentes individuos o poblaciones de células. Entonces, para obtener
comparaciones fiables, se relaciond la razén promedio del numero de copias de telémero
con un numero de copias de gen individual (razén T/S) en cada muestra. Esto es un
control de la cantidad de ADN. En este estudio, aunque la razén T/S podia establecerse
de manera similar, se realiza la evaluacion de la disminucién de teldmero en la misma
poblacion de células, comenzando siempre con una cantidad similar de secuencias
teloméricas en promedio. La cantidad del gen U6 no se modificé por la digestion.
Entonces, la razén T/S no es necesaria aunque la evaluacién del gen U6 sea util como
control de la actividad de Bal 31 exclusivamente en los extremos teloméricos terminales,
por lo que no se degrada ni el ADN ni la cromatina. Se obtiene una disminucion relativa
de secuencias teloméricas dividendo el Ct resultante tras cada tiempo de digestién con

respecto al de a tiempo 0.

Esto se realizdé usando un termociclador LightCycler (LightCycler 480, Roche Diagnostics,
Werk Penzberg, Alemania). Se amplificaron las muestras de ADN por duplicado en
reacciones de PCR de 10 [l que incluian 2,5 (Il de ADN de muestra, 5 (I del kit de ADN
master SYBR Green | (LightCycler® 480 Sybr Green | Master, Roche Diagnostics) y 5
mM de cebadores especificos para el teldmero (directo:
5CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT 3’ inverso 5
GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT 3) y 10 mM para el U6
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(directo: 5 GGAATCTAGAACATATACTAAAATTGGAAC 3’ inverso: 5
GAACTCGAGTTTGCGTGTCATCCTTGCGC 3'). La ciclacion térmica de 1 ciclo a 95°C
durante 10 minutos fue seguida por 40 ciclos a 94°C durante 15 segundos, 62°C durante

1 minuto y 75°C durante 15 segundos.

1.5. Manejo de datos y analisis estadistico

Todos los experimentos se repitieron tres veces. Se analizaron los datos de PCR usando
el software GraphPad Prism de Graph Pad Software, Inc. y el software SPSS de IBM.
Durante la reacciéon de qPCR, un software normalmente mide para cada muestra el
numero de ciclos al que la fluorescencia (indicador de amplificacion de PCR) cruza una
linea arbitraria, el umbral. El punto de cruce es el valor de Ct. El valor de umbral se
establecid en la parte inicial de la fase exponencial de las curvas de amplificacion. El
cruce de esta linea con la curva define los valores de Ct para todas las muestras, tal

como se explicé anteriormente. Los Ct se analizaron usando 2! [17].

Se ajusté la dinamica de digestion de ADN de telémero a una curva lineal-cuadratica y? =
BO + B1x + B2x? (R? > 0,90) en donde “x” es el tiempo en minutos. El factor de proteccion
de cromatina se establecié como la razén entre los valores de las curvas ajustadas de
digestion de cromatina frente a digestion de ADN desnudo tras 10 minutos de incubacién
con Bal 31. Se compararon los coeficientes de las curvas usando la prueba de F en

Graph Pad. La significacion se definié como p<0,05.

Todos los experimentos se realizaron usando tres repeticiones técnicas. Se analizaron
los datos de qPCR usando el software GraphPad Prism de Graph Pad Software, Inc. y el
software SPSS de IBM. Para comparaciones fiables, se relacion6 el C; promedio del
numero de copias de teldbmero con el de un gen de numero de copias individual. El valor
de umbral se establecié en la parte inicial de la fase exponencial de las curvas de
amplificacién. El cruce de esta linea con la curva define los valores de Ct para todas las

muestras. Los Ct se analizaron usando 2*' [17].

Se ajusto la dinamica de digestion de ADN de telémero a una curva lineal-cuadratica y? =
BO + B1x + B2x*> (R? > 0,90) en donde x es el tiempo de la digestién con Bal 31 en
minutos, BO es la constante, B1 es la componente lineal y B2 es la componente
cuadratica de tal ecuacion. El factor de proteccion de cromatina se establecié como la

razén entre la digestiéon de cromatina frente a la digestion de ADN desnudo tras 10
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minutos de incubacién con Bal 31. Se compararon los coeficientes de las curvas usando

la prueba de F en Graph Pad. La significacién se definié como p<0,05.

