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DESCRIPCIÓN 
 
Método para determinar la función de reparación de emparejamientos incorrectos del ADN 
 
Campo de la invención 5 
 
Esta divulgación se refiere al diagnóstico del cáncer y proporciona métodos basados en un ensayo de reparación de 
emparejamientos incorrectos de ADN para determinar si un sujeto humano tiene una función de reparación de 
emparejamientos incorrectos de ADN alterada; y para identificar un gen de reparación de emparejamientos 
incorrectos que tiene una función defectuosa y, por tanto, un riesgo aumento de desarrollar cánceres hereditarios, 10 
especialmente cáncer colorrectal. El método también proporciona un método novedoso de diagnóstico del síndrome 
de Lynch. El método se realiza sobre una muestra obtenida de tejido normal, tal como fibroblastos. 
 
Antecedentes de la invención 
 15 
El cáncer colorrectal (CRC) es la segunda causa más común de muerte relacionada con cáncer en Estados Unidos y 
en Europa. De acuerdo con un reciente artículo de revisión de Pino, M.S. y Chung, D.D. en Expert Rev Mol Diagn, 
10(5):651-665, 2010, el CRC es responsable de 52 000 muertes estimadas por año en EE. UU. y de 146 000 por 
año en la UE. Aproximadamente un 2-5 % de los casos recién diagnosticados de CRC pueden atribuirse a síndrome 
de Lynch. 20 
 
El síndrome de Lynch (LS), a menudo se menciona como síndrome de cáncer colorrectal sin poliposis hereditario 
(HNPCC), se manifiesta en cáncer colorrectal y de endometrio de aparición prematura, y un riesgo aumentado de 
ciertos cánceres extracolónicos, incluyendo tumores en cualquier otra parte del tubo gastrointestinal (por ejemplo, 
estómago, intestino delgado, conducto biliar), el sistema colector urinario (pelvis renal, uréter) y el sistema 25 
reproductor femenino (ovarios). 
 
Los estudios de familias seleccionadas con LS han estimado un riesgo de un 70-80 % a lo largo de la vida de cáncer 
colorrectal con una edad media de diagnóstico en la mitad de la cuarentena. La segunda el segundo cáncer más 
común en LS es cáncer de endometrio, y las mujeres con LS tienen un riesgo acumulado a largo de la vida de 30 
desarrollar cáncer de endometrio y ovario, con una edad media de diagnóstico aproximadamente 10 años que los 
casos esporádicos. El riesgo a lo largo de la vida de cáncer gástrico en pacientes con LS varía entre poblaciones, 
con una incidencia particularmente elevada en áreas tales como China y Corea, donde hay un riesgo endémico 
elevado de cáncer gástrico, con un riesgo a lo largo de la vida de aproximadamente un 30 %. En estas áreas, el 
riesgo de cáncer gástrico excede el de cáncer de endometrio. 35 
 
El síndrome de Lynch está muy asociado a herencia latente autosómica de mutaciones en genes fundamentales 
para el mecanismo de reparación de emparejamientos incorrectos de ADN (MMR) y está causado por mutaciones 
en la línea germinal en uno de los cuatro genes de reparación de emparejamientos incorrectos de ADN (MMR), 
MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2. Además, un 25 % de los tumores de colon esporádicos, así como varios tumores de 40 
endometrio, ovario y algún otro órgano y tejido, carecen de MMR. Las proteínas MMR normalmente reconocen y 
reparan nucleótidos emparejados de forma incorrecta y bucles de inserción/eliminación causados por el 
deslizamiento de la ADN polimerasa durante la replicación de secuencias de repetición cortas conocidas como 
microsatélites. 
 45 
Las cinco proteínas implicadas en el mecanismo de reparación de emparejamientos incorrectos (MMR) humano para 
mantener la función de integridad genómica como heterodímeros son MutLα (MLH1+PMS2), MutSα (MSH2+MSH6) 
y MutSβ (MSH2+MSH3). Las proteínas MMR corrigen los emparejamientos incorrectos de base/base y pequeños 
bucles de inserción/eliminación (IDL) que surgen sobre la hebra recién sintetizada durante la replicación y 
recombinación del ADN. 50 
 
Los genes más frecuentemente afectados incluyen MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, cuyas variaciones de la línea 
germinal se presentan en la base de datos LOVD (http://www.insight-group.org/; http://www.lovd.nl/). Aunque la 
mayoría de las mutaciones que afectan a los genes MMR son truncamientos, una proporción significativa de 
mutaciones provoca sustitución de aminoácidos individuales o una eliminación en fase y son difíciles de distinguir de 55 
los polimorfismos inocuos. Dichas alteraciones a menudo se mencionan como variantes de importancia incierta 
(VUS) debido al efecto no caracterizado de la variación sobre la función del polipéptido. 
 
Los tumores que carecen de MMR están muy asociados a inestabilidad de microsatélites (MSI). Sin embargo, el 
grado y tipo de MSI difieren dependiendo del gen MMR afectado (Kantelinen et al., British J Cancer, 1-6, 2010). 60 
 
La edad media de aparición de cáncer en LS es significativamente inferior a la de un cáncer colorrectal esporádico 
basándose en el hecho de que en LS, un individuo ya ha heredado la susceptibilidad a través de un alelo mutado y 
solamente necesita un segundo acierto en una célula somática para perder la actividad MMR y empezar la 
tumorigénesis. Por tanto, los tumores LS se caracterizan por la ausencia o por el nivel disminuido de una proteína 65 
MMR causante, así como MSI que causa reparación alterada del ADN. 
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El reconocimiento oportuno de LS es esencial para identificar pacientes con alto riesgo que requerirán vigilancia 
intensiva del cáncer. La exploración por colonoscopia y la eliminación de lesiones precursoras, adenomas, reduce 
significativamente la morbilidad y la mortalidad por cáncer en portadores de mutaciones de genes MMR (Järvinen et 
al., Gastroenterology 118: 829-834, 2000). Los análisis de rentabilidad indican que la vigilancia de cáncer colorrectal 
en portadores de mutaciones de genes MMR es eficaz y considerablemente menos costosa que las consecuencias 5 
de la ausencia de vigilancia. El Centers for Disease Control and Prevention (CDC) en Estados Unidos recomienda 
que todos los individuos con un nuevo diagnóstico de cáncer colorrectal, independientemente de la edad o de la 
historia familiar, deben ofrecer pruebas genéticas para el síndrome de Lynch. El informe del CDC indica 
adicionalmente que actualmente no hay suficientes evidencias para recomendar ninguna estrategia específica de 
selección frene a las estrategias alternativas. 10 
 
Sin embargo, la amplia diversidad de fenotipos clínicos complica el diagnóstico de LS y se han establecido varias 
directrices clínicas para distinguir las familias con LS de la carga CRC general. Actualmente, el diagnóstico clínico de 
LS depende en gran medida de los criterios de Ámsterdam o de las directrices revisadas de Bethesda, que tienen en 
cuenta la edad de aparición del cáncer, la cantidad y la segregación de individuos afectados en una familia y el nivel 15 
de MSI (Pino y Chung, Supra). Sin embargo, muchas supuestas familias con LS no se ajustan a estos criterios y 
podrían reconocerse como familias con LS solamente caracterizando una mutación en el gen MMR de la línea 
germinal patogénica en ellos. 
 
La secuencia de trabajo de diagnóstico tradicional para identificar portadores de mutaciones de genes MMR, es 20 
decir, sujetos afectados con el síndrome de Lynch, implica varias fases, tales como estudios de tumores, análisis de 
ADN, ensayos in vitro para patogenicidad de mutaciones y continua desde la detección de un defecto genético para 
evaluar si está asociado con capacidad MMR reducida. La primera etapa clínica en el diagnóstico de tumores 
asociados a LS incluye inmunohistoquímica (IHC) y análisis MSI seguido por exploración de mutaciones dictaminada 
por los resultados de IHC y MSI. Una estrategia para seleccionar mutaciones es analizar los cuatro genes MMR 25 
(MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2). Cuando se encuentra una mutación patogénica, puede confirmarse LS o en 
ausencia de una variación génica MMR, puede considerarse improbable pero no descartarse (ya que ningún 
método, se use en solitario o en combinación, es un 100 % sensible y específico). 
 
