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DESCRIPCION

Aplicacion de cddigos de barras de ADN de bancos de matrices de cromatinas y mononucleosomas disefiadores
para la creacién de perfiles de lectores, escritores, borradores y moduladores de cromatina de los mismos

Esta solicitud reivindica el beneficio de la fecha de presentacion de la solicitud provisional de EE. UU. 61/656.233,
presentada el 6 de junio de 2012, y de la solicitud provisional de EE. UU. 61/712.148, presentada el 10 de octubre
de 2012.

LISTADO DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene un Listado de secuencias que se ha enviado en formato ASCIl por medio de EFS-
Web. Dicha copia ASCII, creada el 5 de junio de 2013, se denomina 32108-348453_SL.txt y tiene 14.653 bytes de
tamano.

INFORMACION SOBRE ANTECEDENTES

En las células eucariotas, el ADN se empaqueta junto con proteinas histonas en un complejo de nucleoproteinas
denominado cromatina. Las unidades de repeticidn minima de cromatina son los nucleosomas, que permiten el
plegamiento de la cromatina en fibras y estructuras de orden superior. La regulacién génica en el nivel de cromatina
("epigenética") se logra por naturaleza a través de modificaciones quimicas dindmicas ("marcas") tanto de ADN
como de histonas, mediadas por enzimas "escritoras de cromatina" y "borradoras de cromatina" especializadas
(denominadas conjuntamente "modificadores de cromatina’). Los 'modificadores de histonas' son proteinas que unen
(‘'escritores de histonas’) o retiran (‘borradores de histonas') una o mas marcas a o de proteinas histonas,
respectivamente. Los 'modificadores de ADN' son proteinas que unen (‘escritores de ADN') o retiran (‘borradores de
ADN') una o0 méas marcas a o de ADN, respectivamente. Los ejemplos incluyen las histona desacetilasas (HDAC) e
histona metiltransferasas (HMT) farmacolégicamente relevantes. En combinacién, estas modificaciones forman
patrones locales (dentro de la fibra de cromatina, dentro de un solo nucleosoma, y/o dentro de una sola histona), que
se cree que sirven como plataformas de reclutamiento para factores de proteinas con médulos especializados que
reconocen distintas marcas ('lectores de cromatina' o 'interactuantes de cromatina'). Los 'lectores de histona' o
'interactuantes de histona' son proteinas que reconocen, o se unen a, una 0 mas marcas en las proteinas histonas,
respectivamente. Los 'lectores de ADN' o 'interactuantes de ADN' son proteinas que reconocen, o0 se unen a, una o
mas marcas en el ADN, respectivamente. Las marcas de ADN e histona son importantes en

el desarrollo y la diferenciacién celular, y, en consecuencia, las modificaciones anémalas y lecturas combinatorias
alteradas estan implicadas en enfermedades humanas, en especial cancer. Como consecuencia, la biologia de la
cromatina y la epigenética se han vuelto el centro de muchas iniciativas de investigacion a nivel universitario y en la
industria farmacéutica. Y aln asi, existe una discrepancia rapidamente creciente entre la cantidad de informacion
que se genera por los enfoques epigenémicos y protedmicos descendentes y la capacidad para completar
sistematicamente los detalles moleculares de la bioguimica de la cromatina asociada. A pesar de la informacién
gendmica e informacion proteémica en expansion sobre las secuencias de histonas, variaciones, y tipos y
abundancia de sus modificaciones naturales, y algunas enzimas responsables de las modificaciones, el
conocimiento de los mecanismos epigenéticos altamente complejos permanece incompleto, y existe una falta de
herramientas bioquimicas eficaces.

Los patrones de modificacion postraduccional anémalos sobre proteinas histonas asi como los encontrados en
bases de ADN se encuentran a menudo en enfermedades. Existe una necesidad de entender, ensayar y manipular
los mecanismos subyacentes como prerrequisito para el disefio racional de farmacos epigenéticos de préxima
generacion.

Myrriah S. Chavez et al., Epigenetics & Chromatin, Biomed, Central Ltd., London UK, vol. 5, n.® 1, 27 de abril de
2012, pagina 5, divulga un estudio sobre la flexibilidad conformacional del extremo C de las variantes de histona H4.

El documento US 5 972 608 A divulga matrices de nucleosomas que se pueden usar en matrices que acoplan la
actividad de una enzima remodeladora de cromatina (o complejo enzimatico) con la actividad de endonucleasa de
restriccion para medir cuantitativamente la extension de la actividad "remodeladora" presentada por una enzima
remodeladora o complejo enzimatico particular. Las matrices de nucleosomas se pueden usar en procedimientos
para cribar los moduladores candidatos, es decir, inhibidores o potenciadores de enzimas remodeladoras de
cromatina o complejos enzimaticos.

Dai, J. et al., Cell, vol. 134, n.® 6, 19 de septiembre de 2008, paginas 1066-1078, divulga un banco de mutantes de
sustitucion y delecion de histona H3 y H4 sistematicos generados en Saccharomyces cerevisiae; cada mutante de
histona se marc6 con cédigos de barras moleculares Unicos.
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Ruthenburg, A. J. et al., Cell, vol. 145, n.2 5, 19 de mayo de 2011, paginas 692-706 ilustra cémo la realizacién de
patrones nucleosémicos por modificacion de histonas puede ayudar a entender mejor las asociaciones de cromatina
criticas.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: banco de MN codificados por ADN ejemplares. En esta versién particular, se aplica el cédigo de
barras a cada miembro del banco de MN en el extremo 5' del ADN nucleosémico y contiene una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) directa (FW) y un sitio de cebado de secuenciacion para la lectura de
secuenciacion de ADN posterior. El cédigo de barras de MN codifica las variantes de histona y/o variante
de ADN incorporadas en el respectivo MN y/u otras proteinas histonas y distintas de histonas. En general,
se pueden incorporar uno o varios codigos de barras en cualquier sitio dentro de, en, o cerca del extremo 5'
o 3' del ADN. Blanco: octamero de histona; gris: ADN nucleosémico; protuberancias negras: colas de
histona N terminales. Las banderas representan diferentes modificaciones (mostradas aqui: modificaciones
en las histonas; las modificaciones se pueden incorporar ademas, o en su lugar, dentro de la secuencia de
ADN). Los diferentes cédigos de barras representan diferentes secuencias de ADN que codifican la
respectiva variante de MN. H: histona. MN: mononucleosoma. FW: sitio de cebado de secuenciacion
directa.