2. Resultados

La figura 1 muestra las curvas cinéticas de la digestion con Bal 31 de secuencias de ADN
telomérico en ADN aislado y en cromatina de U20S, T45 y fibroblastos humanos. Debe
indicarse que mientras que el ADN telomérico disminuyo, el gen de control interno U6 no
aparecio significativamente digerido con el tiempo de incubacién. Los datos se ajustaron
notablemente a una curva descendente lineal-cuadratica, aunque también fue adecuado

el ajuste a una curva lineal descendente, principalmente para cromatina.

En el caso del ADN desnudo, la componente lineal fue inicialmente predominante y una
componente cuadratica baja fue mas evidente en puntos de tiempo posteriores. Por tanto,
la tasa de digestion del ADN no empaquetado fue inicialmente rapida, pero tendié a
ralentizarse progresivamente en los momentos finales. No fueron evidentes diferencias
significativas entre U20S y T45 (p=0,072). Los fibroblastos humanos parecieron digerirse
significativamente mas rapido soélo cuando se compararon con T45 (p<0,0001). La
adicién de 5-azaC a los cultivos no modificé significativamente la cinética de digestion de

ADN de teldbmero cuando no estaba empaquetado, tal como se esperaba.

La digestién de ADN telomérico en cromatina organizada se ajusté predominantemente a
una linea recta descendente lineal, siendo insignificante la componente cuadratica, en los
tres tipos de células examinados. Las curvas de digestion de cromatina fueron
significativamente mas lentas cuando se compararon con las del ADN respectivo no
empaquetado (p<0,0001). El factor de proteccion de cromatina establecido a los 10 min
de actividad de Bal 31 mostré que la organizacion de cromatina del telémero disminuyé la
tasa de digestion de secuencias de ADN telomérico 2,3 veces en la linea celular U20S,

1,7 times en la linea celular T45y 1,9 veces en los fibroblastos.

En la figura 1 se muestran las curvas cinéticas de la digestion con Bal 31 de secuencias
de ADN telomérico tanto en cromatina como en ADN aislado de U20S, T45 y fibroblastos
humanos. Debe hacerse hincapié en que el ADN del gen de control interno U6
permanecié estable, mientras que el contenido del ADN telomérico disminuyé. Los datos
cinéticos se ajustaron a una curva descendente lineal-cuadratica, aunque también fue

adecuada una curva lineal descendente, principalmente para cromatina. En el caso de
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ADN desnudo, la componente lineal fue inicialmente predominante haciéndose evidente
una componente cuadratica en los puntos de tiempo posteriores. Por tanto, la tasa de
digestion del ADN no empaquetado fue inicialmente rapida, pero tendié a ralentizarse
progresivamente en los momentos finales. No fueron evidentes diferencias significativas
entre U20S y T45 (p=0,072) en ADN desnudo. Los fibroblastos humanos se digirieron
significativamente mas rapido soélo cuando se compararon con la linea celular de raton
T45 (p<0,0001). La cinética no fue significativamente diferente de la de la linea celular
U20S. La adicion de 5-azaC a los cultivos no modificéd significativamente la cinética de

digestion de ADN de teldmero cuando no estaba empaquetado, tal como se esperaba.

En los tres tipos de células examinados, la digestiéon de ADN telomérico en cromatina
organizada pudo describirse mediante una relacion lineal con una componente cuadratica
insignificante. La digestion de cromatina fue significativamente mas lenta cuando se
comparé con la de muestras respectivas de ADN no empaquetado (p<0,0001). El factor
de proteccidén de cromatina establecido tras 10 min de actividad de Bal 31 mostré que la
presencia de organizacion de cromatina disminuyo la tasa de digestion de secuencias de
ADN telomérico 2,3 veces en la linea celular U20S, 1,7 veces en la linea celular T45 y

1,9 veces en los fibroblastos.

Cuando se afadi6 5-azaC al cultivo durante 24 horas, la componente lineal de la curva de
digestién de cromatina se mantuvo predominante, pero fue evidente una componente
cuadratica en los puntos de tiempo posteriores. El factor de proteccion de cromatina
registrado tras el tratamiento con farmaco fue significativamente inferior al de la cromatina
nativa sin 5-azaC cuando se comparé con ADN no empaquetado, para U20S (aumento
de 1,6 veces), T45 (aumento de 1,2 veces) y fibroblastos humanos (aumento de 1,4

veces).