Una reciente publicación de los presentes inventores (Kansikas et al., Hum Mutat 32:107-115, 2011) divulga que el 30 
ensayo de proteínas mutantes sintetizadas in vitro para la capacidad MMR forma la piedra angular para el ensayo de 
la patogenicidad. El ensayo de MMR in vitro publicado estudia las consecuencias fenotípicas de las mutaciones de 
LS en un sistema MMR humano homólogo. La construcción de la proteína mutante LS requiere que el defecto 
genético en cuestión se encuentre y caracterice completamente a nivel de secuencia de ADN. Por tanto, se propuso 
un árbol de decisiones de tres etapas (Couch et al., Hum Mutat 29:1314-1326, 2008): 35 
 

 HISTORIA FAMILIAR 
 Sospechoso de Lynch 

(IHC, MSI) 
 ↓ 
ETAPA 1 ENSAYO GENÉTICO 
 Variantes de importancia 

incierta (VUS) 
 ↓ 
ETAPA 2 ANÁLISIS IN SILICO 

Y 
ENSAYO DE MMR IN VITRO 

 Actividad MMR 
 ↓ 
ETAPA 3 LOCALIZACIÓN SUBCELULAR 

INTERACCIONES PROTEICAS 
ESTABILIDAD PROTEICA 

OTROS ENSAYOS IN VITRO 
 
Sin embargo, hay varias desventajas asociadas con los presentes ensayos usados para establecer un diagnóstico 
clínico: 
 40 
 el ensayo MSI requiere mucho tiempo y servicios patológicos moleculares específicos, y aunque es un rasgo 

característico de LS, no es específico del mismo. Aproximadamente un 10-25 % de los CRC esporádicos y 
muchos cánceres extracolónicos también muestran MSI. Además, los CRC asociados a LS y positivos a MSI 
esporádico tienen muchas características histopatológicas en común, pero difieren en que los CRC MSI 
esporádicos no están asociados con una historia familiar positiva. 45 

 
Un inconveniente potencial inherente del ensayo IHC es que la técnica es algo subjetiva y depende de la calidad de 
la preparación tisular, de la tinción y de la interpretación de los resultados. De forma interesante, los patrones de 
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tinción anómalos pueden deberse a conservación del tejido y al microentorno del tumor. Por ejemplo, la hipoxia 
tisular o la sobrecarga oxidativa pueden disminuir la función de las proteínas MMR, incluso en tejidos genéticamente 
competentes en MMR, que da lugar a una pérdida focal o tinción débil. Anomalías secundarias en los genes MMR 
también pueden dar lugar a patrones extraños de tinción. 
 5 
Sin embargo, la limitación más obvia referida a los presentes métodos de diagnóstico de LS, es que los ensayos se 
basan en ensayo genético y en análisis de mutación en sujetos de una familia con una historia de LS conocida o 
sospechosa, o en sujetos ya afectados por cáncer. Este hecho no hace a los presentes métodos de diagnóstico 
adecuados para selección rutinaria de sujetos sanos sospechosos de ser portadores. Además, los presentes 
esquemas de ensayos son muy laboriosos, que requieren laboratorios bien equipados, así como personal de 10 
laboratorio altamente cualificado. Se ha estimado que las etapas que incluyen análisis IHC, MSI y de mutaciones 
representan aproximadamente 3500 € por ensayo, lo que es caro para un ensayo rutinario. 
 
Hay, por tanto, una necesidad bien establecida y reconocida de ensayos precisos, más simples, pero más baratos y 
clínicamente adecuados para identificar si una persona es un portador de mutaciones génicas MMR relacionadas 15 
con el síndrome de Lynch y, por tanto, sospechosas de un alto riesgo de cáncer colorrectal, así como de otros 
cánceres. 
 
Kariola R et al., (Human molecular genetics, 2002, vol. 11, n.º 11, páginas 1303-1310) describe un estudio sobre la 
heterodimerización de cuatro variantes MSH6 con MSH2 y la funcionalidad de estos complejos MutSalfa en un 20 
ensayo de MMR in vitro. 
 
Kantelinen et al., (Familiar cancer, 2011, vol. 10, n.º 3, páginas 515-520) estudia dos pacientes con cáncer 
colorrectal y basándose en estos resultados describe una supuesta familia de LS que porta variantes específicas 
tanto en MSH2 como en MSH6. 25 
 
Nystrom-Lahti et al., (Genes, chromosomes and cancer, 2002, vol. 33, n.º 2, páginas 160-167) realiza un ensayo 
funcional de mutaciones MLH1 ligadas a HNPCC utilizando ensayo de actividad/inactividad cualitativo in vitro. 
 
El documento WO2008/142521 A2 se refiere a un ensayo funcional de variantes de MMR. 30 
 
Wang et al., (Journal of biological chemistry, 2002, vol. 277, n.º 29, páginas 26136-26142) describe la construcción 
de diferentes sustratos de MMR en alto rendimiento y pureza y, además, estudia los huecos de escisión de MMR en 
sustratos con emparejamientos incorrectos de bases. 
 35 
Breve descripción de la invención 
 
El objetivo de la presente invención es proporcionar métodos novedosos y medios para conseguir ensayos precisos, 
simples, baratos y clínicamente adecuados para detectar la disminución en la eficacia de MMR sin conocimiento 
preliminar de la historia de LS o cánceres en los sujetos y, por tanto, para resolver los problemas de los métodos 40 
actuales de diagnóstico. La presente divulgación se refiere a un método cuantitativo para determinar si un sujeto 
humano tiene una función de reparación de emparejamientos incorrectos de ADN alterada, donde dicho método 
comprende a) producir un extracto nuclear de una muestra obtenida de dicho sujeto humano, b) proporcionar 
extractos de proteínas nucleares competentes en MMR y carentes de MMR como controles positivos y negativos, 
respectivamente, c) combinar en viales separados cada extracto nuclear con al menos un sustrato de ADN 45 
heterodúplex que alberga emparejamientos incorrectos, d) realizar un ensayo de reparación de emparejamientos 
incorrectos en dicha muestra y extractos de proteínas nucleares de control y dicho sustrato y, e) determinar si dicho 
extracto nuclear de muestra es capaz de reparar dicha molécula de ADN sustrato. Preferiblemente, dicha muestra 
comprende células normales obtenidas de un tejido constitutivo, más preferiblemente células fibroblásticas o células 
derivadas de sangre. 50 
 
La presente invención se refiere a un método in vitro para determinar si un sujeto humano tiene una función de 
reparación de emparejamientos incorrectos de ADN alterada como se define en la reivindicación 1. 
 
En una realización de la invención, dicho sustrato se obtiene de un plásmido que tiene la SEQ ID NO: 1 y, 55 
preferiblemente, dicho sustrato comprende además una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que 
consiste en la SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3. 
 
En otra realización, el extracto nuclear carente de MMR se obtiene de una línea celular seleccionada del grupo que 
consiste en células HCT116 y LoVo. En una realización específica, la cantidad total de extracto nuclear por vial está 60 
en el intervalo de 50-500 µg, preferiblemente 50-200 µg, más preferiblemente 75-100 µg. 
 
La presente divulgación se refiere además a un método cuantitativo para identificar un gen de reparación de 
emparejamientos incorrectos que tiene una función defectuosa, donde dicho método comprende a) producir un 
extracto de proteínas nucleares de una muestra obtenida de un sujeto humano, b) proporcionar extractos de 65 
proteínas nucleares competentes en MMR y carentes de MMR como controles positivos y negativos, 
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respectivamente, c) mezclar al menos un extracto de proteínas nucleares carentes de MMR con dicho extracto de 
muestra, d) combinar en viales separados cada extracto nuclear proporcionado en las etapas a-c con al menos un 
sustrato de ADN heterodúplex que alberga emparejamientos incorrectos, e) realizar un ensayo de reparación de 
emparejamientos incorrectos sobre dichos extractos nucleares y dicho sustrato y f) identificar dicho gen defectuoso 
determinando si dicho extracto nuclear de muestra es capaz de reparar dicho sustrato y complementar dicho 5 
extracto nuclear carente de MMR. Preferiblemente, dicha muestra comprende células normales obtenidas de un 
tejido constitutivo, más preferiblemente células fibroblásticas o células derivadas de la sangre. 
 