Figura 2: banco de CA codificadas por ADN ejemplares que consiste en tri-MN. En esta versién particular,
se aplica el cédigo de barras a cada miembro del banco de MN en el extremo 5' del ADN de matriz y
contiene una PCR y un sitio de cebado de secuenciacion para la lectura de secuenciacion de ADN
posterior. El codigo de barras de CA codifica las variantes de histona y/o variantes de ADN, extensiones de
ADN, histonas conectoras, y/u otras proteinas distintas de histonas, incorporadas en la respectiva CA. En
general, se pueden incorporar uno o varios cédigos de barras en cualquier sitio dentro de, en, o cerca del
extremo 5' o 3' del ADN. Blanco: octamero de histona; gris: ADN de matriz; protuberancias negras: colas de
histona N terminales. Las banderas representan diferentes modificaciones (histona o ADN) como en la
figura 1. Los diferentes codigos de barras representan diferentes secuencias de ADN que codifican la
respectiva variante de CA. H: histona. MN: mononucleosoma. CA: matriz de cromatina. FW: sitio de cebado
de secuenciacién directa.

Figura 3: ejemplo para el uso de un banco de MN con cédigo de barras de ADN para la creacién de perfiles
de interactuantes/modificadores de cromatina. I. En esta versién particular, se aplica el cédigo de barras a
cada miembro del banco de MN en el extremo 5' del ADN nucleosémico. El cédigo de barras de MN
codifica las variantes de histona y/o variantes de ADN. Il. Incubacion del/de los interactuante(s) o
modificador(es) de cromatina con el banco (recombinante o derivado de extractos celulares nucleares). lll.
Aislamiento de los sustratos de MN unidos o modificados, tales como por precipitacion "pull-down" de
anticuerpo. V. Aislamiento de secuencias de ADN con cédigo de barras usando digestién de proteinas y
purificacién de ADN. V. Analisis de datos: identificacion y cuantificacion de ADN después de normalizacién
de entrada. La descodificacion del cédigo de barras se puede lograr por hibridacion de micromatrices de
ADN o bien por secuenciacién de ADN después de la adicion de sitios de cebado de secuenciacién FW y
RV, tal como por PCR o fijacién de ADN T4 (nota: opcionalmente, el sitio de cebado FW y/o RV también se
puede incluir en el ADN nucleosémico antes de la formacién de MN). Blanco: octamero de histona; gris:
ADN nucleosémico; protuberancias negras: colas de histona N terminales. Las banderas representan
diferentes modificaciones mostradas en histonas pero potencialmente también en ADN. Los diferentes
codigos de barras representan diferentes secuencias de ADN que codifican la respectiva variante de MN.
MN: mononucleosomas. FW: sitio de cebado de secuenciacion directa. RV: sitio de cebado de
secuenciacion inversa.

Figura 4: ejemplos para aplicar cédigos de barras en las etapas de manipulacién realizadas en un banco de
MN. I. En esta version particular, se aplica el cdédigo de barras a cada miembro del banco de MN en el
extremo 5' del ADN nucleos6mico. El codigo de barras de MN codifica las variantes de histona y/o variantes
de ADN. II. El banco se divide y se somete a diversas manipulaciones bioguimicas o biofisicas, aqui para
las manipulaciones ejemplares 1.1 y 1.2. lll. Aislamiento de MN manipulados con éxito, tal como por
precipitacion de anticuerpo. IVa. Preparacion de banco de ADN para secuenciacion de ADN: Aislamiento de
ADN con cédigo de barras usando digestién de proteinas y purificacion de ADN, seguido de adiciéon de
codigo de barras de experimento (mdltiple) (aqui: MP1.1 y MP1.2) asi como sitios de cebado de
secuenciacion FW y RV por PCR (opcionalmente, el sitio de cebado FW y/o RV también se puede incluir en
el ADN nucleosémico antes de la formacion de MN). IVb. Adicién de cddigos de barras de experimento
(aqui: MP1 y MP2), por ejemplo al extremo nucleosémico 5' del ADN. Agrupamiento de MN con doble
codigo de barras. Division del banco y repeticion de las etapas II-IVb como se desee (mostrado aqui: 3
rondas de manipulacion con 2 manipulaciones diferentes cada una). Aislamiento de ADN. Adicion de sitios
de cebado de secuenciacion FW y RV (nota: el sitio de cebado FW y/o RV también se puede incluir en el
ADN nucleosémico antes de la formacion de MN). V. Andlisis de datos: Identificacion y cuantificacién de
ADN. Blanco: octamero de histona; gris: ADN nucleosémico; protuberancias negras: colas de histona N
terminales. Las banderas representan diferentes modificaciones como en las figuras anteriores. Los
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diferentes cddigos de barras representan diferentes secuencias de ADN que codifican la respectiva variante
de MN. MN: mononucleosomas. MP: cédigo de barras multiple (experimento). FW: sitio de cebado de
secuenciacion directa. RV: sitio de cebado de secuenciacion inversa.

