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DESCRIPCIÓN

Método de selección para el envejecimiento celular

Campo de la invención5

La presente invención se refiere a los métodos de selección para identificar compuestos que tienen un efecto sobre el
envejecimiento de una célula, particularmente el envejecimiento cronológico de una célula.

Antecedentes10

El objetivo del complejo de rapamicina, TORC1, se conserva desde la levadura hasta el hombre y tiene un papel
fundamental en detectar y señalizar el estado de nutrientes y el estrés de la célula, controlando de este modo, el equilibrio
entre el crecimiento celular1-5 y la supervivencia celular6-11. En la levadura en gemación el TORC1 promueve el crecimiento
fermentativo de la glucosa y regula negativamente la respiración12,13.  El TORC1 contiene una quinasa relacionada con la15
fosfatidilinositol quinasa (PI3-K), ya sea el Tor1 o el Tor2. La rapamicina macrólida14, en un complejo con Fpr1 (prolina
rotamasa sensible a Fk506), se une al Tor1/2 y provoca que las células entren en un estado que se parece a la limitación
de nutrientes15 probablemente debido a un cambio en la especificidad del sustrato de la quinasa Tor16. Este nuevo estado
de la célula se asocia con cambios en los patrones de la expresión génica, particularmente los genes requeridos para la
respiración y la resistencia al estrés6,10,17,18. La expresión de muchos genes del TORC1 depende de la familia SAGA de20
complejos coactivadores transcripcionales que incluyen SAGA (Spt-Ada-Gcn5-Acetiltransferasa)19,20, SLIK (semejantes a
SAGA)21 y SALSA (SAGA alterado, Spt8 ausente) 22-24. SAGA, SLIK y SALSA contienen la lisina acetiltransferasa (KAT)
Gcn521-23, con lisina 14 en la histona H3 (H3K14ac) como sustrato, pero difieren en su abundancia, los genes que regulan
y la composición de las subunidades19,24.

25
Sangkyu K. y otros, Biogerontology, (2004), vol. 5, no. 5, pág. 305 - 316, se titula "The histone acetyltransferase GCN5
modulates the retrograde response and genome stability determining yeast longevity".

Barros M. H. y otros, J. Biol. Chem. (2004) vol. 279, no. 48, pág. 49883 - 49888, se titula "Higher respiratory activity
decreases mitochondrial reactive oxygen release and increases life span in Saccharomyces cerevisiae".30

Stephens L. S. y otros, J. Biol. Chem. (2003), vol. 278, no. 15, pág. 13390 - 13397, se titula "Sip2, an N-myristoylated beta
subunit of Snf1 kinase, regulates aging in Saccharomyces cerevisiae by affecting cellular histone kinase activity,
recombination at rDNA loci, and silencing".

35
Lorenz D. R. y otros, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 2009, vol. 106,
no. 4, pág. 1145 - 1150, se titula "A network biology approach to aging in yeast".

La patente de los EE.UU núm. 2006/234250 se titula "Methods of screening and compositions for life span modulators" y
se publicó el 19 octubre de 2006.40

La patente de los EE.UU núm. 2003/207325 se titula "Methods for identifying agents which alter histone protein acetylation,
decrease aging, increase lifespan" y se publicó el 6 de noviembre de 2003.

Ashrafi K., y otros, Genes and Development, 2000, vol. 14, no. 15, pág. 1872 - 1885, se titula "Sip2p and its partner snf145
p kinase affect aging in S. cerevisiae".

Friis R. M. N. y otros, Nucleic Acids Research, 2009, vol. 37, no. 12, pág. 3969 - 3980, se titula "A glycolytic burst drives
glucose induction of global histone acetylation by picNuA4 and SAGA".

50
Jiang Lihua y otros, Journal Of Biological Chemistry, (200709), vol. 282, no. 38, pág. 27923 - 27934, se titula "Global
assessment of combinatorial post-translational modification of core histones in yeast using contemporary mass
spectrometry".

Los inventores han descubierto que la acetilación de H3K18 es fundamental para un mecanismo que controla el equilibrio55
entre el crecimiento celular y la longevidad. Han identificado además una serie de genes involucrados en los complejos
SAGA SLIK y SALSA cuya interrupción resulta en un aumento de la vida útil cronológica.

Resumen de la Invención
60

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invención, se proporciona un método para aumentar la vida útil
cronológica de una célula que comprende la interrupción de la función del complejo Spt-Ada-Gcn5-Acetiltransferasa
(SAGA) en dicha célula, en donde, la interrupción se efectúa a través de la interrupción de al menos un gene seleccionado
del grupo que consiste en Spt7 (sec. con núm. de ident.: 12), Spt8 (sec. con núm. de ident.: 14), y sus homólogos, o a
través de la interrupción de un producto de al menos un gen; en donde, "homólogo" significa un gen análogo de un65
organismo diferente que realiza la misma función; y proporciona que el método no comprenda un método para el
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tratamiento de un cuerpo humano o animal mediante cirugía o terapia o un método de diagnóstico practicado en un cuerpo
humano o animal.

Se describe además un método para identificar un modulador potencial de la vida útil cronológica (CLS) de una célula,
que comprende los etapas de5

i) poner en contacto una célula que tiene un estado de acetilación de la Histona 3 Lisina 18 (H3K18) conocido con un
compuesto de prueba; y
ii) determinar si dicho compuesto tiene un efecto sobre el estado de acetilación de H3K18 en dicha célula;

en donde, un cambio en el estado de acetilación de H3K18 en la célula indica que el compuesto modula la CLS.
10

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invención, se proporciona un método para identificar el estado de
replicación de una célula que comprende identificar el estado de acetilación de H3K18, donde la presencia de una
modificación de acetilo de H3K18 indica que la célula es una célula que se replica activamente y la ausencia de una
modificación de acetilo de H3K18 indica una célula que ya no se está replicando.

15
Se describe además un método para identificar un cambio en la CLS de una célula que comprende identificar la acetilación
sta 3 H3K18 en la célula y compararlo con el estado de acetilación de una célula de control, en donde, la pérdida de
H3K18Ac en comparación con la célula de control indica una CLS incrementada y la adquisición de H3K18Ac cuando se
compara con la célula de control indica una CLS reducida.

20
Se describe además un método para diagnosticar un trastorno asociado con un cambio en la CLS de una célula, dicho
método comprende identificar el estado de acetilación de H3K18 en una célula previamente aislada de un sujeto y
comparar dicho estado de acetilación con el estado de acetilación de una célula de control.

Descripción detallada de la invención25

De acuerdo con un primer aspecto, se proporciona un método para aumentar la vida útil cronológica de una célula que
comprende la interrupción de la función del complejo SAGA en dicha célula, en donde la interrupción se efectúa a través
de la interrupción de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en Spt7, Spt8, y sus homólogos, o a través de
la interrupción de un producto del al menos un gen, en donde "homólogo" significa un gen análogo de un organismo30
diferente que realiza la misma función.

Como se utiliza en la presente descripción, el término vida útil cronológica se refiere al tiempo en que las células en un
cultivo de fase estacionaria permanecen viables.

35
Se entenderá que la función del complejo SAGA puede interrumpirse directa o indirectamente. Los complejos SAGA, SUK
y SALSA juegan un papel crucial en el control del estado de acetilación y la CLS de una célula, pero difieren en sus niveles
en dependencia del estado de la célula y su entorno.

Como se utiliza en la presente descripción, los términos directa e indirectamente en relación con la interacción con los40
complejos enumerados se refieren a una interacción ya sea con el complejo mismo o con un producto génico de un gen
que codifica un péptido que forma parte del complejo o con el producto del gen de un gen que permite la formación del
complejo.

El experto comprenderá que los genes anteriores de S. cerevisiae tienen homólogos en otros organismos, que incluyen45
los mamíferos. Por ejemplo, Spt3 muestra homología con el SUPT3H-203 humano; Gcn5 muestra homología con el
KAT2B-001 humano y el KAT2A-001; Spt7 muestra homología con el SUPT7H humano y SNF1 muestra homología con
el PRKAA1 y PRKAA2.

Se entenderá que estos genes codifican productos que forman parte de los complejos SAGA, SUK y/o SALSA, o50
interactúan con dichos complejos de manera tal que afectan la acetilación de las histonas en una célula.

Preferentemente, la interrupción se efectúa a través de la interrupción de SPT7 (sec. con núm. de ident.: 11) o SPT7-217
(sec. con núm. de ident.: 19).

55
Como se utiliza en la presente descripción, el término "interrumpiendo la función", "interrupción de la función" o "interrumpe
la función" cuando se usa en relación con un gen o un producto génico se refiere a interrumpir la expresión del gen o
interrumpir la actividad del polipéptido codificado. Se entenderá además que puede interrumpirse cualquier etapa de la
expresión génica entre el inicio de la transcripción y la producción de una proteína madura. El experto comprenderá que
esto incluirá medios epigenéticos para controlar la expresión génica a través del control de la estructura de la cromatina,60
así como de medios de transcripción, traducción y post traducción para controlar la expresión génica.