En una realización de la divulgación, dicho sustrato se obtiene de un plásmido que tiene la SEQ ID NO: 1 y 
preferiblemente dicho sustrato comprende además una secuencia de ácido nucleico seleccionada del grupo que 10 
consiste en la SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 3. 
 
En otra realización, el extracto nuclear carente de MMR se obtiene de una línea celular seleccionada del grupo que 
consiste en células HCT116 y LoVo. En una realización específica, la cantidad total de extracto nuclear por vial está 
en el intervalo de 50-200 µg, preferiblemente 75-100 µg. 15 
 
Además, la presente divulgación se refiere a un método novedoso para diagnosticar el síndrome de Lynch en un ser 
humano, basándose en la identificación de un gen de reparación de emparejamientos incorrectos de ADN 
defectuoso usando un ensayo de MMR de acuerdo con la presente invención, a partir de una muestra clínica 
obtenida de un tejido constitutivo de un sujeto humano. 20 
 
La presente invención se refiere a un método para diagnosticar el síndrome de Lynch en un sujeto humano como se 
define en la reivindicación 6. 
 
La presente divulgación también se refiere a un kit para el uso de los métodos de acuerdo con la presente invención, 25 
que comprende al menos un sustrato de ADN heterodúplex que alberga emparejamientos incorrectos, al menos un 
extracto nuclear carente de MMR y un extracto nuclear competente en MMR como control positivo. Preferiblemente, 
dichos extractos nucleares carentes de MMR se obtienen de una línea celular que tiene una deficiencia de MMR 
respecto a MLH1, MSH2 o MSH6, preferiblemente de células HCT116 o LoVo. 
 30 
En una realización específica de la presente divulgación, el kit comprende al menos dos extractos nucleares 
carentes de MMR. 
 
En una realización adicional, el kit también puede incluir reactivos adicionales necesarios para realizar el ensayo de 
MMR, tales como tampón MMR 10 X que comprende Tris-HCl 200 mM pH 7,6, KCI 400 mM, MgCl2 50 mM, glutatión 35 
10 mM, 500 µg/ml de BSA, 1 mM de cada dNTP y ATP 15 mM; y una solución de PARADA para el ensayo de MMR 
que comprende EDTA 42 mM, SDS al 1,2 %, 50,4 µg/ml de proteinasa K. Opcionalmente, el kit puede comprender 
reactivos para aclarar la muestra, tal como tampón TE, fenol/cloroforma/alcohol isoamílico y cloroformo; para 
precipitar dicha muestra, tal como NaCl y etanol; y para detectar la reparación, tal como RNasa A y las enzimas de 
restricción BglII y Eco31I con tampón y colorante de carga. 40 
 
Breve descripción de las figuras 
 
En lo siguiente, se describirá la invención con mayor detalle mediante realizaciones preferidas con referencia a los 
dibujos adjuntos, en que 45 
 
 La figura 1 es una visión global del método de la presente invención; 
 La figura 2 es un análisis de MMR de extracto nuclear de fibroblastos sanos (FB-WT, tipo silvestre) en 

comparación con el obtenido de una línea celular competente en MMR (HeLa) y un control de ensayos carente 
de MMR (SIMULADO) sin proteínas nucleares; 50 

 La figura 3 es un análisis de transferencia de Western que muestra a) el contenido de proteínas MMR (MLH1 y 
su equivalente PMS2) de un extracto nuclear de fibroblastos sanos (FB-WT) en comparación con la línea celular 
derivada de fibroblastos FB-M1 donde MLH1 se ha silenciado parcialmente y b) el contenido de proteínas MMR 
(MSH2 y su equivalente MSH6) de FB-WT en comparación con la línea celular derivada de fibroblastos FB-SH13 
donde MSH2 se ha silenciado parcialmente. 55 

 La figura 4 es un análisis cuantitativo de MMR que muestra que la deficiencia de MLH1 en FB-M1 y de MSH2 en 
FB-SH13 se detecta como una disminución en la eficacia de reparación con intensidad variable. Los porcentajes 
relativos de reparación se muestran respecto a la eficacia de reparación de FB-WT; y 

 La figura 5 es un análisis cuantitativo de MMR que muestra que puede detectarse una diferente capacidad MMR 
de FB-WT y de FB-M1 cuando se usa en combinación con un extracto nuclear carente de MLH1 HCT116; y 60 

 La figura 6 es una presentación esquemática de la preparación de sustrato, incluyendo las presentaciones en 
plásmido de pGEM-IDL40, pGEM-IDLGT y pGEM-IDL39, y sus construcciones derivadas 5'IDLGT y 5'IDL1. 

 
Descripción detallada de la invención 
 65 
Ahora se ha descubierto sorprendentemente que una evaluación funcional de la eficacia de reparación de 
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emparejamientos incorrectos de ADN (MMR) puede usarse para reconocer individuos con una deficiencia hereditaria 
de MMR y, por tanto, en riesgo importante de desarrollar cáncer. La presente invención proporciona un novedoso 
ensayo de MMR, que está dirigido a identificar la capacidad defectuosa de MMR (figura 1). El ensayo de acuerdo 
con la presente invención es aplicable sin ningún conocimiento previo de la secuencia génica de MMR subyacente o 
el cambio regulador, la historia familiar, la historia del cáncer o los resultados IHC y, por lo tanto, constituye una 5 
nueva estrategia con fines de diagnóstico. El ensayo es ideal con fines selectivos de portadores de mutaciones de 
MMR en grandes poblaciones y, por tanto, para hallar personas con alto riesgo de desarrollo de cáncer. 
 
La presente divulgación se refiere a un protocolo de ensayo simple que consiste solamente en un ensayo, mientras 
que la secuencia de trabajo de trabajo tradicional para identificar portadores de mutaciones en genes MMR 10 
(síndrome de Lynch) implica varios ensayos y continua a partir de la detección de un defecto genético para evaluar 
si está asociado con capacidad MMR reducida. La presente invención proporciona un procedimiento de una etapa 
que evalúa si un individuo porta o no un defecto de MMR en la línea germinal, determinado por un ensayo de MMR 
cuantitativo. El método de acuerdo con la presente invención se basa en la detección de capacidad MMR disminuida 
en una muestra de tejido normal, tal como sangre, mucosa o fibroblastos, preferiblemente fibroblastos o linfoblastos 15 
obtenidos del sujeto a ensayar. 
 
Como se usa en este documento, el término tejido "normal" pretende incluir cualquier tejido sano no neoplásico, 
preferiblemente un tejido constitutivo. 
 20 
Como se usa en este documento, la expresión "tejido constitutivo" se refiere a tejidos de células no neoplásicas que 
representan sustancialmente la composición genética heredada al nacer y que puede obtenerse de cualquier parte 
del organismo humano accesible a la toma de muestras, por ejemplo, mucosa o fibroblastos. 
 
El protocolo de ensayo de la presente divulgación se refiere a un método cuantitativo. Como se usa en este 25 
documento, la expresión "método cuantitativo" se refiere a un método que da resultados de eficacia de MMR con 
intensidad variable, es decir, no es un ensayo de actividad/inactividad. El presente ensayo de MMR detecta 
deficiencias de proteínas MMR como una disminución en la eficacia de reparación (véase la figura 4 para MLH1 y 
MSH2). Como se usa en este documento, los genes o proteínas MMR se refieren a cualquier gen o proteína que 
participa en el proceso MMR, por ejemplo, seleccionados del grupo que consiste en MLH1, MSH2, MSH6, MLH3, 30 
MSH3, PMS1, PMS2 y EXO1. En una realización específica, las deficiencias de las proteínas MMR MLH1, MSH2 y/o 
MSH6 se detectan por el método o medio de la presente invención. De hecho, aún existe alguna capacidad de 
corregir emparejamientos incorrectos si, por ejemplo, hay solamente un alelo MMR normal presente, como es el 
caso en células normales de todos los portadores de la mutación del gen MMR en familias LS, o si un gen MMR está 
parcialmente inactivado. En comparación, los ensayos de la técnica anterior usados para células cancerosas revelan 35 
si se produce MMR (ambos alelos de tipo silvestre presentes) o está ausente (ambos alelos de tipos silvestre 
ausentes) lo que representa un ensayo de actividad/inactividad para MMR. 
 