Figura 5: ejemplo para el uso de un banco de MN con cédigo de barras y multiplexado para la creacion de
perfiles de interactuantes de cromatina. I. En esta version particular, se aplica el cédigo de barras a cada
miembro del banco de MN en el extremo 5' del ADN nucleosémico. El codigo de barras de MN codifica las
variantes de histona y/o variantes de ADN. Il. El banco se divide y se incuba con diversos lectores de
cromatina, tales como un lector con uno (a) o multiples (b, ¢) médulos lectores dentro de una (b) o en
diferentes (c) cadena(s) polipeptidica(s) (recombinante o derivado de extractos celulares nucleares). lll.
Aislamiento de MN unidos, tal como por precipitacion de anticuerpo. IV. Preparacién de banco de ADN para
secuenciacion de ADN: IVa. Aislamiento de ADN con cddigo de barras usando digestién de proteinas y
purificacién de ADN. IVb. Adicién de cédigo de barras de experimento (multiple) asi como sitios de cebado
de secuenciacion FW y RV por PCR (nota: el sitio de cebado FW y/o RV también se puede incluir en el
ADN nucleosémico antes de la formacién de MN). IVc. Agrupamiento de secuencias de ADN con doble
codigo de barras. V. Secuenciacién de ADN para descodificar codigos de barras de MN y mdltiples. VI.
Analisis de datos para identificacion y cuantificacion de ADN. Blanco: octdmero de histona; gris: ADN
nucleosémico; protuberancias negras: colas de histona N terminales. Las banderas representan diferentes
modificaciones como en las figuras anteriores. Los diferentes codigos de barras representan diferentes
secuencias de ADN que codifican la respectiva variante de MN. MN: mononucleosomas. MP: coédigo de
barras multiple (experimento). FW: sitio de cebado de secuenciacion directa. RV: sitio de cebado de
secuenciacion inversa.

Figura 6: ejemplo para el uso de un banco de MN con c6digo de barras y multiplexado para la creacion de
perfiles de modificadores de cromatina. |. En esta versién particular, se aplica el cédigo de barras a cada
miembro del banco de MN en el extremo 5' del ADN nucleosémico. El cédigo de barras de MN codifica las
variantes de histona y/o variantes de ADN. Il. El banco se divide y se incuba con diversos modificadores de
cromatina, por ejemplo que contienen el dominio catalitico (a), la enzima de longitud completa (b), o una
enzima incluida en un complejo multisubunitario grande (c) (recombinante o derivado de extractos celulares
nucleares). Ill. Aislamiento de MN modificados, tal como por precipitacion de anticuerpo frente a (a) la
marca unida o (b) la marca retirada (en este caso, la precipitacion se realiza para sustraer los no sustratos).
Todas las etapas adicionales son equivalentes al procedimiento descrito en la fig. 5. Blanco: octamero de
histona; gris: ADN nucleosémico; protuberancias negras: colas de histona N terminales. Las banderas
representan diferentes modificaciones mostradas en histonas pero potencialmente también en ADN, como
en las figuras anteriores. Los diferentes cddigos de barras representan diferentes secuencias de ADN que
codifican la respectiva variante de MN. H: histona. MN: mononucleosomas. MP: cédigo de barras mdltiple
(experimento).

Figura 7: ejemplo para el uso de un banco de MN con cédigo de barras y multiplexado para la creacion de
perfiles de estabilidad de MN. I. En esta versién particular, se aplica el cédigo de barras a cada miembro del
banco de MN en el extremo 5' del ADN nucleosémico. El codigo de barras de MN codifica las variantes de
histona y/o variantes de ADN. II. El banco se divide y se expone a diversas condiciones experimentales que
desestabilizan los MN, tales como incremento en concentraciones salinas o exposicién a extracto celular
nuclear que contiene complejos remodeladores de cromatina. Ill. Aislamiento de ADN nucleos6émico con
codigo de barras liberado, tal como por purificacion de gel de agarosa. Todas las etapas adicionales son
equivalentes al procedimiento descrito en la fig. 5. Blanco: octamero de histona; gris: ADN de matriz;
protuberancias negras: colas de histona N terminales. Las banderas representan diferentes modificaciones
como en las figuras anteriores. Los diferentes codigos de barras representan diferentes secuencias de ADN
que codifican la respectiva variante de MN. H: histona. MN: mononucleosomas. MP: cédigo de barras
multiple (experimento). FW: sitio de cebado de secuenciacién directa. RV: sitio de cebado de secuenciacion
inversa.

Figura 8: ejemplo para el uso de un banco de MN con cddigo de barras para la creaciéon de perfiles de
moléculas que modulan la actividad o funcién de interactuantes y modificadores de cromatina. I. En esta
version particular, solo se muestra una variante de MN, a la que se le aplica el cédigo de barras en el
extremo 5' del ADN nucleosémico. El codigo de barras de MN codifica las variantes de histona y/o variantes
de ADN. Il. El banco se divide y se expone a diversas moléculas que modulan la funcién o actividad de los
interactuantes o modificadores de cromatina (recombinante o derivado de extractos celulares nucleares). lll.
Aislamiento de resultados positivos, tal como por precipitacion frente al lector, la marca unida (escritor), o
marca retirada (borrador). IV. Adicion de codigo de barras de inhibidor (por ejemplo por fijacion de ADN). V.
Generacién del banco de ADN: adicion de cebadores FW y RV (por fijacion de ADN y/o PCR). Todas las
etapas adicionales son equivalentes al procedimiento descrito en la fig. 5. Blanco: octdmero de histona;
gris: ADN nucleosdmico; protuberancias negras: colas de histona N terminales. Las banderas representan
diferentes modificaciones como en las figuras anteriores. Los diferentes cddigos de barras representan
diferentes secuencias de ADN que codifican la respectiva variante de MN. H: histona. MN:
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mononucleosomas. IBC: cédigo de barras de inhibidor. FW: sitio de cebado de secuenciacién directa. RV:
sitio de cebado de secuenciacion inversa.