Se entenderá que la interrupción de la expresión de un gen como se utiliza en la presente descripción significa prevenir o
inhibir la producción de un polipéptido funcional mediante cualquier medio conocido en la técnica y que la interrupción de
la actividad del polipéptido codificado se refiere a interrumpir la interacción del polipéptido funcional con uno o más de sus65
compañeros de unión de manera que el polipéptido no realiza su función. La producción o función puede prevenirse total
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o parcialmente. En una modalidad, preferentemente la producción o la función del producto génico se previene
completamente, es decir, no hay producto génico activo. En algunos casos, la producción o la función del producto génico
puede interrumpirse de tal manera que solo haya aproximadamente un 5 %, aproximadamente un 10 % aproximadamente
un 20 %, aproximadamente un 30%, aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 60 %, aproximadamente un 70 %,
aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 90 % o aproximadamente un 95 % del nivel de tipo silvestre de la5
expresión restante.

Como se utiliza en la presente descripción mediante la inhibición de la producción de un polipéptido funcional, se entiende
que la producción del producto génico puede prevenirse o inhibirse por (a) desactivar dicho gen; (b) silenciar
postranscripcionalmente dicho gen a través, por ejemplo, del uso de iRNA o RNA antisentido (silenciamiento génico); (c)10
silenciar transcripcionalmente dicho gen mediante, por ejemplo, técnicas epigenéticas; (d) prevenir o alterar la función del
producto génico mediante la introducción de al menos una mutación puntual; (e) inactivar post traduccionalmente el
producto génico.

En una modalidad preferida, la expresión del gen o su homólogo se interrumpe mediante iRNA.15

Por ejemplo, la célula puede transformarse con un plásmido/vector que codifica un iRNA bajo el control de un promotor.
Será evidente que este promotor puede ser un promotor constitutivo y/o un promotor específico de tejido.

Como se utiliza en la presente descripción, el término iRNA se refiere a la interferencia del RNA (iRNA). Este es un método20
de silenciamiento génico postranscripcional (PTGS) en eucariotas inducidos por la introducción directa de dsRNA (Fire A,
y otros, (Nature, 391, 806-811, 1998). En una modalidad preferida adicional la expresión del gen se interrumpe a nivel
transcripcional / DNA. Por ejemplo, dicha interrupción puede efectuarse mediante la inserción de al menos un nucleótido
en el gen o la eliminación de al menos un nucleótido del gen.

25
En un ejemplo adicional, la interrupción del gen se efectúa mediante la introducción de al menos una mutación puntual.

Se entenderá que en el caso de la interrupción de la interacción del polipéptido con uno o más de sus compañeros de
unión. Esta interrupción puede ser por cualquier medio adecuado, por ejemplo, la inhibición competitiva, la inhibición no
competitiva, la inhibición mixta o la inhibición no competitiva.30

La presente invención incluye el uso de secuencias que tienen un grado de identidad de secuencia u homología de
secuencia con secuencias de aminoácidos de los polipéptidos definidos en la presente o de cualquier secuencia de
nucleótidos que codifica dicho polipéptido (de aquí en adelante se refiere a "secuencia(s) homóloga (s)"). En la presente,
el término "homólogo" significa una entidad que tiene una cierta homología con las secuencias de aminoácidos en cuestión35
y las secuencias de nucleótidos objeto. En la presente, el término "homología" puede corresponderse con "identidad".

La secuencia de aminoácidos y/o secuencia de nucleótidos homóloga debería proporcionar y/o codificar un polipéptido
que retiene la actividad funcional y/o mejora la actividad de la enzima.

40
En el presente contexto, se toma una secuencia homóloga para incluir una secuencia de aminoácidos que puede ser al
menos 50, 60, 70, 75, 80, 85 o 90 % idéntica, preferentemente al menos 95 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la secuencia
en cuestión. Típicamente, los homólogos comprenderán los mismos sitios activos, etc., que la secuencia de aminoácidos
en cuestión. A pesar de que la homología puede considerarse además en términos de similitud (es decir, residuos de
aminoácidos que tienen propiedades/funciones químicas similares).45

En el presente contexto, se toma una secuencia homóloga para incluir una secuencia de nucleótidos que puede ser al
menos 50, 60, 70, 75, 80, 85 o 90 % idéntica, preferentemente al menos 95 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a una secuencia
de nucleótidos que codifica un polipéptido de la presente invención (la secuencia en cuestión). Típicamente, los homólogos
comprenderán las mismas secuencias que codifican los sitios activos, etc. como la secuencia en cuestión. A pesar de que50
la homología puede considerarse además en términos de similitud (es decir, residuos de aminoácidos que tienen
propiedades/funciones químicas similares).

Las comparaciones de homología pueden realizarse a simple vista, o más habitualmente, con la ayuda de programas de
comparación de secuencias disponibles fácilmente. Estos programas informáticos disponibles en el mercado pueden55
calcular el % de homología entre dos o más secuencias.

El % de homología puede calcularse sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra secuencia
y cada aminoácido en una secuencia se compara directamente con el aminoácido correspondiente en la otra secuencia,
un residuo a la vez. Esto se llama un alineamiento "desacoplado". Típicamente, tales alineamientos desacoplados se60
realizan solo sobre un número relativamente corto de residuos.

A pesar de que este es un método muy simple y consistente, no toma en consideración que, por ejemplo, en un par de
secuencias idénticas, una inserción o deleción hará que los siguientes residuos de aminoácidos se desalineen, por lo
tanto resulta potencialmente en una gran reducción en el % de homología cuando se realiza un alineamiento global.65
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El cálculo del % de homología máxima, por lo tanto, primero requiere la producción de un alineamiento óptimo, teniendo
en cuenta las penalizaciones de interrupción. Un programa informático adecuado para llevar a cabo dicho alineamiento
es el Vector NTI (Invitrogen Corp.). Ejemplos de software que pueden realizar comparaciones de secuencias incluyen,
pero no están limitados a, el paquete BLAST (ver Ausubel y otros 1999 Short Protocols in Molecular Biology, 4ta Ed -
capítulo 18), BLAST 2 (ver FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS Microbial Lett 1999 177(1): 187-8 y5
tatiana@ncbi.nlm.nih.gov), FASTA (Altschul y otros 1990 J. Mol. Biol. 403-410) y AlignX por ejemplo. Al menos BLAST,
BLAST 2 y FASTA están disponibles para búsquedas fuera de línea y en línea (ver Ausubel y otros 1999, páginas 7-58 a
7-60).

Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleótidos se determina sobre al menos 2010
nucleótidos contiguos, preferentemente sobre al menos 30 nucleótidos contiguos, preferentemente sobre al menos 40
nucleótidos contiguos, preferentemente sobre al menos 50 nucleótidos contiguos, preferentemente sobre al menos 60
nucleótidos contiguos, preferentemente sobre al menos 100 nucleótidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleótidos puede determinarse a lo largo de15
toda la secuencia.

Como se utiliza en la presente descripción, el término fragmento se refiere a un fragmento de la secuencia que proporciona
y/o codifica un polipéptido que conserva la actividad funcional y/o mejora la actividad de la enzima.

20
Cuando se refiere a un fragmento polipeptídico, preferentemente, el fragmento tiene al menos 50 aminoácidos de longitud.
Con mayor preferencia, el fragmento comprende al menos 100, 200, 300, 400 o 500, 600, 700, 800, 900 o 1000
aminoácidos continuos de la secuencia en cuestión, por ejemplo, la sec. con núm. de ident.: 19, hasta y se incluye un
polipéptido que comprende un aminoácido menor que la proteína de longitud completa.

25
Cuando se refiere a un fragmento de polinucleótido, preferentemente el fragmento comprende al menos 100 nucleótidos,
con mayor preferencia, al menos 200, 500, 800, 1000, 1500 o más nucleótidos, hasta y se incluye un polinucleótido que
comprende un nucleótido menor que el polinucleótido de longitud completa.

El experto entenderá que los polinucleótidos que codifican un polipéptido particular pueden diferir entre sí debido a la30
degeneración del código genético. Se incluyen en la presente descripción el uso de dichos polinucleótidos que codifican
el polipéptido de la presente invención.

Será más evidente para las personas con experiencia en la técnica que el término secuencia homóloga en relación con
una secuencia de polinucleótidos puede referirse a una secuencia que se une en condiciones rigurosas a la secuencia35
del polinucleótido.