La MMR del ADN tiene lugar en el núcleo de la célula, y solamente las proteínas MMR del núcleo toman parte en el 
proceso de reparación. Por el método de la presente invención es posible ensayar la funcionalidad de esas proteínas 40 
MMR que se han dirigido al núcleo para la actividad de reparación in vivo, porque el material de partida del método 
es un extracto nuclear. Por el contrario, en una secuencia de trabajo tradicional, el ensayo de MMR se usa para 
estudiar la eficacia de MMR de los productos de proteína MMR mutada construidos in vitro. En estos ensayos in 
vitro, las proteínas a ensayar se añaden de forma artificial al extracto nuclear sin la posibilidad de estudiar solamente 
las proteínas que están presentes de forma natural en los núcleos. Por tanto, el ensayo de patogenicidad de la 45 
presente divulgación difiere de los ensayos funcionales de la técnica anterior revelando la capacidad MMR real del 
núcleo. Y, por lo tanto, por el método de la presente invención también es posible encontrar problemas de 
localización nuclear de las proteínas MMR. 
 
Los métodos de la técnica anterior utilizan extractos celulares, es decir, extractos citoplasmáticos (CE) en lugar de 50 
extractos nucleares. Los ensayos con extractos citoplasmáticos dan información incorrecta de las cantidades y 
proporciones de proteínas MMR, que tienen capacidad de procesos de reparación en la práctica. Por lo tanto, los 
ensayos con extractos citoplasmáticos son adecuados únicamente para ensayos de actividad/inactividad y no para 
ensayos cuantitativos de MMR. 
 55 
En los métodos de la presente invención, la capacidad MMR se detecta directamente del gel de agarosa sin usar 
ningún método de detección indirecta de la técnica anterior tal como ensayos de complementación en E. coli, donde 
la detección se gestiona por la expresión de lacZα. 
 
El ensayo de una etapa de acuerdo con la presente invención opcionalmente puede estar seguido de o incluir las 60 
etapas de identificación de un gen genética o epigenéticamente defectuoso subyacente si así se desea, pero esto no 
es necesario para un diagnóstico clínico. Contrario a los ensayos tradicionales, el método de acuerdo con la 
presente invención permite el reconocimiento de individuos con susceptibilidad aumentada al cáncer debido a MMR 
defectuosa incluso en casos donde ningún miembro de la familia ha desarrollado aún cáncer, donde los ensayos de 
mutación no producen cambios detectables, y/o donde el cambio subyacente no es genético sino epigenético 65 
(regulador). 

E12729995
06-11-2017ES 2 646 394 T3

 



7 

El principio básico, así como las diferentes realizaciones del ensayo propuesto, se muestra en un formato de matriz 
en la tabla 1, donde Y indica un extracto de proteínas nucleares ausente de MMR, X un extracto de proteínas 
nucleares de muestra de ensayo y Z un extracto de proteínas nucleares de control positivo competente en MMR. 
 

Tabla 1 5 
MMR +/- gen MMR 1 +/- gen MMR 2 +/- gen MMR 3 +/- 

Y Y1 Y2 Y3 
X X + Y1 X + Y2 X + Y3 
Z Z Z Z 

 
En una realización de la presente invención, se prepara un extracto de proteínas nucleares de muestra de ensayo 
(X) a partir de células normales cultivadas, tales como fibroblastos, obtenidos del sujeto a ensayar, y se realiza un 
ensayo de MMR de acuerdo con la presente invención en viales que comprenden Y (extracto nuclear carente de 
MMR), X y Z (extracto nuclear de control positivo competente en MMR), respectivamente. la reacción de reparación 10 
convierte heterodúplex no susceptibles a escisión por la endonucleasa de restricción en homodúplex, que pueden 
escindirse. Si X es competente en MMR, el sustrato heterodúplex se escindirá, por tanto, y se linealizará en tres 
fragmentos, mientras que se producirá solamente un fragmento a causa de la linealización si X carece de MMR. Por 
consiguiente, Y producirá solamente un fragmento, mientras que Z producirá tres. Esta realización de la presente 
invención, el ensayo MMR +/- (indicando +/- que un alelo del gen MMR está funcionando y el otro es defectuoso), 15 
permitirá la determinación de si el sujeto humano ensayado tiene una función MMR alterada/defectuosa o una 
función MMR normal. 
 
En otra realización de la presente invención, el extracto nuclear de muestra (X) se usa para complementar un 
extracto nuclear carente de MMR (Y) para formar X + Y. Las muestras de ensayo complementadas (X + Y), así 20 
como los controles positivo (Z) y negativo (Y), se usan entonces en un ensayo de MMR de acuerdo con la presente 
invención para estudiar la capacidad de reparar emparejamientos incorrectos. La eficacia de reparación se cuantifica 
midiendo la eficacia de escisión usando la eficacia de reparación del extracto nuclear de fibroblastos competentes 
(Z) como un nivel de referencia, como se ejemplifica en el ejemplo 8 y en la figura 4. 
 25 
El número de extractos nucleares carentes de MMR (Yn) incluidos en el ensayo puede variarse dependiendo de si 
uno o más defectos se consideran importantes de identificar. En una realización preferida del método de acuerdo 
con la presente invención, Y1 es carente de MLH1 e Y2 es carente de MSH2/MSH6. En una realización adicional de 
la presente invención, Y3 podría ser carente de PMS2. Sin embargo, uno cualquiera de dichos extractos nucleares 
carentes de MMR (Yn) podría omitirse o añadirse y usarse, en cualquier combinación. Un experto en la materia sería 30 
capaz de construir un panel de ensayo adecuado para la situación clínica en cuestión. 
 
Se realiza un ensayo de diagnóstico típico de acuerdo con la presente invención como se describe en más detalle a 
continuación. 
 35 
A. Muestras tisulares 
 
La muestra tisular a ensayar puede ser cualquier tejido normal, que se obtiene y procesa fácilmente. En una 
realización específica de la presente invención, la muestra tisular de elección es una biopsia de piel humana o 
biopsia por escisión, que se puede haber obtenido por cualquier método bien conocido para los expertos en 40 
asistencia médica. 
 
Otras muestras tisulares que pueden usarse en un método de acuerdo con la presente divulgación incluyen 
muestras de sangre y frotis de la mucosa. 
 45 
B. Expansión de las células de muestra 
 
Para examinar la capacidad de reparación de emparejamientos incorrectos (MMR) de las células, tiene que 
cultivarse una cantidad suficiente de células antes de extraer las proteínas nucleares de las mismas. Las células se 
cultivan en condiciones convencionales de cultivo celular, adecuadas para el tipo de células usadas y bien conocidas 50 
en la técnica y, después de ello, se recogen por suave sedimentación de las mismas. 
 
Puede usarse cualquier tipo celular obtenido de una muestra clínica recogida de un sujeto humano, incluyendo 
células neoplásicas derivadas de un tumor, en un método de acuerdo con la presente divulgación. Los tipos 
celulares preferidos para su uso en un ensayo de acuerdo con la presente divulgación son fibroblastos humanos. 55 
Otro tipo celular preferido es células humanas derivadas de sangre, tal como células linfoides. 
 
Muy preferiblemente, las células del ensayo de la presente divulgación son células primarias normales o células 
normales transformadas. 

60 
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C. Extracción de proteínas nucleares de células fibroblásticas humanas 
 
Las proteínas MMR se extraen de los núcleos de las células. Las células se centrifugan, se cuentan y se lavan con 
tampón de solución salina para eliminar cualquier resto de tripsina. Las células se lavan adicionalmente con tampón 
isotónico antes de centrifugarse y se hinchan con el efecto osmótico de un posterior lavado hipotónico. Se usa una 5 
aguja estrecha para alterar las membranas celulares hasta que se confirma que la mayoría de las células se han 
lisado bajo el microscopio. 
 