Figura 9: resumen de semisintesis de histonas y ensamblaje de nucleosomas. (A) Representacion
esquematica de la estrategia semisintética para la preparacion de histonas modificadas, en este caso
particular, histonas modificadas de forma N-terminal. (B) Las histonas recombinantes wt o semisintéticas
modificadas se combinan en proporciones equimolares y se dializan a partir de desnaturalizantes en alto
contenido salino ('didlisis 1'). Sin purificacién adicional, se afade una mezcla de BC-601 (0,6 eq con
respecto al octamero de histona) y ADN con tampén con MMTV biotinilado (0,4 eq, con respecto al
octamero de histona; 'BIO-MMTV") (‘didlisis 2', de alto a bajo contenido salino). La purificaciéon de los
nucleosomas deseados se logra por precipitacion de estreptavidina (SAP) para retirar los complejos ADN-
histona formados de forma improductiva. MN: mononucleosoma; NT: extremo N; BIO: biotina; SAP:
purificacién por afinidad con estreptavidina; PTM: modificacion postraduccional. La secuencia de BIO-
MMTYV en parte inferior de la figura es SEQ ID NO: 13.

Figura 10: generacion de secuencias de ADN con doble coédigo de barras multiplexadas para la
secuenciacion de proxima generacion. (A) Generaciéon de moléculas de ADN 601 nucleosémico con codigo
de barras ejemplares para la formaciéon de MN (longitud en este ejemplo: 190 pb) por PCR. (B) La
estrategia de fijacion de ADN T4 usando salientes no palindromicos apropiados permite una preparacion
flexible de la secuencia de ADN 601 nucleosémico con codigo de barras. Se hibridaron el ADN
monocatenario complementario que abarca nt 10-30 del sitio de cebado lon Torrent directo ('FW-iT10-30") ¥y
los respectivos cddigos de barras de MN de 6 pb, se combinaron con una secuencia 601 nucleosémica
digerida por Bsal-Dralll, se fosforilé in situ usando ADN T4 polinucleétido cinasa (PNK), y se fij6 usando
ADN ligasa T4. Se uni6 un saliente AA en el extremo 3' de la hebra inferior para evitar la autofijacion en el
extremo romo del molde de ADN 'BC-601". (C) Multiplexacion de experimento de ADN. Se muestra un
ejemplo para moldes de ADN con cédigo de barras que se originan de 4 variantes de MN diferentes y dos
experimentos (EXP1 y EXP2). La multiplexacién de PCR para codificar el origen experimental de los MN se
logra usando cebadores inversos apropiados (que contiene un sitio de hibridacién 601 comun, '601-RV',
codigos de barras de experimento de multiplexacion 'BC-EXP1' o 'BC-EXP2', asi como el adaptador inverso
lonTorrent® 'RV-iT'). Las moléculas de ADN con doble cédigo de barras se agrupan y se analizan usando
el secuenciador de proxima generacion lonTorrent®. Para la descodificacion y normalizacién, véase (D).
(D) Resumen del analisis de datos después de la secuenciaciéon con lonTorrent®. En este ejemplo, 4 MN
diferentes se sometieron a 3 experimentos (EXP1-3), siendo EXP2 la secuenciacion de la entrada del
banco. En primer lugar, se clasifican las lecturas de secuenciacion brutas de acuerdo con sus cédigos de
barras experimentales, seguido de clasificacion de acuerdo con los cédigos de barras de MN. Las lecturas
clasificadas se normalizan posteriormente frente a la entrada secuenciada para corregir diferencias en las
cantidades iniciales de cada MN individual (intermedio). los datos normalizados finales se presentan como
como % entrada. eq: equivalente; FW: directo; RV: inverso; iT: lonTorrent®; MN: mononucleosoma; BC:
codigo de barras; EXP: experimento; IP: entrada; ss: monocatenario; ds: bicatenario. Las secuencias en la
parte inferior de la figura son, leyendo de la parte superior a la inferior, SEQ ID NO: 14, 10, 15, 11 y 16-18,
respectivamente.

Figura 11: el banco de nucleosomas codificado permite investigaciones rapidas y detalladas de cientos de
interacciones nucleosoma-cromatina reguladoras en poco tiempo. (a) Un banco de nucleosomas, que
contiene diferentes patrones de PTM que se codifican en un cédigo de barras de 6 pb ('BC-MN') afiadido en
el ADN 601 nucleosémico ('BC-601'), se somete a escritor(es), borrador(es), y/o lector(es) de histonas o
una combinacion de los mismos en forma de un extracto celular nuclear en multiples experimentos
separados (mostrados aqui: EXP1 y EXP2). Usando experimentos de precipitacion, el ADN nucleosémico
con codigo de barras de los mejores fijadores se aisla, se codifica ademas con los cddigos de barras de
experimento de multiplexacién BC-EXP1 y BC-EXP2, se agrupa, se descodifica usando el secuenciador de
proxima generacién lonTorrent® y se normaliza frente a la entrada. Para detalles sobre disefio y
preparacion de ADN, véase la fig. 10A-C. (B) El flujo de trabajo simplificado permite el equivalente de miles
de experimentos (con un tamafo de banco de 39 sometidos para 120 experimentos de banco) en una
semana, comenzando a partir de histonas disponibles.