Las condiciones de hibridación se basan en la temperatura de fusión (Tm) del complejo de unión a nucleótidos, como se
muestra en Berger y Kimmel (1987, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Vol. 152, Academic
Press, San Diego CA), y confieren una "rigurosidad" definida como se explica a continuación.40

La restricción máxima típicamente ocurre a aproximadamente Tm-5 °C (5 °C por debajo de la Tm de la sonda); alta
rigurosidad a aproximadamente 5 °C a 10 °C por debajo de la Tm; rigurosidad intermedia a aproximadamente 10 °C a 20
°C por debajo de la Tm; y baja rigurosidad a aproximadamente 20 °C a 25 °C por debajo de la Tm. Como comprenderán
aquellos con experiencia en la técnica, puede usarse una hibridación de rigurosidad máxima para identificar o detectar45
secuencias de nucleótidos idénticas aunque una hibridación de rigurosidad intermedia (o baja) puede usarse para
identificar o detectar secuencias de polinucleótidos similares o relacionados.

En un aspecto preferido, la presente invención cubre secuencias de nucleótidos que pueden hibridarse con la secuencia
de nucleótidos de la presente invención en condiciones rigurosas (por ejemplo, 65 °C y 0.1xSSC {1xSSC = 0.15 M NaCl,50
0.015 M Na3 Citrato pH 7.0). Donde la secuencia de nucleótidos de la invención es bicatenaria, ambas cadenas del dúplex,
ya sea individualmente o en combinación, se incluyen en la presente invención. Cuando la secuencia de nucleótidos es
monocatenaria, debe entenderse que la secuencia complementaria de esa secuencia de nucleótidos se incluye además
dentro del alcance de la presente invención.

55
Las secuencias de nucleótidos que no son 100 % homólogas a las secuencias de la presente invención pero que caen
dentro del alcance de la invención pueden obtenerse de varias maneras. Otras variantes de las secuencias descritas en
la presente descripción pueden obtenerse por ejemplo, investigando en bibliotecas de DNA hechas de un intervalo de
fuentes. Además, otros homólogos virales/bacterianos o celulares, particularmente homólogos celulares encontrados en
células de mamíferos (por ejemplo, células de rata, ratón, bovino y primate), pueden obtenerse y dichos homólogos y60
fragmentos de éstos en general, serán capaces de hibridarse selectivamente con las secuencias que se muestran en la
lista de secuencias de la presente descripción. Dichas secuencias pueden obtenerse investigando en bibliotecas de cDNA
hechas de o bibliotecas de DNA genómico de otras especies de animales, e investigando dichas bibliotecas con sondas
que comprenden toda o parte de la secuencia de nucleótidos expuesta en la presente descripción bajo condiciones de
rigurosidad de medias a altas. Consideraciones similares se aplican a la obtención de homólogos de especies y variantes65
alélicas del aminoácido y/o secuencias de nucleótidos de la presente invención.
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Se describe además un método para identificar un modulador potencial de la vida útil cronológica (CLS) de una célula,
que comprende las etapas de

i) poner en contacto una célula que tiene un estado de acetilación de la Histona 3 Lisina 18 (H3K18) conocido con un
compuesto de prueba; y5
ii) determinar si dicho compuesto tiene un efecto del estado de acetilación de la H3K18 en dicha célula;

en donde, un cambio en el estado de acetilación de H3K18 en la célula indica que el compuesto modula la CLS.

Se sabe que la modificación de los componentes de las histonas de la cromatina a menudo refleja si los genes están
activos o reprimidos y estos cambios están regulados globalmente por enzimas que depositan o eliminan las10
modificaciones específicas. En los genes activos, la cromatina a menudo se modifica por la acetilación (ac) de la lisina (K)
o la metilación (me), particularmente de la histona H3. Los inventores han identificado una nueva lisina en la histona H3,
cuyo estado de modificación parece jugar un papel crítico en la determinación de la vida útil de una célula.

Como se utiliza en la presente descripción, el término modulador de la vida útil cronológica se refiere a un compuesto que15
tiene un efecto sobre la CLS de la célula. Este efecto puede ser aumentar la CLS de la célula o disminuir la CLS de la
célula. Se entenderá que, en dependencia de los fines para los que se pondrá el compuesto, puede desearse el efecto.

Se entenderá que el compuesto referido en la presente descripción puede ser cualquier compuesto adecuado y puede
ser, por ejemplo, un compuesto de molécula pequeña o igualmente una molécula biológica tal como un péptido o ácido20
nucleico.

Por ejemplo, el compuesto puede interactuar con al menos un gen o un producto de al menos un gen seleccionado del
grupo que consiste en Spt3 (sec. con núm. de ident.: 22), Rtg2 (sec. con núm. de ident.: 4), Gcn5 (sec. con núm. de ident.:
6), Ubp8 (sec. con núm. de ident.: 10), Spt7 (sec. con núm. de ident.: 12), Spt8 (sec. con núm. de ident.: 14) y o Snf1 (sec.25
con núm. de ident.: 16) o sus homólogos.

Será evidente para el experto que el gen que interactúa con el compuesto puede identificarse a través del uso de cepas
mutantes knock out diferentes. Los métodos de la producción de dichas cepas son bien conocidos por el experto en la
técnica e incluye, por ejemplo, la inserción de uno o más nucleótidos en la región codificante del gen. Se entenderá que,30
como se utiliza en la presente descripción, el término producto de al menos un gen se refiere a ya sea un ácido nucleico,
por ejemplo, mRNA, o un producto peptídico.

En un ejemplo adicional, el compuesto interactúa con el gen designado Acs1 (sec. con núm. de ident.: 18) o un producto
del gen designado Acs1.35

También será evidente para el experto que el estado de acetilación de H3K18 puede identificarse por cualquier medio
adecuado conocido en la técnica.

Por ejemplo, el estado de acetilación puede determinarse midiendo la respiración mitocondrial.40

El experto entenderá que puede usarse cualquier método adecuado para medir la respiración mitocondrial. Por ejemplo,
la respiración mitocondrial puede medirse incubando las células en presencia de DIOC6 y visualizando las células.

En un ejemplo alternativo, el estado de acetilación se determina mediante inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos45
monoclonales contra H3K1 Bae en células vivas o fijadas.

La presente descripción proporciona además los ejemplos de métodos para identificar el estado de la replicación de una
célula o identificar un cambio en la CLS de una célula.

50
Como se utiliza en la presente descripción, el término que identifica el estado de la replicación se refiere a identificar si
una célula o la población de células en particular está dividiéndose activamente, o es capaz de dividirse activamente o si
la célula o la población de células ya no pueden dividirse.

Como se utiliza en la presente descripción, el término que identifica un cambio en la CLS de una célula se refiere a la55
identificación de un cambio de etapa en una célula o la población de células desde un estado en el cual la/ellas es/son
capaces de dividirse activamente a un estado en el cual la/ellas no pueden dividirse más tiempo o viceversa.

Se entenderá que este cambio puede inducirse deliberadamente o puede ocurrir naturalmente o por exposición a factores
ambientales.60

La célula puede ser una célula de mamífero, por ejemplo, una célula humana.

En un ejemplo, la célula es una célula madre pluripotente inducida.
65
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El experto entenderá que una célula madre pluripotente inducida es típicamente una célula somática que se le ha causado
regresar a un estado pluripotente ya sea por exposición a ciertas sustancias químicas o a través de la transfección con,
por ejemplo, varios virus.

En un ejemplo adicional, la célula es una célula sospechosa de ser neoplásica y/o cancerosa. Preferentemente, la célula5
es una célula de una muestra que ha sido aislada previamente de un paciente sospechoso de tener o estar en riesgo de
desarrollar cáncer.

En un ejemplo adicional, se describe un método para diagnosticar un trastorno asociado con un cambio en la CLS de una
célula, dicho método comprende identificar el estado de acetilación de H3K18 de una célula aislada previamente de un10
sujeto y comparar dicho estado de acetilación con el estado de acetilación de una célula de control.

Como se utiliza en la presente descripción, el término célula de control se refiere a una célula del mismo tipo de tejido
aislada del sujeto, la célula de control siendo aislada del tejido sano y con un estado de acetilación conocido.

15
Por ejemplo, dicho trastorno puede seleccionarse del grupo que comprende un trastorno relacionado con la edad, cáncer,
trastorno sanguíneo, enfermedad de Parkinson o enfermedad de Alzheimer.