Después de centrifugar las células, se retira el sobrenadante que contiene la fracción citoplasmática. Las proteínas 
nucleares se extraen de la fracción nuclear restante por incubación en tampón de extracción frio con sal después de 10 
lo cual se centrifuga cualquier desecho nuclear restante y se retira como el sedimento restante. La muestra de 
proteínas nucleares extraída después de ello se dializa en presencia de inhibidores de proteinasa, y se aclara 
adicionalmente por centrifugación antes de almacenarlo a -80 ºC. El contenido de proteína de las muestras se 
cuantifica por un fluorímetro. 
 15 
D. Preparación del sustrato 
 
Un sustrato plasmídico heterodúplex circular para su uso en el ensayo de MMR de acuerdo con la presente 
invención se prepara re-hibridando un ADN monocatenario (ADNmc) y un ADN plasmídico coincidente 
desnaturalizado con un sitio no homólogo. 20 
 
El ADNmc se produce a partir de un plásmido con la ayuda de células bacterianas y un fago auxiliar disponible en el 
mercado en fuerte selección con antibiótico. Los desechos celulares se centrifugan y se recogen las partículas 
fágicas por precipitación y centrifugación adicional. Las células bacterianas también se retiran por centrifugación y se 
retira cualquier ADN cromosómico restante originado por las bacterias con tratamientos enzimáticos. Tras limpiar la 25 
muestra, el ADNmc se libera de las proteínas de la cápsida del fago con la ayuda de una enzima proteinasa. 
 
Se amplifica un molde plasmídico bicatenario (bc) que contiene el error de emparejamiento incorrecto y se purifica 
de las células bacterianas. Para tener una mella 5' anterior al sitio del error, se usa una enzima de restricción 
específica para linealizar la construcción después de lo cual se precipita la muestra y se disuelve en un volumen 30 
apropiado de tampón. 
 
Para preparar el sustrato heterodúplex que alberga el emparejamiento incorrecto para el ensayo de MMR de 
acuerdo con la presente invención, el ADNmc y el ADN plasmídico coincidente descrito anteriormente se 
desnaturalizan y se re-hibridan juntos. Las posteriores etapas de lavado, incluyendo la eliminación de las sales y el 35 
ADNbc lineal hibridado, así como el ADNmc no hibridado seguido por precipitación en etanol aseguran la pureza del 
producto final. La concentración se mide con un espectrofotómetro, así como por electroforesis en gel que también 
sirve para verificar la pureza de la muestra. 
 
E. Ensayo de MMR de acuerdo con la presente invención 40 
 
Puede usarse un ensayo de MMR de acuerdo con la presente invención para determinar si la función MMR de la 
muestra de ensayo es defectuosa o no, pero también puede distinguir entre la capacidad MMR de las proteínas 
nucleares extraídas de las células con MMR defectuosa y la de aquellas extraídas de proteínas competentes en 
MMR, como se describe anteriormente. Para identificar un gen MMR defectuoso, los extractos nucleares de muestra 45 
(X) se usan para complementar extractos nucleares carentes de MLH1 (Y1) y MSH2/MSH6 (Y2) por separado. 
 
Se realiza un ensayo de MMR de acuerdo con la presente invención combinando aproximadamente 50-500 µg, 
preferiblemente aproximadamente 50-200 µg, más preferiblemente aproximadamente 75-100 µg de extracto de 
proteínas nucleares con una cantidad excesiva de sustrato plasmídico circular (heterodúplex), mientras que en el 50 
caso de complementación de una línea celular carente de MMR bien caracterizada para determinar el gen MMR que 
causa la deficiencia, la cantidad total de los dos extractos usados en el ensayo no debe exceder de 200 µg. La 
reacción de reparación se induce en presencia de un tampón MMR que asegura una concentración salina óptima 
proporcionando también al mismo tiempo ATP y desoxirribonucleótidos. La reacción de reparación se termina 
enzimáticamente y las proteínas se retiran de la muestra por una extracción con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico. 55 
 
Después de la precipitación, la muestra se somete a una doble digestión, que escinde el ADN heterodúplex sustrato 
en dos fragmentos más pequeños si el proceso de reparación es satisfactorio. Estos dos fragmentos más pequeños 
se visualizan por electroforesis en gel de agarosa. Como el ADN de sustrato se añade en exceso, siempre habrá 
también un producto de longitud completa linealizado visible. Cuando no se ha producido la reparación, solamente el 60 
ADN plasmídico linealizado de longitud completa será evidente. 
 
Un objetivo adicional de la presente divulgación es proporcionar un kit que comprende los reactivos necesarios para 
realizar un método de acuerdo con la presente invención. Un kit de acuerdo con la presente divulgación incluye 
reactivos convencionales, tales como un sustrato que comprende uno o más sustratos de ADN heterodúplex que 65 
alberga emparejamiento incorrecto necesarios; al menos uno, pero preferiblemente dos, extractos nucleares 
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carentes de MMR; y un extracto nuclear competente en MMR como control positivo. En una realización específica de 
la presente divulgación, dichos extractos nucleares carentes de MMR se obtienen de líneas celulares carentes de 
MLH1 y MSH2/MSH6, respectivamente. Más específicamente, dichos extractos nucleares carentes de MMR se 
obtienen de células HCT116 y LoVo. 
 5 
Los reactivos incluidos en un kit de acuerdo con la presente divulgación deben elegirse de acuerdo con el principio 
básico divulgado en la tabla 1. En una realización, un primer extracto nuclear (Y1) está carente de MLH1, mientras 
que un segundo extracto nuclear (Y2) está carente de MSH2/MSH6. Si una muestra ensayada no complementa 
dicho primer extracto nuclear, pero complementa dicho segundo extracto nuclear, dicha muestra de ensayo revela 
una deficiencia de MLH1. Sin embargo, si dicha muestra ensayada complementa dicho primer extracto nuclear, pero 10 
no dicho segundo extracto nuclear, dicha muestra de ensayo revela que el sujeto ensayado tiene una deficiencia de 
MSH2 o de MSH6. 
 
Opcionalmente, un kit de acuerdo con la presente divulgación puede incluir extractos nucleares carentes de MMR 
adicionales, que distinguen específicamente entre deficiencias en los genes MSH2 y MSH6. Dichos extractos 15 
nucleares pueden obtenerse de líneas celulares, tal como HCT-15/DLD-1 carente de MSH6 (ATCC CCL-225/221). 
 
Opcionalmente, un kit de acuerdo con la presente divulgación también puede comprender reactivos adicionales 
necesarios para realizar el ensayo de MMR, tal como tampones y nucleótidos necesarios. 
 20 
Un ejemplo de un kit de acuerdo con la presente divulgación se da en los ejemplos a continuación. 
 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1. Cultivo de fibroblastos recogidos del sujeto a ensayar 25 
 
Se cultivan células fibroblásticas en medio de Eagle modificado por Dulbecco (Invitrogen, n.º CAT 31966-021) en 
una incubadora de CO2 al 5 % a 37 ºC. El medio de cultivo se complementa con suero bovino fetal al 10 % 
(Invitrogen, n.º CAT 10106-169), aminoácidos no esenciales 2 X (Invitrogen, n.º CAT 10370-070) y penicilina-
estreptomicina al 2 % (Invitrogen, n.º CAT 15070-063). Las células se subcultivan 1:2-1:6 cuando son 30 
aproximadamente un 80-90 % confluyentes con la ayuda de tripsina al 0,25 % en EDTA (Invitrogen, n.º CAT 25200-
072). Para mantener el silenciamiento en la línea celular derivada con MLH1 eliminado FB-M1 o la línea celular 
derivada con MSH2 eliminado FB-SH13, se añade 150 µg/pl de higromicina B (Invitrogen, n.º CAT 10687-010) al 
medio de cultivo. Las células se cultivan en frascos 175 con tapón de filtro tratado con cultivo celular (NUNC, n.º 
CAT 145-178883) hasta que se sincronizan aproximadamente 5 x 108-109 células para la extracción de las proteínas 35 
nucleares. 
 
Ejemplo 2. Líneas celulares y extractos nucleares 
 
Se cultivan líneas celulares de cáncer humano adherentes HeLa, LoVo y HCT116 (American Type Culture 40 
Collection, Manassas, VA, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes. Las células HeLa (ATCC 
CCL-2) son células epiteliales competentes en MMR derivadas del cuello del útero de un individuo femenino, 
mientras que las células HCT116 (ATCC CCL-247) y LoVo (ATCC CCL- 229) son células epiteliales carentes de 
MMR derivadas del colon de un individuo masculino. Las células HCT116 carecen de MLH1 mientras que en las 
células LoVo, el gen MSH2 está inactivado, lo que causa una deficiencia de las proteínas MSH2, MSH3 y MSH6. La 45 
ausencia de MSH2 se ha asociado con una degradación proteolítica de sus equivalentes MSH3 y MSH6. 
 