Figura 12: (A) Representacion diagramatica de las variantes de MN 1-39. (B) Listado de la composicion de
histona de las variantes de MN 1-39 y su correspondiente cddigo de barras de ADN nucleosémico. Todas
las histonas wt se prepararon de forma recombinante en E.coli. Las proteinas histonas semisintéticas se
prepararon por NCL (fig. 9a). Las proteinas H4 semisintéticas contenian un grupo acetilo N terminal
adicional (no indicado en la tabla). (C) Evaluaciéon de productos de fijacion de ADN por geles de
poliacrilamida natural con tincién de bromuro de etidio. ub: ubiquitina; ac: acetil; me: metil; wt: natural; MN:
mononucleosoma; ID: identificacion; H3Kacs: K9/14/18/23/27ac; H4Kacs: K5/8/12/16/20ac. Las secuencias
en la fig. 12B, leyendo de la parte superior a la inferior, son SEQ ID NO: 19-57, respectivamente.

Figura 13: Andlisis de la calidad de miembros del banco de nucleosomas con cédigo de barras individuales
por electroforesis en gel de poliacrilamida natural (PAGE) seguido de tincién con bromuro de etidio de ADN.
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Todos los nucleosomas formaron una sola banda (pureza > 90 %) y mostraron comportamientos de
migracion en gel diferenciales, dependiendo de las modificaciones instaladas en las proteinas histonas
ensambladas. Se muestra a la derecha un gel de poliacrilamida con tinciéon de bromuro de etidio natural del
banco de MN 39meros agrupados. ub: ubiquitina; ac: acetil; me: metil; wt: natural; MN: mononucleosoma.

Figura 14. Creacion de perfiles del banco de MN usando anticuerpos especificos para modificacion y el
lector de histona 'factor de transcripcion de los dedos de homeodominio vegetal (PHD) del bromodominio
BPTF'. (A) Se someti6 a prueba la estabilidad del banco de MN con cédigo de barras por
inmunoprecipitacién del banco usando un anticuerpo a-H3K4me3 (ab8580). No se observé ningun
reordenamiento de ADN (entramado) incluso después de almacenamiento prolongado a 4 °C (blanco). (B)
Construcciones BPTF con marca GST N terminal recombinantes empleadas en este estudio. Se
expresaron de forma recombinante construcciones con marca GST N terminal en E.coli y se purificaron por
afinidad con glutatién, intercambio iénico y cromatografia de exclusion por tamafo. Se evalué la pureza de
las proteinas por SDS-PAGE seguido de tincion CBB. (C, D) Precipitacion de GST del banco de
nucleosomas con codigo de barras usando construcciones BPTF. Se sondaron BPTF-PHD unido a resina
(C), BPTF-PHD-BD (D, izquierda) y BPTF-PHD (D, derecha) frente a las 39 variantes de nucleosoma. Se
realizé el procesamiento de los datos como se muestra en la fig. 10C, D, y se normalizaron ademas las
lecturas de secuenciacion normalizadas con la entrada frente a la variante H3K4me3 (fijada a 1 e indicada
como *; (media = D.E.) % de valor de entrada se muestra en el recuadro). IP: entrada; GST: glutation-S-
transferasa; PHD: homeodominio vegetal; BD: bromodominio; CBB: azul brillante de Coomassie.

Figura 15. Creacion de perfiles del banco de MN usando el lector y escritor de histona p300. (A)
Construcciones p300 con marca GST N terminal recombinantes empleadas en el experimento de unién al
banco. Se expresaron de forma recombinante construcciones con marca GST N terminal en E.coli y se
purificaron por afinidad con glutatién, intercambio i6nico y cromatografia de exclusién por tamano. Se
evalud la pureza de las proteinas por SDS-PAGE seguido de tincién CBB. (B, C, D) Precipitacion de GST
del banco de nucleosomas con cédigo de barras usando construcciones p300 con marca GST. Se
sondaron GST-p300-BD-PHD unido a resina (B, izquierda), GST-p300-BD (B, derecha) y GST-p300-PHD
(C) frente a las 39 variantes de nucleosoma. Esto se sigui6é de aislamiento, purificacién, multiplexacion de
ADN usando los cédigos de barras miultiples experimentales inversos, secuenciacién usando la tecnologia
lonTorrent®, descodificacion y normalizacion de entrada como se describe en la fig. 10C, D. Se
normalizaron ademas las lecturas de secuenciacién normalizadas con la entrada frente a la variante
H4Kacs (fijada a 1 e indicada como *; (media + D.E.) % de valor de entrada se muestra en el recuadro). IP:
entrada; GST: glutation-S-transferasa; PHD: homeodominio vegetal; BD: bromodominio; CBB: azul brillante
de Coomassie.

Figura 16. Creacién de perfiles de actividad de escritura de histona de p300 y de un extracto celular nuclear
usando el banco de MN con cédigo de barras. (A, B) El banco 39-mero con cadigo de barras se sometio a
acetilacion de p300 en ausencia (entramado) o presencia (blanco) de acetil-coenzima A (A). Se evalué la
extensién de la acetilacion especifica de sitio por inmunoprecipitacion de los productos de reaccién usando
anticuerpos dirigidos hacia H3K18ac (A) o H4K5ac (B), seguido de aislamiento, purificacion, multiplexacion
de ADN usando los cédigos de barras mudultiples experimentales inversos, secuenciacion usando la
tecnologia lonTorrent®, descodificacién, y normalizacion de entrada como se describe en la fig. 10C, D. Las
eficacias de precipitacion, que representan la extension de la acetilacion en ese sitio particular, se expresan
en % de entrada. (C) Deteccion de la actividad de escritura de histona de un lisado celular nuclear derivado
de células 293T humanas. Se incubd el banco con cédigo de barras con un extracto celular nuclear en
presencia de AcCoA 20 uM, S-adenosina-metionina (SAM) 10 uM, y trifosfato de adenosina (ATP) 10 uM, y
se aislé el producto de reaccién usando un anticuerpo especifico para la marca H3K14ac. Esto se siguié de
aislamiento, purificacion, multiplexacion de ADN usando los codigos de barras multiples experimentales
inversos, secuenciacién usando la tecnologia lonTorrent®, descodificacién, y normalizacion de entrada
como se describe en la fig. 10C, D.