La invención será descrita adicionalmente con referencia a las figuras. Las referencias a las cepas en las figuras se
refieren a las cepas descritas en la Tabla 1. En las figuras:20

Figura 1, H3K14ac mediante SAGA refleja el crecimiento. La Figura 1 muestra transferencias en membranas de Western
que muestran los niveles de modificaciones postraduccionales diferentes a la histona H3, en diferentes antecedentes que
incluyen HA-Spt7 y Gcn5 en extracto celular total preparado a partir de células con tratamiento de prueba o tratadas con
10 μM rapamicina un máximo de 180 minutos en el antecedente BY4741 (a, b, c, d), FY168 y FY571 (e, h), FY2 y FY203025
(f) y JR-52A (g). En el panel e La versión de Spt7 expresada desde el alelo sptl-217 en FY571 está truncado en el
aminoácido 1119 y ha perdido 213 residuos C-terminales.

Figura 2, SAGA y K14ac influyen en el envejecimiento. Las transferencias en membranas de Western muestran los niveles
de K14ac (a) y HA-Spt7 (b) en la proteína total preparada a partir de 1 x 108 células del antecedente FY2030 (a, b) o30
FY168 y FY571 (c), sujetos a biotinilación, crecimiento durante 10 o 20 generaciones en cultivo exponencial (YPD) y
aislamiento mediante el uso de perlas de estreptavidina magnéticas. Las células jóvenes (mayoría de menos de 5
generaciones de edad) se prepararon a partir de las células no biotiniladas restantes. * indica una versión procesada de
la histona H3.

35
Figura 3, Control de SAGA, SLIK y K14ac. Las transferencias en membranas de Western muestran los niveles de H3K14ac
Gcn5 o HA-Spt7 en extractos celulares totales preparados a partir de las cepas indicadas (genotipo mostrado en la Tabla
1) después del crecimiento en presencia de 10 μM rapamicina (+) o tratamiento de prueba (-) durante 3 horas. Las cepas
WT son BY4741.

40
Figura 4, Rtg2 y SLIK determinan la vida útil cronológica. aFY168 (WT), FY571 (Spt7-217) y derivados de rtg2Δ en fase
exponencial teñidos con DiOC6 para evaluar el potencial de membrana mitocondrial (ψ). La barra de la escala es de 10
μm. b Diluciones en base a diez seriadas de células de cepas que indicó crecimiento con aireación a la fase estacionaria
en CSM que contiene glucosa al 3% y sembradas en YDP el día que se muestra para evaluar la viabilidad. El promedio
de vida útil (tiempo en días hasta el 50 % de caída en la viabilidad) se calculó a partir de los recuentos de colonias, c45
Fluorógrafos de los extractos proteicos totales en fase exponencial tratados sin o con ciclohexamida para inhibir la
traducción citoplasmática y marcados por pulso durante 15 minutos con 35S metionina.

La Figura 5 muestra las transferencias en membranas de Western que muestran los niveles de modificaciones
postraduccionales diferentes a la histona H3 en el extracto celular total preparado a partir de BY4741 en fase estacionaria50
exponencial o temprana.

La Figura 6 a muestra el efecto de expresar una versión truncada del C-terminal de Spt7 (Spt7-217) en la cepa FY571 y
derivados en K14ac y la expresión génica. Las Figuras 12 b-i muestran el efecto de la fase de crecimiento y la presencia
de RTG2 en la inducción de genes diferentes.55

La Figura 7 muestra que HA-Spt7 se somete a un procesamiento del C-terminal en las células que entran en la fase
estacionaria.

La Figura 8 muestra que K14ac se reduce a medida que las células envejecen.60

La Figura 9 muestra el efecto de la Rapamicina en K14ac a CIT2 (SLIK inducida) o HMS2 (no inducida) mediante ChIP
normalizada con respecto a la histona H3. El CHIP controlado por PCR en tiempo real53, se expresa como un porcentaje
de entrada y se normaliza con respecto a los niveles de la histona H3 en tres preparaciones de cromatina, en la región 5'
de los genes mostrados.65
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La figura 10 muestra que Snf1 se requiere para la reducción dependiente de rapamicina en K14ac en el tratamiento con
rapamicina. a-d Las transferencias en membranas de Western que muestran los niveles de las modificaciones en la H3
en los extractos celulares totales preparados a partir de las cepas indicadas en el antecedente LPY8056 (d), BY4741 (a-
b, f-g) o FY3 (c). n=3 para todos los experimentos mostrados, e Inmunofluorescencia Indirecta con anticuerpo anti-HA
marcado con FITC (panel derecho) o DAPI (DNA) (panel izquierdo) de Gal83-HA. Las células se trataron con +/- 10 μM5
de rapamicina un máximo de 3 horas.

La Figura 11 muestra que Rtg2 se requiere para los niveles óptimos de K14ac, pero K14ac es sensible a la rapamicina
en una cepa rtg2Δ. Las transferencias en membranas de Western muestran los niveles de modificaciones en la H3 (a) y
Gcn5 (b) en extractos celulares totales preparados a partir de las cepas indicadas en el antecedente BY4741. Las células10
se trataron con +/- 10 μM de rapamicina un máximo de 3 horas. Rtg2 está regulado negativamente por el componente
Lst8 del TORC166 y esta represión se alivia con la pérdida de la señalización del TORC1 o el tratamiento con rapamicina.
Rtg2 es un componente de SLIK11 que se requiere para la inducción de los genes de respuesta retrógrada en células
quiescentes.

15
La Figura 12 muestra el efecto de la pérdida de Sch9 en la inducción de CIT2, ATG1 y ACS1 en fase estacionaria. Esta
figura muestra la cuantificación por PCR en tiempo real de la transcripción inversa del RNA para los genes mostrados.
Los resultados sugieren que Sch9 se requiere para mantener la integridad de SALSA y SLIK en cultivos de fase
estacionaria. De acuerdo con esto, se demostró que la inducción de ACS1 es independiente de Sch9 (los datos en la
figura 9 sugieren que este gen depende de la absorción nuclear dependiente de Rtg2 de Rtg1/3 pero no de SLIK).  Por el20
contrario, CIT2 (dependiente de SLIK/Rtg2) y ATG1 (SALSA pero no dependiente de SLIK) requieren Sch9 para su
expresión.

La Figura 13 es una transferencia en membrana de Western que muestra que la interrupción del complejo SAGA resulta
en un aumento de la acetilación de H3K18.25

La Figura 14 es un gráfico que muestra que la interrupción de SAGA extiende la vida útil cronológica de las células de la
levadura.

La Figura 15 es un gráfico que muestra que la interrupción de la acetilación de H3K18 resulta en una reducción significativa30
en la vida útil cronológica de las células de levadura.

Materiales y Métodos

Los detalles de las cepas se proporcionan en la Tabla 1. Las levaduras se cultivaron a 30 °C en medio rico (YPD), 1 % de35
bactopeptona, 1 % de extracto de levadura Difco (BD y Co.), 2 % glucosa hasta una densidad de 0.4 x 106 células/ml y
se trataron con 10 μM rapamicina en 90 % de etanol/10 % Tween20 o tratamiento de prueba un máximo de tres horas.
Los detalles para la preparación de los extractos de las células enteras, trasferencias en membranas de western y
anticuerpos usados, preparación de RNA y cuantificación de RNA, inmunoprecipitación de cromatina (ChIP), protocolos
para el envejecimiento, evaluación de ERC y ensayos cronológicos de envejecimiento se exponen a continuación.40

Tabla 1

45

50

55

60

65

Cepa Padre Genotipo Origen

RMY200 WT MATa; ade2-10;1 his3Δ200; lys2-801; trp1Δ901; ura3-52;
hht1,hhf1::LEU2; hht2,hhf2::HIS3más pRM200 (CEN TRP1 HHF2
HHT2)

Michael
Grunstein

H3 K14R RMY200 Más pRM200 (hht2 K14R) Michael
Grunstein

H3 K18R RMY200 más pRM200 (hht2 K18R) Michael
Grunstein

YSL151 WT ura3-5; his3Δ20; leu2Δ; trp1Δ63 lys2-128Δ(hht1-hhf1)::LEU2;
(hht2-hhf2)::HIS3; pTRP1-HHT2-HHF2

Shelley
Berger

H3 K4A YSL151 Más pTRP1 (hht2 K4A) Shelley
Berger

YZS276 MATa; hta1-htb1Δ::LEU2 hta2-htb2Δ leu2-3,-112 his3-11,-15 trp1-1
ura3-1 ade2-1 can1-100 (pZS145 HTA1-Flag-HTB1 CEN HIS3)

David Allis

H2B K123R YZS276 Más pZS14 (htb1 K123R) David Allis

LPY8056 MATa; his3Δ200; leu2Δ1; ura3-52; trp1Δ63; lys2-128δ; (hht1-
hhf1)Δ::LEU2 más pRS314B (HHF2 HHT2)

Shelley
Berger
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Preparación de extractos de células enteras de levadura.