Las células HeLa se cultivan en medio DMEM complementado con L-glutamina al 2 %, FBS al 10 % y PS al 5 %. 
Las células LoVo se cultivan en medio F12 (o F12:DMEM) (Invitrogen, n.º CAT 31765-027/31331-028) 
complementado con L-glutamina al 2 %, FBS al 10-20 % y PS al 5 %, mientras que las células HCT116 se cultivan 50 
en medio McCoys 5A (Invitrogen, n.º CAT 22330-021) complementado con L-glutamina al 2 %, FBS al 10 % y PS al 
5 %. 
 
La línea celular FB-M1 se produjo como se describe en McDaid et al., BJC, 101:441-451,2009. En resumen, se 
diseñaron oligonucleótidos solapantes que producen ARNip dirigido a MLH1 en AACTGTTCTACCAGATACTCA y se 55 
ligaron en un vector de ARNhc disponible en el mercado pSilencer™ (Ambion n.º CAT AM7209). La construcción se 
verificó por secuenciación antes de linealizar y electroporar 1 x 107 células con 1 µg de ADN. El medio enriquecido 
en suero se añadió inmediatamente y las células se sembraron a 5 x 105 antes de añadir selección con higromicina 
(150 µg/ml) durante 10-14 días. Asimismo, la línea celular FB- SH13 se produjo usando oligonucleótidos solapantes 
que producen ARNip dirigido a MSH2 en TCTGCAGAGTGTTGTGCTT en el vector de ARNhc pSilencer™. 60 
 
Por consiguiente, pueden prepararse líneas celulares de fibroblastos que comprenden otras mutaciones de genes 
MMR, tal como MSH6 silenciado, usando el vector de ARNhc pSilencer™4.1 - CMV Hygro (n.º Cat AM5777). Los 
extractos nucleares de fibroblastos se prepararon de acuerdo con el siguiente protocolo (Lahue et al., Science, 
245:160-164,1989): 65 
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1. Se recogen 5 x 108-109 células en fase logarítmica con tripsina. 
2. Se cuentan las células. 
3. Se centrifugan a 500 x g durante 10 minutos a +4 ºC. 
4. Se resuspende el sedimento celular en 20-30 ml de tampón isotónico 1 x frio (Hepes 20 mM, pH 7,5, KCl 5 
mM, MgCl 1,5 mM, sacarosa 250 mM, PMSF 0,2 mM, mezcla de inhibidor de proteasas sin EDTA completo 1 x 5 
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), 0,25 µg ml-1 de aprotinina, 0,7 µg ml-1 de pepstatina, 0,5 µg 
ml-1 de leupeptina, DTT 1 mM) y se centrifugan como anteriormente. 
5. Se estima el volumen de células compactadas y se resuspende en 20-30 ml de tampón isotónico frio 1 x 
(tampón isotónico sin sacarosa) y se centrifuga inmediatamente como anteriormente. 
6. Se retira el sobrenadante y se resuspende el sedimento celular en tampón hipotónico frio 1 x para obtener una 10 
densidad celular de 1-2 x 108 células/ml. El volumen de células compactadas se sustrae del volumen de 
resuspensión. 
7. Se alteran las células mediante una jeringa con una aguja de calibre estrecho extrayendo las células 
lentamente en la jeringa y después impulsándolas con un único empuje rápido. La alteración celular tiene que 
realizarse hasta que un 80-90 % de las células se hallan lisado, que se verifica bajo el microscopio (50 µl de azul 15 
tripano al 0,4 % en PBS con 45 µl de PBS en 5 µl de células). 
8. Se centrifugan las células alteradas a 3000 x g durante 10 minutos a +4 ºC y ser retiran el sobrenadante. 
9. Se estimula el volumen de sedimento nucleico y se añade 1/3 a 1/5 de tampón de extracción frio (Hepes 25 
mM, pH 7,5, sacarosa al 10 %, PMSF 1 mM, DTT 0,5 mM, 1 µg ml-1 de leupeptina) al volumen del sedimento. Se 
resuspende el sedimento bien por pipeteo arriba y abajo. 20 
10. Se mide el nuevo volumen y se añade NaCl hasta una concentración final de 0,155 M con agitación. 
11. Se rota la mezcla durante 60 minutos a 4 ºC. 
12. Se centrifuga a 14 500 x g durante 20 minutos a 2 ºC. 
13. Se dializa la muestra durante 2 x 50 minutos en un casete de 3500 de punto de corte de peso molecular en 1 
litro de tampón de diálisis frio (Hepes 25 mM pH 7,5, KCl 50 mM, EDTA 0,1 mM pH 8, sacarosa al 10 %, PMSF 1 25 
mM, DTT 2 mM, 1 µg ml-1 de leupeptina). Se cambia el tampón después de los primeros 50 minutos. 
14. Se aclara el extracto por centrifugación a 20 000 x g durante 15 minutos a 2 ºC. 
15. Se congelan instantáneamente las proteínas nucleares en nitrógeno líquido y se almacenan a -80 ºC. 

 
Ejemplo 3. Análisis de transferencia de Western 30 
 
Los niveles de expresión proteica en los extractos nucleares (NE) se estudiaron por análisis de transferencia de 
Western usando 50 mg de NE y 0,1-5 µl de extracto de proteínas totales de tipo silvestre mediante electroforesis en 
gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico. Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 
(Amersham Hypond™, PVDF, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia), que posteriormente se incubaron 35 
con anticuerpos monoclonales anti-MSH2 (Calbiochem, San Diego, CA, EE. UU., MSH2-Ab1, NA-26, 0,2 mg/ml), 
anti-MSH3 (BD Transduction Laboratories, Lexington, KY, EE. UU., M94120, 250 mg/ml), anti-MSH6 (BD 
Transduction Laboratories, clon 44, 0,02 mg/ml), anti-PMS2 (Calbiochem/Oncogene Research, San Diego, CA, EE. 
UU., Ab-1, 0,2 mg/ml) y anti-MLH1 (BD Biosciences/Pharmingen, San Diego, CA, EE. UU., clon 168-15, 0,5 mg/ml). 
Se usó α-tubulina que se expresa de forma ubicua como un control de carga para estimar los niveles de proteína 40 
MMR en los extractos (anti-α-tubulina; Sigma, Louis, MO, EE. UU., DM1A, 0,2 mg/ml). 
 
Ejemplo 4. Producción de complejos de proteína heterodimérica de tipo silvestre 
 
Se transfectaron células de insecto de Spodoptera frugiperda (Sf9) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) con ADN de 45 
bácmido que porta fragmentos de ADNc de MSH2, MSH3, MSH6, PMS2 o MLH1 de tipo silvestre (WT) después de 
lo cual las células se volvieron a infectar para obtener un mayor rendimiento de baculovirus recombinantes 
(Nystrom-Lahti et al., 2002). Estos baculovirus recombinantes WT se usaron para coinfectar células Sf9 para la 
producción de proteínas que forman los complejos heterodiméricos ensayados: MutLa (MLH1 + PMS2), MutSa 
(MSH2 + MSH6) y MutSp (MSH2 + MSH3). Los complejos heterodiméricos se extrajeron como extractos de proteína 50 
total (TE) a las 50 h (MutLa) o a las 72 h (MutSa y MutSp) lisando y centrifugando las células. 
 
Ejemplo 5. Preparación de sustrato 
 
Preparación de moléculas heterodúplex. La molécula de ADN heterodúplex es una molécula circular de 3192 pb 55 
de longitud con una mella monocatenaria 445 pb anterior al sitio del emparejamiento incorrecto. Esto contiene un 
sitio de restricción de BglII completo. La molécula se prepara hibridando ADN monocatenario de un plásmido pGEM-
IDL40 (figura 6) junto con un plásmido que introduce errores basado en la misma construcción (pGEM-IDL GT, para 
el sustrato 5'GT o pGEM-IDL-39 para el sustrato 5'IDL1). 
 60 
Se preparó ADN monocatenario (ADNmc) infectando células bacterianas XL-1-blue transformadas con pGEM IDL40 
con el bacteriófago M13K07 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EE. UU.), que replica la hebra no codificante 
que, después de ello, puede extraerse de las células. La hebra inferior (-) amplificada por el fago M13 tiene la 
secuencia representada en la SEQ ID NO: 1, donde el sitio de restricción BglII está indicado. 
 65 
Se prepararon dos construcciones heterodúplex diferentes; un emparejamiento incorrecto G-T (5'GT) y un único 
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nucleótido 5'IDL1. Se realizó mutagénesis dirigida al sitio en un pGEM-IDL40 de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante (Quik-Change® mutagénesis dirigida al sitio, Stratagene, La Jolla, CA, EE. UU.) para producir los 
plásmidos pGEM IDLGT que contiene el error y pGEM IDL39. 
 