Las curvas cinéticas del ADN telomérico aislado sugieren una tasa de digestién rapida
inicial que disminuye ligeramente en los momentos finales. Cuando el ADN telomérico se
organiza en la cromatina nativa, la tasa de digestion es practicamente homogénea
durante todo el tiempo de incubacioén, lo que sugiere que no hay diferencias claras en la
organizacion de cromatina a lo largo del teldmero, dentro de la sensibilidad del ensayo.
Comparando la digestién de las secuencias de ADN telomérico en conformacién o bien
no empaquetada o bien empaquetada, se obtiene el factor de proteccion de cromatina.
Esto corresponde al efecto obstructivo ejercido por la organizacion de cromatina de orden

superior del telémero en la actividad de Bal 31 en las secuencias de ADN secuencias
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donde se localiza. La restriccion de la accesibilidad y la actividad de exonucleasa es una
medida indirecta del nivel de empaquetamiento de la cromatina telomérica. Los valores
fueron los mas discriminativos a los 10 min de digestion, por lo que se establecié el factor

de proteccion en este punto de tiempo especifico.

Tratamiento con 5-azaC

Para demostrar la capacidad discriminativa del ensayo, se incubaron los cultivos con el
agente desmielinizante de ADN, 5-azaC, un inhibidor de la actividad ADN
metiltransferasa (DNMT). La metilacion de ADN en la posicion 5 de la citosina en los
sitios CpG es una modificacion epigenética predominante en el genoma eucariota [18—
20]. En cultivo celular, a niveles de dosis suficientemente bajos como para evitar
desencadenar la muerte celular, la incorporacion de 5-azaC en el ADN conduce a la
pérdida rapida de actividad DNMT ya que la enzima se une irreversiblemente a residuos
de 5-azaC en el ADN [24, 25]. La pérdida de metilacibn de ADN puede dar como
resultado entonces la activacion transcripcional asociada a una conformacion de

cromatina mas abierta.

En los cultivos celulares sometidos a ensayo en esta invencion, 24 h tras la exposicién al
farmaco, los niveles de digestion telomérica aumentaron de manera espectacular en el
caso de los ensayos de cromatina, mientras que no se encontrd variacién significativa en
las preparaciones de ADN desnudo cuando se compard con sus homologos no tratados.
La cromatina extraida de los cultivos expuestos al farmaco tuvo cinética de digestion mas
rapida cuando se comparé con los homoélogos no tratados en los tiempos sometidos a
ensayo. El efecto protector de la organizacion de la cromatina, medido por el factor de
proteccion de cromatina, disminuyd tras el tratamiento con el farmaco, reduciéndose en
1,4 veces con respecto a sus homoélogos de cromatina de tipo natural. Tales valores
fueron significativamente inferiores a los encontrados para la cromatina de tipo natural.
Esto demuestra que la desmetilacion de los residuos de citosina transformaba la
cromatina cerrada compacta en un estado mas abierto haciéndola mas accesible para la

exonucleasa.

Aunque el dinucledtido CpG esta ausente en las secuencias teloméricas, las repeticiones
subteloméricas son ricas en sitios CpG altamente metilados [21]. Esto podria reforzar el
efecto de colocacion de telémeros, en el que el teldmero muestra la capacidad de

silenciar genes que estan ubicados en regiones subteloméricas circundantes [22]. La
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metilacién de ADN subtelomérico disminuye junto con el acortamiento de telémeros en
ratones deficientes sin telomerasa. Por tanto, la cromatina telomérica y subtelomérica
pierde caracteristicas heterocromaticas lo que conduce a un estado de cromatina mas

abierto con el envejecimiento [23].

La hipometilacion inducida por 5-azaC en linfocitos T humanos normales activados con
PHA se asocia con una alta frecuencia de asociaciones de telomero [27]. EI TCCA
evidencio una disminucion significativa del CPF frente a la digestion con Bal 31 tras la
incubacién con 5-azaC en todos los tipos de células analizados. Por tanto, tras el
tratamiento con 5-azaC, la cromatina telomérica parecié ser mas accesible a la nucleasa,
por lo que presumiblemente no esta tan estrechamente organizada como en el estado de
cromatina nativa. Esto podria ser potencialmente la causa principal de las asociaciones

de teldmero aumentadas notificadas en linfocitos.

En conjunto, estos resultados apoyan la capacidad del TCCA para evidenciar diferencias
en los niveles de empaquetamiento del ADN telomérico y confirman la influencia de los
niveles de metilacion del ADN subtelomérico en la conformacion de la cromatina

telomérica.