La figura 17 representa una arquitectura ejemplar para implementar un dispositivo informatico de acuerdo
con uno 0 mas modos de realizacion.

DESCRIPCION

Esta divulgacion se refiere, por ejemplo, a la aplicacién de cédigos de barras de ADN de bancos de matrices de
cromatinas y mononucleosomas disefiadores para la creacion de perfiles de lectores, escritores, borradores y
moduladores de cromatina de los mismos. Proporciona componentes y procedimientos para la bioquimica de
cromatina cuantitativa masivamente paralelizada, incluyendo un banco con cdédigo de barras de nucleosomas
quimicamente definidos, y un banco de polinucleosomas quimicamente definidos con cédigo de barras (a veces
denominado en el presente documento banco de matrices de cromatina disefiadoras, o "CA").

Esta divulgacion cumple la necesidad de una plataforma soélida para la bioquimica y biofisica de cromatina de alto
rendimiento. Especificamente, se ensamblaron histonas recombinantes y sintéticas (que portan modificaciones
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postraduccionales especificas; PTM) con secuencias de ADN con co6digo de barras (que portan modificaciones
epigenéticas especificas tales como metilacion e hidroximetilacion y/u otras modificaciones no naturales) y/o
proteinas distintas de histonas y/o histonas fijadoras adicionales en bancos de matrices de cromatinas (CA) y
mononucleosomas (MN) disefiadores. Las modificaciones de histonas y/o ADN se pueden denominar en general
modificaciones nucleosémicas o modificaciones de nucleosomas. A veces en el presente documento, se usa el
término modificaciones de cromatina. Este es un modelo in vitro que es representativo de un estado de cromatina
existente en la naturaleza (por ejemplo, en una célula de interés). Usando técnicas de aislamiento apropiadas, tales
como experimentos de precipitacion, estos bancos se pueden usar para crear perfiles de, entre otros, (a) lectores de
cromatina mono o multivalentes para investigar su patron de reconocimiento; (b) escritores o borradores de
cromatina para investigar interferencias de modificaciones de ADN y PTM de histonas potenciales; (c)
modificaciones de ADN e histonas que modulan la actividad de los factores de proteinas o enzimas que interactian
con cromatina; y (d) moléculas que modulan la actividad de factores de proteinas o enzimas que interactdan con y/o
modifican la cromatina. Los procedimientos y composiciones y dispositivos divulgados son adaptables en un alto
grado de paralelizacion. Los codigos de barras adicionales, que codifican manipulaciones bioquimicas especificas
de los bancos de cromatinas disefiadoras, se pueden unir a las moléculas de ADN. Estas secuencias de ADN
multiplexadas (con codigo tanto para (a) modificaciones de nucleosomas especificas, la naturaleza y tipo de ADN, y
la composicidon de histona de los miembros del banco asi como para (b) el experimento especifico) se procesan
simultaneamente por tecnologias de secuenciacion de proxima generacion y otras tecnologias de descodificacion de
ADN. El andlisis de los datos de secuenciacion puede revelar especificidades del sustrato e interferencias
potenciales (escritores y borradores) y afinidades de union relativas (lectores). Adicionalmente, estos experimentos
permiten estudios mecanicos y pueden servir como herramienta de diagndstico para la actividad de complejos
asociados a cromatina grandes encontrados in vivo, que a menudo combinan lectores, escritores y borradores de
cromatina, tales como los derivados de extractos celulares nucleares de pacientes sanos y con cancer. Estos
procedimientos y composiciones proporcionan el disefio racional y la creacion de perfiles de farmacos epigenéticos
de proxima generacion.

La materia objeto de la invencién se define por las reivindicaciones adjuntas.

Un aspecto de la invenciéon es un banco de mononucleosomas sintéticos (aislados, producidos sintéticamente, sin
componentes que se encuentren asociados de forma natural con mononucleosomas en una célula, purificados antes
de ponerse en el banco), en el que el banco comprende dos 0 mas (por ejemplo, al menos 10, 50, 100, 200, 500,
1000, 2000, 3000, 4000, 5000 hasta aproximadamente 10.000 o mas) tipos de mononucleosomas (miembros de un
conjunto de mononucleosomas). El menor nimero de miembros de banco es de 2. El limite superior del tamario de
banco se define por la combinatoria de variantes de histonas (de cientos a miles), variantes de ADN (de cientos a
miles) y proteinas asociadas a cromatina distintas de histonas (de cientos a miles). Un ejemplo es un banco que
contiene una de cada una de las siguientes modificaciones: modificaciones postraduccionales de histona
(aproximadamente 100) (ENCODE Project Consortium et al., 2012), isoformas de histona (aproximadamente
cientos), modificaciones de ADN (aproximadamente cientos), y proteinas asociadas a cromatina (aproximadamente
cientos), lo que da como resultado un banco de cientos a miles de nucleosomas. En otro ejemplo, un banco contiene
todos los estados de cromatina biolégicamente relevantes (un estado de cromatina es una molécula de cromatina
con una combinacion natural y definida de modificaciones postraduccionales de histona, isoformas de histona,
modificaciones de ADN y proteinas asociadas a cromatina), lo que da como resultado un banco de cientos,
potencialmente miles de nucleosomas. En otro ejemplo, se puede dirigir un banco a un experimento especifico. Por
ejemplo, el papel de las trimetillisinas en la unién/reconocimiento de nucleosomas se puede estudiar usando solo
una fraccién de variantes de nucleosomas naturales, a saber, el subconjunto que contiene todas las variantes de
histonas que contienen trimetillisinas conocidas, lo que da como resultado un banco de decenas a cientos de
nucleosomas. Otro ejemplo comprende miembros del banco de los tres tipos de banco descritos anteriormente.