El sustrato 5'GT se preparó hibridando el ADNmc con el pGEM-IDLGT que contiene el emparejamiento incorrecto. 5 
Este plásmido de 3192 pb de longitud (pGEM-IDLGT) para ADNbc lineal contiene un sitio de restricción BglII 
incompleto (GGATCT). La hebra superior (+) es complementaria al ADNmc producido a partir de IDL40, excepto por 
la G que está remplazando la A que sería complementaria en el sitio BglII. La secuencia del pGEM-IDLGT se 
representa en la SEQ ID NO: 2 y el sitio de restricción BglII incompleto está indicado. 
 10 
El sustrato 5'IDL1 se preparó hibridando el ADNmc con el pGEM-IDL1 que contiene el error. Este plásmido de 3191 
pb de longitud (pGEM-IDL39) para el ADNbc lineal contiene un sitio de restricción BglII incompleto (-GATCT). La 
hebra superior (+) es complementaria al ADNmc producido a partir de IDL40, excepto por dela en el sitio BglII. Para 
crear la mella 5', el sustrato circular se linealizó con BamII o DraIII antes de la rehibridación. La secuencia de pGEM-
IDL39 se representa en la SEQ ID NO: 3 y el sitio de restricción BglII incompleto está indicado. 15 
 
Ejemplo 6. Ensayo de MMR de acuerdo con la presente invención 
 
La presente invención es una modificación del ensayo de MMR in vitro descrito previamente (Nystrom-Lahti et al., 
2002), que permite el ensayo de la capacidad MMR directamente de un extracto nuclear. Además, puede usarse 20 
complementación para caracterizar el gen MMR defectuoso en la muestra complementando un extracto carente de 
MMR caracterizado como se describe en la tabla 1. Las reacciones de reparación se normalizan para incluir un total 
de 75-100 de NE. La cantidad excesiva del sustrato de ADN heterodúplex (5'GT- o 5'IDL1) se establece a 100 ng. La 
reacción de reparación se realiza en un volumen de 20 µl con los siguientes reactivos: 
 25 
 - 100 ng de sustrato heterodúplex 
 - 75-100 µg de extracto nuclear 
 - 2 µl de tampón MMR 10 X (Tris-HCl 200 mM pH 7,6, KCl 400 mM, MgCl2 50 mM, glutatión 10 mM, BSA 500 

µg/ml, 1 mM de cada dNTP, ATP 15 mM) 
 - KCl para obtener una concentración final 110 mM 30 
 - añadir H2O hasta 20 µl. 
 
Como la reacción tiene que hacerse en el volumen total de 20 µl en la concentración final de KCl de 110 mM, el 
contenido de KCl del extracto nuclear tiene que tenerse en consideración (2 µl de tampón MMR 10 X lleva un 
contenido de KCl de la mezcla de reacción hasta 40 mM). El contenido de KCl del extracto nuclear se asume en 75 35 
mM/µl. 
 
El protocolo típico del ensayo de MMR de acuerdo con la presente invención es: 
 
 1. Se pipetean los componentes de la reacción de reparación juntos en hielo y se incuban 30 minutos a 37 ºC. 40 
 2. Se detiene la reacción añadiendo 30 µl de la solución de parada reciente (EDTA 42 mM, SDS al 1,2 %, 50,4 

µg/ml de proteinasa K). Se incuba a 37 ºC durante 20 minutos. 
 3. Se añade un volumen (50 µl) de tampón TE pH 8,0. 
 4. Se añade un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) y se agita con vórtice durante 10 

segundos. Se centrifuga a la velocidad máxima durante 10 minutos a temperatura ambiente. 45 
 5. Se transfiere la fase superior (aproximadamente 90 µl) a un nuevo tubo y se añade un volumen igual de 

cloroformo. Se agita con vórtice durante 10 segundos y se centrifuga a velocidad máxima durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. 

 6. Se transfieren 85 µl de la fase superior a un tubo reciente para la precipitación con etanol. 
 7. Se añade NaCl para obtener una concentración final de 150 mM seguido por 2,5 volúmenes de etanol 50 

absoluto frio. Se incuba a -20 ºC durante 30 minutos. 
 8. Se sedimenta el ADN centrifugando la muestra a velocidad máxima durante 30 minutos a +4 ºC. 
 9. Se lava el sedimento con 150 µl de etanol al 70 %, se centrifuga a velocidad máxima durante 10 minutos, se 

seca y se resuspende el sedimento en 6 µl de ddH2O. 
 10. Se añaden 4 µl de mezcla de digestión 10 X recién preparada (2,5 µl de FastDigest® BglII (Fermentas, n.º 55 

CAT FD0083), 2,5 µl de FastDigest® Eco31I (Fermentas, n.º CAT FD0293), 10 µl de tampón FastDigest® y 25 µl 
de ddH2O) y se incuba a 37 ºC durante 10 minutos. 

 11. Se añade RNasa hasta 40 µg/ml y se incuba a 37 ºC durante 10 minutos. 
 12. Se cargan las muestras en un gel de agarosa al 1,0 % preparado con TAE 1 X para observar si ha producido 

la reparación. 60 
 
Los porcentajes de reparación se analizan usando Image-Pro® 4.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EE. UU.). 
 
Se usa NE HeLa competente en MMR como control positivo, mientras que se usa NE carente de MMR sin 
complementar como control negativo. Los sustratos se linealizan con la enzima de restricción Eco31I. Según la 65 
reacción de reparación convierte un heterodúplex GT en un homodúplex AT o rellena las estructuras de bucle de 1 o 
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2 nt que recrean el sitio de restricción BglII, la eficacia de la reparación puede medirse por la eficacia de la digestión 
doble. 
 
Ejemplo 7. Células fibroblásticas usadas en el ensayo de MMR de acuerdo con la presente invención 
 5 
Este ejemplo se realizó para demostrar que el ensayo de MMR puede realizarse en tejido normal, tal como células 
fibroblásticas. El extracto nuclear de fibroblastos de tipo silvestre (FB-WT) preparado como se describe en el 
ejemplo 2, el extracto nuclear de las células HeLa competentes en MMR y un control negativo (SIMULADO) que no 
contiene proteínas se sometieron a un ensayo de MMR de acuerdo con la presente invención como se describe en 
el ejemplo 3. 10 
 
Después de permitir que la reacción de reparación tuviera lugar, una doble digestión del ADN sustrato produjo una 
única banda más grande de aproximadamente 3000 pb donde se había producido reparación, y además dos 
fragmentos más pequeños (de aproximadamente 1800 y 1300 pb) donde se había producido la reparación. Como el 
ADN sustrato se añade siempre en exceso, incluso los extractos competentes en MMR tendrán el sustrato 15 
linealizado presente además de los fragmentos de doble escisión. 
 
El resultado de este ensayo se presenta en la figura 2, que muestra que el carril 1 que contiene las células 
SIMULADAS tiene solamente una banda grande (= sin reparación), mientras que los carriles 2 y 3, que contienen 
extractos nucleares FB-WT y HeLa, respectivamente, muestran dos bandas más pequeñas adicionales, indicativa de 20 
una reacción de reparación. 
 
Por tanto, este ejemplo muestra de forma inequívoca que los extractos nucleares de células fibroblásticas normales 
tienen una capacidad MMR comparable con la línea celular de control competente en MMR (HeLa), que puede 
confirmarse por un ensayo de acuerdo con la presente invención. 25 
 
Ejemplo 8. Células fibroblásticas humanas con un gen MMR parcialmente silenciado muestran capacidad 
MMR disminuida en el ensayo de MMR de acuerdo con la presente invención 
 
Este ejemplo muestra que las líneas celulares de fibroblastos humanos FB-M1 y FB-SH13 (descritas en el ejemplo 30 
2), donde el gen MLH1 o el gen MSH2, respectivamente, está parcialmente silenciado por tecnología de ARN(hc), 
presentan una clara disminución en la capacidad MMR. 
 