Por consiguiente, puede establecerse una evaluacién de la compactacién de cromatina
de orden superior en los teldbmeros comparando la cinética de la digestion con
exonucleasa Bal 31 del ADN de telémero en cromatina aislada con la del ADN desnudo
cuantificadas por gPCR. El CPF refleja la limitacion de la accesibilidad y la activad de la
exonucleasa por la estructura de la cromatina telomérica. Este factor se reduce tras la
incubacién con el agente desmetilante 5-azaC, lo que verifica el papel de la metilacion del
ADN subtelomérico en la conformacion de la cromatina telomérica. Por tanto, el ensayo
TCCA de la presente invencién es de interés, entre otras cosas, para evaluar el efecto de
agentes terapéuticos disefiados para alterar la estructura del telé6mero. Pueden aplicarse

potencialmente variaciones del ensayo en cualquier regién genémica dada.
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REIVINDICACIONES

Ensayo de compactacién de cromatina en teldmeros (TCCA) para determinar el

factor de proteccién de cromatina que comprende las etapas de:

a. obtener una muestra biolégica que comprende células;

b. extraer cromatina de las células de la etapa a) y mezclarla con tampén de Bal
31;

c. extraer ADN no empaquetado de las células de la etapa a) y mezclarlo con un

tampédn de Bal 31;

d. afiadir la nucleasa Bal 31 a las muestras de la etapa b) y c) para realizar la

digestion de los telémeros;

e. inactivar la enzima de la etapa d) y purificar el ADN;

f. cuantificar el ADN telomérico de la etapa e) asi como la secuencia de copia
individual elegida presente en el ADN de la etapa e) usando un ensayo basado en

amplificaciéon cuantitativa en tiempo real;

g. ajustar la dindamica de digestion de ADN de telobmero una vez corregida

mediante el método de [1[]1C; a una curva lineal-cuadratica

y? = B0 + B1x + B2x?,

en donde x es el tiempo en minutos; y

h. determinar el factor de proteccién de cromatina definido como la razén entre los
valores de cambio de telomero relativo de las curvas ajustadas de digestién de
cromatina frente a digestion de ADN desnudo tras la incubacion con Bal 31
durante un tiempo suficiente para conseguir un valor altamente discriminativo del
factor o alternativamente el factor de proteccion de cromatina puede determinarse
en el punto de tiempo especifico de digestion con nucleasa mas discriminativo

entre las curvas.
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Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacién 1, en el que el factor de proteccion de cromatina se calcula como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestién de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras entre 0,5 y 60 minutos de incubacién con Bal 31
(cromatina/ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacién 1, en el que el factor de proteccion de cromatina se calcula como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestién de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras entre 5 y 30 minutos de incubacién con Bal 31
(cromatina/ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacion 1, en el que el factor de proteccidon de cromatina se calcula como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestién de cromatina frente a
digestién de ADN desnudo tras entre 7 y 20 minutos de incubacién con Bal 31
(cromatina/ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacion 1, en el que el factor de proteccidon de cromatina se calcula como la
razon entre los valores de las curvas ajustadas de digestién de cromatina frente a
digestion de ADN desnudo tras aproximadamente 10 minutos de incubacién con
Bal 31 (cromatina/ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacién 1, en el que el factor de proteccién de cromatina se calcula como la
razén entre la pendiente de la curva (y? = BO + B1x + B2x?) en su fase lineal (B1
de cromatina/B1 de ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacion 1, en el que el factor de proteccidén de cromatina se calcula como la
razén entre la pendiente de la curva (y?> = BO + B1x + B2x?) en su fase cuadratica
(B2 de cromatina/B2 de ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la

reivindicacion 1, en el que el factor de proteccién de cromatina se calcula como la
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razon entre el valor obtenido en cromatina frente a ADN desnudo en el punto de

tiempo especifico de digestion con nucleasa mas discriminativo entre las curvas.

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende ademas la etapa de
guardar la informacién referente al factor de proteccion de cromatina en un

soporte de datos.

Ensayo de compactacion de cromatina en telémeros (TCCA) segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9, en el que el tampdn de Bal 31 comprende NaCl 100-
300 mM, CaCl, 10-14 mM, MgCl, 10-14 mM, Tris-HCI 10-30 mM, EDTA 0,5-1,5

mM, 4H.O a un pH de entre aproximadamente 6 y aproximadamente 10.