25 ml de células se cultivaron en YPD a una DO de ∼0.4 A600 y se recogieron por centrifugación. Para las células tratadas
con rapamicina, las células se cultivaron hasta la mitad del logaritmo seguido por la adición de 10 μM rapamicina (Sigma55
R0395-1MG) un máximo de 3 horas y se recogieron mediante centrifugación. Los sedimentos celulares se resuspendieron
en 300 μl de 8 M urea y se rompieron mediante agitación en vórtex durante 5 minutos seguido de la adición de 200 μl de
perlas de vidrio lavadas con ácido (Sigma). Los lisados se hirvieron durante 5 minutos en tampón de carga laemmli
estándar.

60
Transferencia en membrana de Western

Los extractos de las proteínas se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida mediante el uso de tampón de
operación de Tris-glicina estándar (40 % (w/v) de glicina, 0.25 M Tris-base, 10 % (w/v) SDS) a continuación se calentaron
a 90 °C durante 3 min. Las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa mediante el uso de la transferencia65
semiseca (Bio-Rad). La transferencia exitosa de la proteína se verificó por tinción con Ponceu S (0.1 % Ponceu, 5 % ácido

H3 S10A LPY8056 Más PRS314B (hhf2 S10A) Shelley Berger

H3 K14A LPY8056 Más PRS314B (hhf2 K14A) Shelley Berger

H3 S10A K14A LPY8056 Más PRS314B (hhf2 S10A K14A) Shelley Berger

BY4741 MATa; his3Δ; leu2Δ; met15Δ; ura3 Euroscarf

gcn5Δ BY4741 gcn5::KanMX Euroscarf

spp1Δ BY4741 spp1::KanMX Euroscarf

S288c MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0 Open
Biosystems

fpr1Δ BY4741 fpr1::KanMX Euroscarf

fpr2Δ BY4741 fpr2::KanMX Euroscarf

fpr3Δ BY4741 fpr3::KanMX Euroscarf

fpr4Δ BY4741 fpr4::KanMX Euroscarf

rim15Δ BY4741 rim15::KanMX Euroscarf

rtg2Δ BY4741 rtg2::KanMX Euroscarf

msn2Δ BY4741 msn2::KanMX Euroscarf

msn4Δ BY4741 msn4::KanMX Euroscarf

snf1Δ BY4741 snf1::KanMX Euroscarf

sch9Δ BY4741 sch9::KanMX Euroscarf

dot1Δ By4741 dot1::KanMX Euroscarf

L5487 MATa, ura3-52, leu2::hisG Aaron Mitchel

sch9Δ L5487 sch9::URA3 Paul Nutton

Gal83-HA BY4741 GAL83-HA-His3MX6 Este estudio

Gcn5-HA JR-52A Más pRS314 (GCN5 3HA::his5+) Shelley Berger

spt20Δ BY4741 spt20::KanMX Euroscarf

spt8Δ BY4741 spt8::KanMX Euroscarf

FY3 MATa ;ura3Δ0 Fred Winston

FY2030 HA-Spt7 FY3 MATa; ura3Δ0; leu2Δ1; trp1Δ63; his4-917 δ; lys2-173R2 HA-
SPT7-URA3

Fred Winston

HA-Spt7 snf1Δ FY2030 snf1::KanMX Este estudio

HA-Spt7 sch9Δ FY2030 sch9::KanMX Este estudio

FY168 M4Ta; leu2Δ1; his4-917 δ; lys2-173R2 Fred Winston

FY168 rtg2Δ rtg2::KanMX Este estudio

FY571 spt7-217 MATa; ura3Δ0; leu2Δ1; trp1Δ63; his4-917 δ; lys2-173R2 spt7-
217

Fred Winston

FY571 rtg2Δ spt7-217 rtg2::KanMX Este estudio
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acético). Las membranas se bloquearon después en PBS que contenía 5 % de leche en polvo o BSA durante 1 hora, a
continuación la incubación con anticuerpo primario: 1:3000 anti-H3 (Abcam ab1791), 1:5000 anti-H3 K9ac (Upstate 07-
352), 1:3000 anti-H3 K14ac (Upstate 07-353), 1:5000 anti-H3 K18ac (Upstate 07-354), 1:10,000 anti-H3 K23ac (Upstate
07-355), 1:3000 anti-H3 K27ac (Upstate 07-360), 1:5000 anti-H3 K4me1 (Upstate 07-436), 1:2000 anti-H3 K4me2 (Upstate
07-030), 1:5000 anti-H3 K4me3 (Upstate 07-473), 1:500 anti-Gcn5 (Santa Cruz sc-9078), 1:5000 anti-Tubulina (Abcam5
ab6160), 1:1000 Anti-HA (Roche clon 3F10 11867423001) en 5 % leche en polvo/PBS/0.5 % Tween 20. Las membranas
se lavaron después durante 6 x 5 min en PBS y se incubaron durante 1 hora con anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rábano picante en 5 % leche en polvo/PBS/0.5 % Tween 20, y se lavaron durante 6 x 5 min en PBS/0.5%
Tween 20. El anticuerpo unido se visualizó mediante el uso de un estuche de quimioluminiscencia Pico West (Pierce
Biotechnology Ltd) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Múltiples exposiciones de cada película se realizaron10
para garantizar que las señales detectadas no estuvieran saturadas. Cada experimento se repitió al menos 3 veces.

Extracción de RNA y transferencia en membrana de Northern.

La extracción de RNA se realizó mediante el uso de la extracción con fenol caliente. Se separaron 15 µg de RNA total en15
geles de formaldehído al 1.1 % y se transfirieron a membranas de nylon Magna y se hornearon a 80 °C durante 2 horas.
Las membranas se bloquearon mediante incubación con PerfectHyb Plus (Sigma) durante 2 horas a 65 °C. Las
membranas se expusieron típicamente durante 24 horas a menos que se indicó lo contrario. Los niveles de RNA total
cargado se controlaron por las especies de rRNA, que son iguales en todas las muestras a menos que se indique.

20
Aislamiento de levadura a 10 o 20 generaciones de crecimiento.

1 x 108 células de un cultivo a una OD600 de 0.2 se lavaron en PBS, se biotinilaron con 3 mg de sulfo-NSH-LC-biotina a
temperatura ambiente durante 15 minutos, se lavaron 6 veces con PBS y se añadieron a 1 litro de YPD precalentado que
contuvo 2.5 % de glucosa y se incubó durante 10 generaciones. Las células cosechadas se lavaron en PBS. Se añadieron25
400 μl de perlas de estreptavidina y se incubaron con las células en hielo durante 2 horas en PBS. Un clasificador
magnético se usó para seleccionar las perlas con células biotiniladas unidas durante 20 minutos en hielo con mezcla
ocasional. La mezcla se lavó y se volvió a seleccionar cinco veces mediante el uso de PBS. Las células clasificadas se
añadieron a un segundo litro de YPD precalentado y se cultivaron durante 10 generaciones adicionales, se clasificaron y
se lavaron exactamente como antes. La proteína o el DNA se aisló de la levadura mediante el uso de la urea y las perlas30
de vidrio (ver anteriormente) para su análisis mediante transferencia en membrana de Western o mediante la preparación
de esferoplastos y la extracción de DNA total por extracción con fenol cloroformo exactamente como se describió 51. El
extracto del DNA total se separó en un gel de agarosa al 0.8 %. El DNA se visualizó mediante hibridación con sondas
radiomarcadas.

35
Marcaje de la levadura con metionina 35S.

Los cultivos exponenciales en medio completo sintético con glucosa se trataron con o sin cicloheximida (250 μg/ml en 10
ml de cultivo), y la incubación se continuó durante 5 min antes de la incubación de 15 min con 100 μCi de [35S]metionina
(PerkinElmer Life Sciences). La proteína total se separó en un gel de SDS-PAGE al 10 o 15 %. El gel se trató después40
con Enlightening (PerkinElmer Life Sciences), se secó y se expuso a una película de rayos X durante 40-72 h.

Microscopía.

Las células en crecimiento exponencial o después de 2.5 días en cultivo (fase estacionaria) se incubaron con el colorante45
sensible de potencial de membrana yoduro de 3,3'-dihexiloxacarbocianina (DiOC6) obtenido de Molecular Probes a una
concentración de 20 ng/ml durante 30 minutos, se lavaron en PBS y se visualizaron mediante el uso de la exposición de
1000 ms (células exponenciales) o 250 ms (células de fase estacionaria) el canal FITC en un microscopio de fluorescencia
Olympus IX-81 con una lámpara de mercurio xenón de 150 W y un objetivo de aceite de inmersión Plan NeoFluor de 150X
de Olympus.  Las imágenes de campo brillante (DIC) se capturaron para cada campo.50

Optimización de las condiciones para tratar las células con rapamicina

Las células en fase exponencial de crecimiento se trataron con 10 μM de rapamicina en 90 % etano/10 % Tween 20 un
máximo de 180 minutos y se examinaron los niveles de H3K14ac e histona H3.  Alternativamente, las células se trataron55
con rapamicina hasta 20 μM durante 30 minutos. Un conjunto estándar de condiciones se determinó y para todo el trabajo
en este documento el tratamiento involucrado de las células que crecían exponencialmente (0.4 x 107 célula/ml) durante
2 a 3 horas con 10 μM rapamicina.