En primer lugar, se realizó una transferencia de Western sobre cantidades iguales de extractos nucleares de células 
fibroblásticas de tipo silvestre (FB-WT) y células FB-M1 o células FB-WT y FB-SH13. Como resultado (figura 3) 35 
puede observarse que la cantidad de la proteína MLH1 está claramente disminuida en células FB-M1 en 
comparación con FB-WT, así como el nivel de MSH2 en células FB-SH13. Se incluye α-tubulina como control de 
carga. 
 
En segundo lugar, se realizó el ensayo de MMR como se describe en el ejemplo 6, usando los mismos extractos 40 
nucleares en cantidades iguales: 
 
 MOCK - Control de ensayo negativo sin extracto nuclear; 
 FB-WT - Extracto nuclear de células fibroblásticas humanas de tipo silvestre (control positivo); y 
 FB-M1 - Extracto nuclear de células fibroblásticas humanas con MLH1 parcialmente silenciado; o 45 
 FB-SH13 - Extracto nuclear de células fibroblásticas humanas con MSH2 parcialmente silenciado. 
 
El resultado de este ensayo demuestra que una concentración disminuida de una de las proteínas MMR clave está 
asociada con un mecanismo MMR defectuoso. El resultado se muestra en la figura 4 y demuestra claramente que, 
en comparación con el extracto nuclear de fibroblastos humanos de tipo silvestre, el ensayo de MMR de acuerdo con 50 
la presente invención detecta la deficiencia de MLH1 y de MSH2 como una disminución en la eficacia de reparación. 
Además, la capacidad MMR de un extracto nuclear carente de MMR puede restaurarse de forma diferencial cuando 
se ensaya junto con extracto nuclear de tipo silvestre o parcialmente carente de MMR como se presenta en la figura 
5 (HCT116 con FB-WT o FB-M1 en este caso) y como se describe por el ensayo presentado en la tabla 1 y descrito 
en las páginas 10-11. 55 
 
La eficacia de reparación en el ensayo de MMR de acuerdo con la presente invención se considera como el 
porcentaje de ADN reparado de todo el ADN sustrato en la reacción. La escasez de una proteína MMR clave reduce 
la eficacia de reparación con intensidades variables mientras que la ausencia completa de proteínas MMR clave 
reduce la eficacia de reparación hasta un nivel no detectable. 60 
 
Ejemplo 9. Un kit para su uso en un ensayo para diagnosticar defectos en MMR 
 
Un kit de acuerdo con la presente divulgación se presenta preferiblemente como viales precargados con todos los 
reactivos para realizar el ensayo de MMR. Solamente se añade el ensayo nuclear de muestra de ensayo. En una 65 
realización de la presente divulgación, se presentan viales diferentes para las diferentes deficiencias de MMR a 

E12729995
06-11-2017ES 2 646 394 T3

 



13 

ensayar. 
 
Este ejemplo describe un kit para determinar si un sujeto tiene síndrome de Lynch o no, determinando si dicho sujeto 
tiene un defecto en el MLH1 o en cualquiera de los genes MSH2 o MSH6, sin distinguir entre los últimos. Dicho kit 
tiene al menos cinco viales diferentes. 5 
 

Tabla 2 
Vial Reactivo  

1 HCT116 = NE de control carente de MLH1 
2 LoVo = NE de control carente de MSH2/6 
3 HCT116 = a complementarse por NE de muestra 
4 LoVo = a complementarse por NE de muestra 
5 FB-WT = NE competente en MMR, control positivo 

 
Los reactivos incluidos en dichos viales son: 
 10 
 - Heterodúplex de sustrato 
 - Extracto nuclear (HCT116, LoVo o FB-WT) 
 - Tampón MMR 10 X (Tris-HCl 200 mM pH 7,6, KCI 400 mM, MgCl2 50 mM, glutatión 10 mM, BSA 500 µg/ml, 1 

mM de cada dNTP, ATP 15 mM). 
 15 
Además de esto, se requiere una solución de PARADA para el ensayo de MMR (EDTA 42 mM, SDS al 1,2 %, 50,4 
µg/ml de proteinasa K), y podría proporcionarse, por tanto, con el kit. 
 
Además, dicho kit puede contener, opcionalmente, reactivos necesarios para aclarar la muestra (tampón TE, 
fenol/cloroformo/alcohol isoamílico y cloroformo), para precipitarla (NaCl y etanol) y para detectar la reparación 20 
(RNasa A y enzimas de restricción BglII y Eco31I con tampón y colorante de carga). 
 
Los componentes opcionales adicionales del kit son reactivos necesarios para el cultivo de las células, las proteínas 
nucleares de muestra que tienen que extraerse, así como los reactivos necesarios para la extracción de las 
proteínas nucleares de la misma (véase el ejemplo 2). 25 
 
Un kit de acuerdo con la presente divulgación no está restringido a ninguna forma o tipo específico de viales. Es 
adecuado cualquier tipo de vial adecuados para la manipulación y las incubaciones descritas en el ejemplo 6, tales 
como tubos Eppendorf®. 
 30 
LISTADO DE SECUENCIAS 

 
<110> Helsinki University 
 
<120> Método de detección de predisposición a cánceres hereditarios 35 
 
<130> 2110963PC 
 
<160> 3 
 40 
<170> PatentIn versión 3.5 
 
<210> 1 
<211> 3192 
<212> ADN 45 
<213> Plásmido 
 
<200> 
<221> misc_feature  
<222> (3154)..(3159)  50 
<223> Sitio de restricción BgIII 
 
<400> 1 
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<210> 2 
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<211> 3192 
<212> ADN 
<213> Plásmido 
 
<200> 5 
<221> misc_feature 
<222> (34)..(39) 
<223> Sitio de restricción BgIII incompleto 
 
<400> 2 10 
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<210> 3 
<211> 3191 
<212> ADN 5 
<213> Plásmido 
 
<200> 
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<221> misc_feature 
<222> (34)..(38) 
<223> Sitio de restricción BgIII incompleto 
 
<400> 3 5 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un método in vitro para determinar si un sujeto humano tiene una función de reparación de emparejamientos 
incorrectos de ADN alterada, en el que dicho método comprende 
 5 
 a) cultivar fibroblastos primarios derivados de una muestra de tejido constitutivo no neoplásico de dicho sujeto 

humano, 
 b) producir un extracto de proteínas nucleares a partir de dichas células fibroblásticas primarias cultivadas de 

dicho sujeto humano, 
 c) proporcionar extractos de proteínas nucleares competentes en MMR MMR+/+ y carentes de MMR MMR-/- de 10 

líneas celulares como controles positivos y negativos, respectivamente, 
 d) combinar cada uno de los extractos de proteínas nucleares con al menos un sustrato de ADN heterodúplex 

que alberga emparejamiento incorrecto en diferentes viales, 
 e) realizar un ensayo de reparación de emparejamientos incorrectos sobre los extractos de proteínas nucleares y 
 f) determinar cuantitativamente la capacidad del extracto de proteínas nucleares de células fibroblásticas 15 

primarias de reparar dicha molécula de ADN sustrato, en el que una disminución en la eficacia de reparación en 
comparación con el control positivo es una indicación de una función de reparación de emparejamientos 
incorrectos de ADN alterada en el sujeto. 

 
2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicho sustrato se obtiene de un plásmido que tiene la 20 
SEQ ID NO: 1. 
 
3. El método de acuerdo con la reivindicación 2, en el que dicho sustrato comprende además una secuencia de 
ácido nucleico seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 3. 
 25 
4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho extracto nuclear carente de 
MMR se obtiene de una línea celular seleccionada del grupo que consiste en células HCT116 y LoVo. 
 
5. El método de acuerdo con la reivindicación 4, en el que la cantidad total de extracto nuclear por vial está en el 
intervalo de 50-500 µg o 50-200 µg. 30 
 
6. Un método in vitro para diagnosticar el síndrome de Lynch en un sujeto humano siguiendo el método de acuerdo 
con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que las células fibroblásticas primarias son de una muestra 
clínica obtenida de un tejido constitutivo no neoplásico de un sujeto humano. 
 35 
7. El método de acuerdo con la reivindicación 6, en el que el gen de reparación de emparejamientos incorrectos de 
ADN se selecciona del grupo que consiste en MLH1, MSH2, MSH6, MLH3, MSH3, PMS1, PMS2 y EXO1. 
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