Ensayo de compactacion de cromatina en teldbmeros (TCCA) segun la
reivindicacion 10, en el que el tampon de Bal 31 comprende NaCl
aproximadamente 200 mM, CaCl, aproximadamente 12 mM, MgCl,
aproximadamente 12 mM, Tris-HCI aproximadamente 20 mM, EDTA

aproximadamente 1 mM, 4H,O a un pH de aproximadamente 8.

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el ensayo es un ensayo de
diagnéstico de la inestabilidad gendmica, que comprende ademas la etapa de
obtener un resultado del método mediante comparacion del factor de proteccién
de cromatina con un factor de protecciéon de cromatina de control indicativo de

estabilidad gendmica y/o inestabilidad gendmica.

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la

reivindicacién 12, en el que el ensayo es un ensayo de diagndstico de cancer.
Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el ensayo es un ensayo de

pronéstico.

Método de examen de agentes antitumorales y/o antiinfecciosos que comprende

las etapas de:

37



10

15

20

25

30

35

16.

ES 2 564 569 Al

a. obtener una muestra biolégica que comprende células que se han tratado
mediante el posible agente antitumoral y/o antiinfeccioso y una muestra bioldgica
de control que comprende células que no se han tratado mediante el posible

agente antitumoral y/o antiinfeccioso;

b. extraer cromatina de las células de la etapa a) y mezclarla con tampdn de Bal
31;

c. extraer ADN no empaquetado de las células de la etapa a) y mezclarlo con un

tampén de Bal 31;

d. afiadir la nucleasa Bal 31 a las muestras de la etapa b) y c) para realizar la

digestion de los telémeros;

e. inactivar la enzima de la etapa d) y purificar el ADN;

f. cuantificar el ADN de la etapa e) usando un ensayo basado en amplificacién

cuantitativa en tiempo real;

g. ajustar la dinamica de digestién de ADN de teldbmero a una curva lineal-

cuadratica

y? = B0 + B1x + B2x?,

en donde x es el tiempo en minutos; y

h. determinar el factor de proteccién de cromatina definido como la razén entre los
valores de cambio de telomero relativo de las curvas ajustadas de digestion de
cromatina frente a digestion de ADN desnudo tras la incubacion con Bal 31
durante un tiempo suficiente para conseguir un factor de proteccién de cromatina

fiable y reproducible;

g. comparar el factor de proteccion de cromatina de células tratadas con las

células de control no tratadas.

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
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reivindicacién 15, en el que el factor de proteccion de cromatina se calcula como
la razén entre los valores de las curvas ajustadas de digestion de cromatina frente
a digestion de ADN desnudo tras entre 0,5 y 60 minutos de incubacién con Bal 31
(cromatina/ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacién 16, en el que el factor de proteccion de cromatina se calcula como
la razén entre los valores de las curvas ajustadas de digestién de cromatina frente
a digestion de ADN desnudo tras entre 5 y 30 minutos de incubacién con Bal 31
(cromatina/ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacién 17, en el que el factor de proteccion de cromatina se calcula como
la razén entre los valores de las curvas ajustadas de digestién de cromatina frente
a digestion de ADN desnudo tras entre 7 y 15 minutos de incubacién con Bal 31
(cromatina/ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacién 18, en el que el factor de proteccion de cromatina se calcula como
la razén entre los valores de las curvas ajustadas de digestién de cromatina frente
a digestion de ADN desnudo tras aproximadamente 10 minutos de incubacién con
Bal 31 (cromatina/ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacion 15, en el que el factor de proteccién de cromatina se calcula como
la razon entre la pendiente de la curva (y? = BO + B1x + B2x?) en su fase lineal (B1
de cromatina/B1 de ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacién 15, en el que el factor de proteccion de cromatina se calcula como

2

la razén entre la pendiente de la curva (y> = BO + B1x + B2x?) en su fase

cuadratica (B2 de cromatina/B2 de ADN).

Ensayo de compactacion de cromatina en teldmeros (TCCA) segun la
reivindicacion 1, en el que el factor de proteccion de cromatina se calcula como la

razon entre el valor obtenido en cromatina frente a ADN desnudo en el punto de
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tiempo especifico de digestion con nucleasa mas discriminativo entre las curvas.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22, que comprende
ademas la etapa de guardar la informacion referente al factor de proteccién de

cromatina en un soporte de datos.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 23, en el que el tampon de
Bal 31 comprende NaCl 100-300 mM, CaCl, 10-14 mM, MgCl, 10-14 mM, Tris-HCI
10-30 mM, EDTA 0,5-1,5 mM, 4H,O a un pH de entre aproximadamente 6 y

aproximadamente 10.