Ensayo que muestra la dependencia de las modificaciones postraduccionales a la histona H3 en la integridad de los60
factores conocidos que se conoce que influyen en las modificaciones de la histona H3.

Los extractos celulares totales se prepararon a partir de células LPY8056 que expresan la histona H3 con alanina (A)
sustituciones en S10 o K14 o ambos residuos, BY4741 que porta deleciones de SPP1, que codifica un factor requerido
específicamente para H3K4me352 o DOT1, la metiltransferasa para H3K79 53,54, o YZS276 que porta una sustitución en65
H2BK12355, que se requiere para H3K4me2 y H3K4me3. Las modificaciones de las lisinas en la histona H3 se controlaron
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mediante transferencia en membrana de Western de los extractos proteicos celulares totales mediante el uso de
anticuerpos específicos para cada modificación.

La HA-Spt7 se somete a procesamiento del C-terminal en las células que entran en fase estacionaria o se tratan con
rapamicina.5

Para estos experimentos se usó la cepa FY2030, que expresa una versión marcada en el N terminal de Spt7 del locus
SPT7 y FY3, un control no marcado (n=9 para a). Las células a se cultivaron en YDP hasta la fase semilogarítmica, la
fase postdiaúxica o la fase estacionaria temprana y se prepararon los extractos proteicos totales, se sometieron a
transferencia en membrana de Western mediante el uso del anticuerpo monoclonal 3F10 para revelar el epítopo HA. Se10
muestran las posiciones de los marcadores de peso molecular y una transferencia desarrollada para revelar los niveles
de histona H3 que actuó como un control de carga. Se presentan tres formas de alto peso molecular de HA-Spt,
consistentes con Spt7 de longitud completa en SAGA, una forma truncada en C-terminal donde faltan aproximadamente
200 aa que se encuentran en SLIK y la forma 3 cuya función no se conoce27,25. Además, una forma que migra a 50 kDa
es evidente además en estas y otras preparaciones cuando caen los niveles de Spt7 de longitud completa. b Una15
repetición del experimento mostrado arriba que muestra una versión truncada del C-terminal más extensa de Spt7 en las
tres condiciones de crecimiento. Aproximadamente tres de nueve experimentos muestran un perfil como este, mientras
que seis muestran bandas más discretas como en a.

Inmunofluorescencia indirecta20

El estado de acetilación/metilación de una célula se evaluó mediante el uso de la inmunofluorescencia indirecta de acuerdo
con el siguiente protocolo. Usar 10-50 ml de un cultivo semilogarítmico fresco de células por muestra. Preparar
formaldehído fresco al 30 % (3g p-formaldehído en 5 ml de PEM, añadir 4M NaOH hasta que se disuelva y completar
hasta 10 ml con PEM) y añadir 1/10th volumen de formaldehído al 30% al cultivo con agitación (en matraz cónico). Añadir25
30 s más tarde, solución de gluteraldehído a una concentración final de 0.2m % (w/v). Agitar a temperatura de incubación
durante 90 min. Centrifugar las células 2K 5 min y después lavar 3X en PBS o PEM (100 mM Pipes pH 6.9; 1 mM EGTA,
1 mM Mg2SO4). Resuspender las células en 10 ml de PEMS (PEM en 1M Sorbitol) y agregar 500 μl de la enzima lítica
de levadura ICN (10 μg/ml). Incubar a 37 °C hasta que se digiera ∼80 % de las células (alrededor de 15 min). Lavar 3
veces en 10 ml de PEMS. Resuspender en 10 ml de Triton X100 al 1 % en PEM durante 30 s. Lavar 3X en 10 ml de PEM.30
Evaluar aproximadamente el volumen del sedimento final. Resuspender en 2 ml de PEMBAL (PEM, 0.1 M L-lisina, 1 %
BSA (sin globulina), 0.1 % Azida Na) y transferir un volumen que dará un sedimento de 20-30 μl en un centrifugado
subsiguiente a cada uno de los 2 tubos Eppendorf. Colocar en una rueda giratoria durante 30 min a temperatura ambiente.
Centrifugar durante 10 sec. Resuspender en 50 μl de anticuerpo primario en PEMBAL (dilución adecuada de prueba) e
incubar durante 16 horas en la rueda giratoria. Lavar 3X en 1 ml de PEMBAL. Resuspender en 1 ml de PEMBAL y girar35
en una rueda durante 30 min. Resuspender en 50 μl de anticuerpo de cabra anti-ratón Texas Red a 20 mg/ml en PEMBAL.
Incubar 16 horas en la rueda giratoria. Lavar 3X en PEMBAL. Resuspender el sedimento en 100 μl de PEMBAL y montarlo
en cubreobjetos recubiertos con poli L-Lisina. Secar con secador de pelo e invertir en 1 µg/ml DAPI en 100 % de glicerol
si se requiere. Usar alternativamente, un anticuerpo secundario FITC a 1/200 e incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente en una rueda. N.B. cubrir los tubos con papel de aluminio durante las incubaciones con el anticuerpo secundario.40
Visualizar después las células.

Ejemplos

H3K14ac por SAGA refleja el crecimiento45

El tipo de modificación postraduccional en los componentes de la histona de la cromatina a menudo refleja si los genes
están activos o reprimidos y estos los cambios están regulados globalmente por enzimas que depositan o eliminan
modificaciones específicas. En genes activos, la cromatina a menudo se modifica por la acetilación (ac) de la lisina (K) o
la metilación (me), particularmente en la histona H327. Para identificar las modificaciones postraduccionales en la histona50
H3 que reflejan el crecimiento celular, se prepararon extractos proteicos totales de levadura en fase estacionaria temprana.
Las diferencias grandes y reproducibles en las señales en las transferencias membrana de Western permiten correlacionar
los cambios en la acetilación y la metilación con la fisiología celular. Las células en fase estacionaria muestran reducciones
en K14ac, K18ac y la trimetilación (me3) de K4 que no son una consecuencia de la detención del ciclo celular (Figura 5).
Los cambios son similares en las células en crecimiento exponencial tratadas con la rapamicina de macrólido, que bloquea55
el crecimiento y la proliferación14 (Figura 1 a y 10-11), lo que sugiere que la presencia de estas modificaciones refleja la
capacidad proliferativa de las células.

Gcn5 es la principal acetiltransferasa para K14 y K18 (Figura 1b). Además, la K14ac sensible a la rapamicina detectable
mediante transferencia en membrana de Western está mediado por Gcn5 en SAGA (Figura 1c). Las cepas que carecen60
de Spt8, específicas para SAGA22 o Spt20, que se requieren para la integridad de SAGA y SLIK/SALSA23,31,32, tienen
bajos niveles de K14ac que no cambian de forma detectable cuando se tratan con rapamicina. A diferencia, K14ac es
resistente a la rapamicina en una cepa que carece de Ubp8, un componente de SAGA con actividad proteasa ubiquitina
requerida para procesar la región C-terminal de Spt723,25 (Figura 1b). Las transferencias en membranas de Western que
muestran los niveles de modificaciones en la H3 en extractos celulares totales preparados a partir de las cepas indicadas65
en el antecedente BY4741 se muestran en las figuras 1c- e. Las células se trataron con +/- 10 μM de rapamicina un
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máximo de 3 horas. Una cepa que expresa Spt7 que carece de la 213aa C-terminal, conocida como Spt7-21733 muestra
además K14ac resistente a la rapamicina, lo que sugiere que SLIK y SALSA son resistentes a la rapamicina (Figura 1e).
Es importante señalar que en esta cepa, la Spt7 truncada se expresa en niveles similares a Spt733 de longitud completa,
por lo tanto, los altos niveles de K14ac. Los niveles de Spt7 truncado en SLIK y SALSA son normalmente mucho más
bajos que Spt7 de longitud completa y hacen una contribución mínima a los niveles globales de K14ac22,23,25. Además,5
esta resistencia a la rapamicina es consistente con los roles en la expresión activada, pero no basal, de los genes de la
caja TATA34 que funcionan para promover el crecimiento cuando se agota la glucosa18,21 (Figura 6). Además, esto implica
el 213aa C-terminal de Spt7 en la sensibilidad a la rapamicina de K14ac por SAGA como Spt8, una subunidad específica
de SAGA, se recluta a través de esta región22,23. De este modo, la rapamicina puede tener efectos diferenciales sobre
SAGA y SLIK/SALSA. SAGA está activo en células cultivadas de glucosa mientras que SLIK y SALSA están activos en10
células limitadas de nutrientes cuando se reduce la señalización de TORC1 (Figura 6).