Cada mononucleosoma comprende un complejo de:

(a) un octdamero de proteina, que contiene 2 copias cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, y
opcionalmente, la histona fijadora H1, en el que al menos una de las histonas no estd modificada y/o en el que
al menos una de las histonas se modifica para formar un patrén de modificaciones de histona, (las
modificaciones de histonas pueden ser isoformas de histona, PTM y/o aminoacidos no naturales) y

(b) un molécula de ADN nucleosémico (una molécula de ADN que es parte de un mononucleosoma, por
ejemplo, se enrolla en el octamero de las proteinas histonas. Un ADN nucleosémico presente en un
mononucleosoma a veces se denomina en el presente documento "ADN nucleosémico o de mononucleosoma".
Un ADN nucleosémico se asocia con un nucleosoma). EI ADN nucleosémico comprende (como se usa en el
presente documento, los términos "un" y "el" se refieren a uno o mas de uno, a menos que el contexto lo indique
claramente de otro modo):

(i) una secuencia de posicionamiento de nucleosoma (NPS) fuerte (por ejemplo, que se puede unir con
suficiente fuerza para evitar el reordenamiento de los mononucleosomas sintéticos, por ejemplo que se
unen a octameros de histonas aproximadamente 50 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces,
125 veces, 150 veces, 200 veces, 250 veces, 0 mas, mas fuertemente que el ADN bruto),
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(i) uno o mas codigos de barras de ADN situados en las posiciones definidas en el ADN nucleosémico
(por ejemplo, situados dentro de, o en o cerca de un extremo del ADN nucleosoémico, tal como a una
distancia especifica de la NPS u otro punto fijo en el ADN), y, opcionalmente,

(iii) extensiones de ADN, incluyendo fijadores de ADN, en el extremo 5' y/o 3' de la NPS y/o

dentro de la NPS. Estos incluyen moléculas distintas de ADN artificiales y secuencias de ADN unidas
covalentemente.

La molécula de ADN nucleosémico puede no estar modificada y/o al menos uno de los nucleétidos en el ADN se
puede modificar para formar un patrén Gnico de modificaciones de ADN.

Opcionalmente, el mononucleosoma puede comprender
(c) una 0 més proteinas asociadas a cromatina distintas de histona.

En un banco de mononucleosomas sintéticos de la invencién, cada mononucleosoma del banco tiene un patron
unico de modificaciones de histonas y/o un patrén Unico de modificaciones de ADN, formando de este modo un
patron Unico de modificaciones de nucleosomas. La molécula de ADN comprende uno o varios cédigos de barras
Unicos con una secuencia y posicién en el ADN nucleosémico que son indicativas de (se correlacionan con, se
asocian con, tienen una relacién predeterminada con) el patron Unico de modificaciones de nucleosomas.

Otro aspecto de la invencién es un polinucleosoma sintético (a veces denominado en el presente documento
cromatina sintética, o una matriz de cromatina (CA) sintética), que comprende dos o mas mononucleosomas
sintéticos (por ejemplo, al menos 3, 5, 7, 9, 12, 15, 0 20) unidos entre si (enlazados entre si) por una molécula de
ADN definida (por ejemplo, cada una de esas moléculas de ADN definidas puede tener la misma secuencia o
diferente), teniendo los mononucleosomas una conectividad definida (orientacién espacial uno con respecto al otro).

Cada uno de estos mononucleosomas comprende un complejo de

(a) un octamero de proteina, que contiene 2 copias cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, y
opcionalmente, la histona fijadora H1, en el que al menos una de las histonas no esta modificada, y/o al menos
una de las histonas se modifica para formar un patron de modificaciones de histonas mononucleosémicas; y

(b) una molécula de ADN nucleosémico como se define en las reivindicaciones adjuntas; y opcionalmente
(c) una 0 mas proteinas asociadas a cromatina distintas de histona.

En un polinucleosoma sintético de la invencién, el patron de modificaciones de nucleosomas mononucleosémicos de
los mononucleosomas en el polinucleosoma puede ser uniforme o puede ser diferente (Unico), lo que da como
resultado un patrén Unico de modificaciones de nucleosomas polinucleosémicos. El polinucleosoma comprende un
(uno o mas) cédigo(s) de barras situado(s) en una posicién definida del ADN polinucleosémico (por ejemplo,
situados internamente dentro del ADN polinucleosémico, o en o cerca del extremo 5' 0 3' del ADN polinucleos6mico).
Un ADN nucleosémico presente en un polinucleosoma a vece se denomina en el presente documento "ADN
polinucleosémico”. La posicion definida del codigo de barras puede estar, por ejemplo, a una distancia especifica de
una secuencia de posicionamiento de nucleosoma (NPS) u otro punto fijo en el ADN polinucleosémico. La
combinacion de la secuencia del codigo de barras y la posicion en el ADN polinucleosémico es indicativa del patrén
unico de modificaciones de nucleosomas polinucleosémicos.

Otro aspecto de la invencion es un banco de polinucleosomas sintéticos (a veces denominados en el presente
documento cromatina sintética, o una matriz de cromatina (CA) sintética), que comprende dos o mas
polinucleosomas sintéticos como se describe anteriormente. Cada miembro de un banco de este tipo tiene uno o
mas cddigos de barras Unicos, con una secuencia y posicién en el ADN polinucleosémico que son indicativas de un
patron Unico de modificaciones polinucleosémicas.

En un banco de la invenciéon (un banco de mononucleosomas o un banco de polinucleosomas), las histonas se
pueden modificar en cualquiera de una variedad de formas. Estas modificaciones pueden comprender, por ejemplo,
isoformas de histonas, PTM, y/o aminoacidos no naturales.