Método segun la reivindicacion 24, en el que el tampdn de Bal 31 comprende
NaCl aproximadamente 200 mM, CaCl, aproximadamente 12 mM, MgCl,
aproximadamente 12 mM, Tris-HClI aproximadamente 20 mM, EDTA

aproximadamente 1 mM, 4H,O a un pH de aproximadamente 8.
Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 25, en el que el agente

antitumoral o antiinfeccioso es un agente de alteracién de la estructura de

teldbmero.
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Figura 1
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Lista de Secuencias

<110> Telomere ChromatinServizo Galego de Salde - SERGAS
<120> Telomere Chromatin Compaction Assay (TCCA)

<130> 900420

<160> 4

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 39

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Telomere primer forward
<400> 1

cggtttgttt gggtttgggt ttgggtttgg gtttgggtt

<210> 2

<211> 39

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> Telomere primer reverse
<400> 2

ggcttgcctt acccttaccc ttacccttac ccttaccct

<210> 3

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> U6 primer forward
<400> 3

ggaatctaga acatatacta aaattggaac

<210> 4

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> U6 primer reverse
<400> 4

gaactcgagt ttgcgtgtca tccttgcgce
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201431380

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Nudmero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 FERNANDEZ, J.L. et al., Cytogenet. Cell. Genet., (1998), 82(3-4): 195-8. 1998
D02 WU, P. et al., Mol. Cell. Biol., (2008), 28(18): 5724-35. 2008
D03 SCHOEFTNER, S. et al., EMBO J., (2009), 28(16): 2323-36. 2009
D04 BAILEY, S.M. et al., Nucleic Acids Res., (2006), 34(8): 2408-17. 2006
D05 TAMAYO, M. et al., Mutat. Res., (2010), 683(1-2): 68-73. 2010
D06 KIMURA, M. et al., Nat. Protoc., (2010), 5(9): 1596-607. 2010

En D01-D04 se analiza la estructura especializada de cromatina en telémeros y su funcion.
En D05-D06 se divulgan diferentes procedimientos para determinar la longitud de los telémeros.

2. Declaracion motivada segln los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de
Patentes).

1.1 Reivindicacién independiente 1y 15.

1.1.1. El objeto de las reivindicacion independiente 1 consiste en un procedimiento para determinar el factor de proteccion

de cromatina en telémeros que comprende la extraccion de cromatina y de ADN no empaquetado de una muestra
bioldgica y su digestion con exonucleasa Bal 31, cuantificar el ADN telomérico, ajustar la dindmica de la reaccion de
digestion del ADN telomérico mediante una curva lineal-cuadratica y, finalmente, determinar el factor de proteccion de
cromatina mediante el cociente entre los valores de las curvas ajustadas de digestion de cromatina y de ADN no
empaquetado en un intervalo o en un punto especifico de tiempo en el que las curvas de digestion muestran una
mayor diferenciacion, siendo dicho factor de proteccion de cromatina indicativo de la estabilidad y/o inestabilidad
genomica (reivindicaciones 12 y 13). La reivindicacién 15 trata de un procedimiento de identificaciébn de agentes
antitumorales y/o antiinfecciosos basado en la determinacién del factor de proteccion de cromatina segun la
reivindicacion 1 en células tratadas y no tratadas con dichos agentes.
En el estado de la técnica mas proximo, constituido por los documentos D01-D06, se ha caracterizado la estructura
especializada de cromatina en telomeros y su funcidn de proteccion de los cromosomas. Ademas, se han divulgado
diferentes procedimientos para determinar la longitud de los teldomeros como un biomarcador relacionado con la edad
biolégica y como factor de prediccion de la longevidad. Sin embargo, ninguno comparte las caracteristicas técnicas
del procedimiento reivindicado en la solicitud. Ademas, dicho procedimiento no se deduce de una manera obvia de la
informacidn descrita previamente en este campo de la técnica. Por consiguiente, el método reivindicado en la solicitud
de patente se considera nuevo e inventivo sobre la base de los documentos D01-D06.

1.2. La presente solicitud satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes, pues el objeto de las
reivindicaciones 1-26 es nuevo y tiene actividad inventiva de acuerdo con los Arts. 6.1. y 8.1. de la Ley de Patentes.
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