La cepa FY168 WT ha sido diseñada para expresar solamente Spt7 que contiene un truncamiento C-terminal (FY571
Spt7-217) similar al encontrado naturalmente en el complejo SLIK/SALSA. La proteína Spt7 se expresa en niveles
similares a Spt710 de longitud completa. Se investigaron los niveles de K14ac en esta cepa y la influencia de Rtg2, el15
regulador retrógrado y el componente de SLIK sobre la actividad de esta cepa. La Figura 6a muestra que el K14ac no se
reduce significativamente en esta cepa cuando se introduce una deleción de RTG2. Rtg2 se requiere para la actividad
HAT dirigida de H3 del complejo 11. Esto puede reflejar los niveles naturalmente bajos de SLIK en células en comparación
con este complejo. Además, se probaron las respuestas transcripcionales (mediante el uso de la transcripción inversa
acoplada a PCR en tiempo real mediante el uso de cebadores a los loci indicados; No indica reacción sin adición de RTasa20
a la reacción para controlar la contaminación del DNA) en esta cepa en crecimiento exponencial (log) y en fase
estacionaria temprana (Stat o SP). Los niveles de transcripción se normalizaron a U4snRNA. Los niveles de este transcrito
caen a la mitad en las células de fase estacionaria (datos no mostrados). b Los niveles de transcripción de RDNA,
controlados mediante el uso de un conjunto de cebadores a la región intergénica entre las regiones 25S y 18S, se reducen
más de 7 veces en fase estacionaria. c El gen de respuesta retrógrada CCIT2112 se induce en las células de fase25
estacionaria y depende de Rtg2 en los antecedentes WT Spt7 (FY168) y Spt7-217 (FY571), como se esperaba. d La
inducción de ACS1, que codifica la sintasa CoA de acetil mitocondrial, se induce en la fase estacionaria y depende de
Rtg2. En las células que contienen altos niveles del complejo SLIK/SALSA, el gen no se induce. SLIK/SALSA puede
reprimir la expresión de ACS1 o alternativamente, los altos niveles de SLIK/SALSA pueden secuestrar Rtg2 creando un
RTG2 nulo. e La inducción de ATG1, un regulador de la autofagia13, otra respuesta inducida por inanición, muestra no30
dependencia de Rtg2. En lugar de ello, las cepas que expresan Spt7-217 muestran un aumento de más de dos veces en
los niveles de mRNA de ATG1 bajo condiciones de inanición lo que sugiere un papel para el complejo de SALSA. Los
patrones de expresión de estos tres genes pueden definir cómo los complejos SLIK/SALSA contribuyen a la regulación
génica. Se propone que ATG1 es dependiente de SALSA e independiente de SLIK y Rtg2. A diferencia, CIT2 requiere el
complejo SLIK para su activación mientras que ACS1 depende de Rtg2 pero no de SLIK (la función de Rtg2 para regular35
la absorción nuclear de Rtg1/3 como activadores). La expresión en una serie de otros loci se controla además (f-i) en la
fase logarítmica. Las modificaciones de las lisinas en la histona H3 se controlan mediante transferencia en membrana de
Western de los extractos proteicos totales mediante el uso de anticuerpos específicos para la modificación o la proteína
indicada. n=2 para cada experimento. La proteína total y el RNA se prepararon a partir de los mismos cultivos para el
experimento mostrado.40

Una versión marcada de HA de N terminal de Spt7 se usó para examinar sus niveles y la integridad en células tratadas
con rapamicina (Figura 1f) o en células en fase estacionaria Figura 7). Los niveles reducidos y el truncamiento del C-
terminal de Spt7 se producen en ambas condiciones y, al comprometer la integridad de SAGA23, se explica la reducción
de K14ac. De este modo, la integridad de SAGA está controlada por el truncamiento del C-terminal de Spt7 que ocurre45
cuando las células entran en fase estacionaria o en el tratamiento con rapamicina. Los niveles de Gcn5, pero no su RNA18,
caen además significativamente en las células WT tratadas con rapamicina (Figura 1g). A diferencia, los niveles de Gcn5
son más altos en las células tratadas con rapamicina que expresan Spt7-217 (Figura 1h). De este modo, la reducción en
Gcn5 es probable que sea una consecuencia del truncamiento C-terminal y la reducción en los niveles de Spt7.

50
SAGA disminuye con la edad en las células en crecimiento

Los datos sugieren que la actividad de SAGA es un marcador del crecimiento y la proliferación. A medida que las células
envejecen, tanto la capacidad proliferativa como la función mitocondrial se reducen. Experimentos se llevaron a cabo para
evaluar si SAGA cambia durante el envejecimiento mediante la evaluación de los niveles en células jóvenes (generalmente55
<5 generaciones de edad) en comparación con las células después de 10 o 20 generaciones de crecimiento. A medida
que las células envejecen, los niveles de K14ac caen (Figura 2a) y esto se asocia con una disminución general de los
niveles de HA-Spt7, en particular, una caída en HA-Spt7 de longitud completa y formas truncadas aumentadas de HA-
Spt7 que apoyan la pérdida de la función de SAGA durante el envejecimiento (Figura 2b). A diferencia, en la cepa que
expresa solo Spt7 truncado C-terminalmente (Spt7-217), K14ac no cae en las células viejas (Figura 2c). Las preparaciones60
proteicas totales se realizaron a partir de células jóvenes o las células biotiniladas después de 20 generaciones de
crecimiento en fase exponencial en medio rico, aisladas mediante el uso de perlas magnéticas de estreptavidina. La
transferencia en membrana de Western de los niveles de K14ac en extractos proteicos totales preparados a partir de
FY168 (WT) y FY571 que expresan Spt7-217. Los niveles de histona H3 se evaluaron para controlar la carga. Puede
verse en la Figura 8 que hay diferencias en la cantidad de proteína aislada. Los niveles de K14ac caen en la cepa WT65
vieja pero no en la cepa que expresa Spt7-217, lo que sugiere que la región C-terminal de Spt7 se requiere para la
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reducción en K14ac y que la SAGA es el objetivo de esta regulación. Tenga en cuenta que en esta preparación hay menos
"recortes" de histonas evidente que en otros experimentos (Ver Figura 2a). Estas células contienen además niveles
aumentados de una forma más pequeña de histona H3, posiblemente recortada36. Esto sugiere que el mecanismo por el
cual SAGA y K14ac se reducen a medida que las células envejecen es similar al que se produce en las células tratadas
con rapamicina e implica el procesamiento de la región C-terminal de Spt7.5

TORC1 mantiene K14ac en las células en crecimiento

Se pensó definir cómo la rapamicina influye en la acetilación por SAGA. Hay cuatro objetivos de la rapamicina en la
levadura, Fpr1-437. En presencia de la rapamicina, Fpr1 inhibe las funciones asociadas con las quinasas relacionadas con10
PI3 Tor1 o Tor2 dentro del complejo TORC138. Esto apoya la señalización dependiente de TORC1 que controla los niveles
globales de K14ac, K18ac y K4me3 al mantener la función SAGA en células proliferativas. La inhibición de TORC1 por la
rapamicina durante las etapas tempranas del crecimiento resulta en la regulación positiva de genes regulados por
SLIK/SALSA que promueven la respiración eficiente de la glucosa y la resistencia al estrés (Figura 9)20,39. Como puede
verse en la Figura 9b, los niveles de la expresión de CIT2, regulada por el complejo TORC-1 aumentan con la adición de15
rapamicina.

AMPK se considera generalmente que regula negativamente la mTOR de mamífero, que resulta en una regulación
negativa de la señalización de TORC1 cuando la glucosa escasea y aumentan los niveles intracelulares de AMP 63. La
levadura AMPK Snf1 como puede verse en la figura 10 puede funcionar de forma similar a la requerida para la reducción20
dependiente de rapamicina en K14ac (a).Los niveles de K14ac en una cepa snf1Δ se reducen a aproximadamente 50 %
de aquellos en una cepa WT, debido a la fosforilación dirigida de Snf1 de la serina 10 en la histona H3 que promueve la
acetilación de K14 mediante Gcn564. Es importante destacar, que K14ac (a) y Gcn5 (b) y algunos de HA-Spt7 en la célula
(c) son resistentes a la rapamicina en la cepa snf1Δ. Tenga en cuenta que la quinta banda* está cargada en c. Tenga en
cuenta que la integridad de S10 en la histona H3, fosforilada por Snf1, no influye en la sensibilidad a la rapamicina de25
K14ac, a pesar de que con snf1Δ, el nivel de K14ac se reduce en este antecedente (d). Se cuestiona si Snf1 está
funcionando en el núcleo o el citoplasma. Gal83 se requiere para la absorción nuclear de Snf165 y Gal83 marcado de HA
se mueve del citoplasma al núcleo en las células tratadas con rapamicina como se demostró por inmunofluorescencia
indirecta en las células fijadas (e). Sin embargo, la relación entre Gal83 y Snf1 no es sencilla como las cepas
gal83Δmuestran los niveles de WT de K14ac en las células no tratadas y cierta resistencia a la rapamicina (f). Los30
resultados similares se observaron para la proteína Gcn5 en la cepa gal83Δ(g). De este modo, parece que Gal83 se
requiere para la reducción dependiente de rapamicina en K14ac y Gcn5 lo que sugiere que esta es una función nuclear
para Snf1.

SLIK controla la CLS a través de Rtg235

Se examinó el potencial de membrana mitocondrial (ψ) y la CLS en la cepa que expresa Spt7 truncado solamente (Spt7-
217), y de este modo expresa niveles altos de complejos SLIK/SALSA durante el crecimiento exponencial. Tanto ψ (Figura
4a) como la CLS promedio (Figura 4b) aumentan en comparación con la WT pero la cepa parece después experimentar
una pérdida rápida y completa de viabilidad alrededor del día 12 en cultivo que puede reflejar desequilibrios en los patrones40
de la expresión génica. Rtg2 se reprime mediante el complejo TORC126 y tiene al menos dos funciones distintas, una
como regulador de la respuesta retrógrada y una segunda como un componente de SLIK13. Los niveles altos de Spt7
truncado pueden provocar el secuestro de Rtg2 en un complejo SLIK, lo que resulta en un rtg2 nulo para otras funciones.
En apoyo de esto, una cepa rtg2 muestra un aumento del ψ en la fase exponencial (Figura 4a), aumento de la síntesis
proteica mitocondrial (Figura 4c) y mejoramiento de la CLS (Figura 4b). Esto sugiere que Rtg2 funciona para reprimir la45
función mitocondrial cuando TORC1 está activo y que la formación de SLIK está relacionada con la señalización TORC1
reducida, lo que lleva al truncamiento de Spt7 y al alivio de la represión dependiente de Rtg2 de la respiración. Esto
proporciona una forma adicional de extender la CLS. Es interesante, que tanto Spt7 como Rtg2 se informa que son
proteínas asociadas mitocondrialmente13,47. Finalmente, se mostró que el aumento más marcado en la CLS se observa
cuando RTG2 es eliminado de FY571 (Spt7-217) (Figura 4b), lo que tal vez refleja una fuerte inducción de genes para la50
autofagia, conocida por prolongar la vida útil, mediante SALSA, ya que es Rtg2 independiente. Se debería señalar que
este fenotipo rtgΔ puede producirse además mediante la adición de inhibidores de la respiración mitocondrial.

En resumen, se muestra que la familia SAGA de los reguladores transcripcionales controla el equilibrio entre el crecimiento
y la vida útil cronológica. Los cambios metabólicos que resultan en una regulación positiva o negativa de la respiración se55
controlan diferencialmente mediante la señalización de TORC1 y Sch9 a estos complejos. TORC1 coordina la función
mitocondrial con la expresión génica a través las actividades de Spt7 y Rtg2 y la modificación de la cromatina en K14 en
la histona H3, lo que proporciona una señalización TORC1 a SAGA y SLIK mecanismo altamente eficiente por el cual las
células cambian el destino para controlar el equilibrio entre el crecimiento y la longevidad.

60
La interrupción de SAGA resulta en una acetilación de H3K18 aumentada y una extensión en la vida útil cronológica.

La Figura 13 es una transferencia en membrana de Western que muestra el aumento de la acetilación de H3K18 en cepas
en las que se ha interrumpido el complejo SAGA. Como puede verse en las filas superiores de ambos paneles, la cantidad
de H3K18ac presente en extractos de levadura de células enteras en las manchas en las que el complejo SAGA se ha65
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interrumpido se incrementa en comparación con el tipo silvestre. Las cepas que se usaron en estos experimentos fueron
ya sea ΔSPT8 o Spt7 truncada.

La Figura 14 muestra que las cepas de S. cerevisiae que tienen un complejo SAGA interrupto tienen una vida útil
cronológica aumentada. Como se muestra en la figura, las cepas FY631 y FY2030 son de tipo silvestre, la cepa FY5715
expresa una proteína Spt7 truncada que carece de la región Spt7 específica de SAGA, la cepa FY2037 es ΔSPTS (Wu,
P.Y. y Winston, F., Mol Cell Biol., 22(15), p5367-5379). La vida útil se determinó como se describe en Murakami, C. y
Kaeberlein, M., (2009) J. Vis. Exp., 27. En resumen, la vida útil cronológica de la levadura se refiere al perfil de viabilidad
de un cultivo de levadura envejecido a lo largo del tiempo. Un cultivo de levadura se cultiva en medio líquido hasta que la
fuente de carbono de la glucosa se agota y las células dejan de dividirse. En este punto, la proporción de células que10
están vivas y son capaces de dividirse se mide al observar las características del crecimiento de un inoculado fresco del
cultivo envejecido mediante el uso de una máquina Bioscreen C. Las viabilidades en puntos de tiempo diferentes se
comparan para determinar la vida útil cronológica del cultivo.

La Figura 15 muestra que en un mutante H3K18Q en el cual la acetilación en esta posición se interrumpe la vida útil15
cronológica, como medida mediante el uso del método anterior, se reduce en comparación con el tipo silvestre. En la cepa
de levadura H3K18Q, ambas copias endógenas del gen H3 han sido eliminadas y reemplazadas por una copia única del
gen H3 que contiene una sustitución de la lisina 18 por glutamina. En la cepa de tipo silvestre que se muestra en la figura,
los genes H3 eliminados han sido reemplazados por una sola copia salvaje del gen.

20
Diferentes modificaciones o variaciones de los métodos descritos y sistemas de la presente invención serán evidentes
para aquellos con experiencia en la técnica sin apartarse del alcance de la presente invención como se definió en las
reivindicaciones anexas.

25
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Reivindicaciones

1. Un método in vitro para aumentar la vida útil cronológica de una célula que comprende interrumpir la función del
complejo Spt-Ada-Gcn5-Acetiltransferasa (SAGA) en dicha célula,5
en donde la interrupción se efectúa a través de la interrupción de al menos un gen seleccionado del grupo que
consiste en Spt7 (sec. con núm. de ident.: 12), Spt8 (sec. con núm. de ident.: 14), y sus homólogos, o a través de
la interrupción de un producto de al menos un gen;
en donde "homólogo" significa un gen análogo de un organismo diferente que realiza la misma función;

10
2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el complejo SAGA se interrumpe directa o indirectamente.

3. El método de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde la interrupción se efectúa a través de la interrupción
del gen Spt7 o un homólogo de este, o a través de la interrupción de un producto del gen Spt7 o el homólogo de
este.15

4. El método de acuerdo con la reivindicación 1, 2 o 3, en donde "homólogo" significa un gen análogo de un organismo
diferente que realiza la misma función, en donde el organismo diferente es un mamífero.

5. El método de acuerdo con la reivindicación 3 o 4, en donde la interrupción se efectúa a través de la interrupción20
del gen Spt7 o su homólogo humano SUPT7H, o a través de la interrupción de un producto del gen Spt7 o su
homólogo humano SUPT7H.

6. El método de acuerdo con la reivindicación 3, en donde la interrupción se efectúa a través de la interrupción de
SPT7 (sec. con núm. de ident.: 11) o SPT7-217 (sec. con núm. de ident.: 19).25

7. El método de acuerdo con la reivindicación 1, 2, 3, 4, 5 o 6, en donde la expresión del gen o el homólogo se
interrumpe por el iRNA.

8. El método de acuerdo con la reivindicación 1, 2, 3, 4, 5 o 6, en donde la expresión del gen se interrumpe a nivel30
transcripcional / DNA.

9. El método de acuerdo con la reivindicación 4 o 5, en donde la célula es una célula de mamífero, preferentemente
una célula humana.

35
10. El método de acuerdo con la reivindicación 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9, en donde el método se usa en un método de

selección para identificar un compuesto que tiene un efecto sobre el envejecimiento cronológico de la célula.

11. El método de acuerdo con la reivindicación 10, en donde el compuesto es una molécula pequeña o una molécula
biológica tal como un péptido o ácido nucleico.40

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



84

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



85

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



86

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



87

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



88

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



89

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



90

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



91

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



92

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



93

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



94

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



95

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



96

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



97

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



98

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



99

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



100

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



101

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



102

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



103

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



104

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 



105

E10734548
07-12-2017ES 2 647 081 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones

	Dibujos