Las isoformas o variantes de histonas pueden ser naturales o artificiales. Se caracterizan por sustituciones
aminoacidicas (por ejemplo, las variantes de histona H3 mas comunes son H3.1, H3.2, H3.3) o inserciones
aminoacidicas dentro de las secuencias de proteinas o extensiones en el extremo de las secuencias de proteinas
(por ejemplo, macro-H2A). Una lista parcial de isoformas de histonas en seres humanos incluye:

(a) Histona H2A:
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H2AF, H2AFB1, H2AFB2, H2AFB3, H2AFJ, H2AFV, H2AFX, H2AFY, H2AFY2, H2AFZ, H2A1, HISTTH2AA,
HISTIH2AB, HIST1H2AC, HIST1H2AD, macro-H2A, HISTIH2AE, HIST1H2AG, HIST1H2AI, HIST1H2AJ,
HIST1H2AK, HISTIH2AL, HISTIH2AM, H2A2 HIST2H2AA3, HIST2H2AC

(b) Histona H2B:

H2BF, H2BFM, H2BFS, H2BFWT, H2B1, HIST1H2BA, HIST1H2BB, HIST1H2BC, HIST1H2BD, HIST1H2BE,
HIST1H2BF, HIST1H2BG, HIST1H2BH, HIST1H2BI, HIST1H2BJ, HIST1H2BK, HIST1H2BL, HIST1H2BM,
HIST1H2BN, HIST1H2BO, H2B2, HIST2H2BE

(c) Histona H3:

H3A1, HISTIH3A, HIST1H3B, HIST1H3C, HIST1H3D, HISTIH3E, HIST1H3F, HIST1H3G, HIST1H3H,
HIST1H3I, HIST1H3J, H3A2, HIST2H3C, H3A, HIST3H3, CENP-A

(d) Histona H4:

H41, HIST1H4A, HIST1H4B, HIST1H4C, HIST1H4D, HIST1H4E, HIST1H4F, HIST1H4G, HIST1H4H, HIST1H4I,
HIST1H4J, HIST1H4K, HIST1H4L, H44, HIST4H4

(e) Histona fijadora H1:

H1F, H1FO, H1FNT, H1FOO, H1FX, H1H1, HIST1H1A, HIST1H1B, HIST1H1C, HIST1H1D, HIST1H1E,
HIST1HIT

Otras isoformas de histonas seran evidentes para los expertos.

Adicionalmente, se han observado mutaciones en histonas en canceres (por ejemplo, Lys27Met en la cola de H3.3
se produce con frecuencia en tumores del tronco encefalico infantiles); y dichos mutantes se pueden incluir también
en bancos de la invencion.

Una variedad de PTM de histonas sera evidente para el experto. Estas incluyen cualquier modificacion de histona
natural, por ejemplo, metilaciéon, acetilaciéon, fosforilacion, ubiquitinacion, ADP-ribosilacién, SUMOilacion,
glucosilacién, alquilacion, acilacién, isomerizacién cis/trans de propilo, nitrosilacion oxidacion. Las PTM que aun no
se han descubierto o caracterizado se incluyen en la invencion.

Los aminoacidos no naturales incluyen analogos sintéticos de PTM, que pueden ser quimica y/o bioquimicamente
inertes, agentes de fotorreticulacion, marcadores fluorescentes, marcadores de is6topos u otros que seran evidentes
para el experto.

Las modificaciones se pueden producir en un sitio, 0 en mas de un sitio, en un nucleosoma.

Un "codigo de barras" como se usa en el presente documento es una secuencia de acido nucleico que,
conjuntamente con su localizacién en una molécula de ADN, se puede usar para identificar inequivocamente esa
molécula de ADN, por ejemplo en el contexto de un banco de nucleosomas. El nimero de cédigos de barras se dicta
por la complejidad del banco que se va a usar, que a su vez es dependiente del nimero y combinaciones de las
variantes de histonas (en los ejemplos mostrados en el presente documento, estas histonas difieren en su estado de
PTM de histona), secuencias de ADN, proteinas asociadas a cromatina adicionales usadas para formar una Unica
variante de matriz de cromatina o nucleosoma. Por ejemplo, un cédigo de barras de 1 nucleétido (nt) puede codificar
4 miembros del banco, un cédigo de barras de 2 nt 16 variantes, un codigo de barras de 3 nt 64 variantes, 4 nt 256
variantes, 5 nt 1.024 variantes y asi sucesivamente. La longitud del/de los cédigo(s) de barras de ADN se determina
por el tamafo del banco. Dependiendo del tamafio del banco, el codigo de barras de ADN tiene un nimero de bases
suficiente para proporcionar un nimero suficiente de variaciones para codificar Unicamente cada miembro del banco.
El/Los codigo(s) de barras puede(n) ser ADN monocatenario (ss) o ADN bicatenario (ds) (como se muestra en los
ejemplos en el presente documento) o una combinacién de los mismos.

En los ejemplos descritos en el presente documento, se usa un cédigo de barras de 6 nucleétidos, que en principio
codifica 4.096 variantes de matrices de cromatina o nucleosoma diferentes. En general, los cédigos de barras de
longitudes de 4-12 nucleétidos cubren la mayoria de las aplicaciones con tamarios de banco que son realistas, pero
el codigo de barras puede ser mas largo, si se necesita un mayor poder combinatorio.

Una "secuencia de posicionamiento de nucleosoma (NPS)" es una secuencia de ADN bicatenario natural o sintético
de al menos 146 pares de bases que interactia fuertemente con histonas y complejos de histona, en particular
octameros de histona (que consisten en 2 copias de las histonas H2A, H2B, H3 y H4). una NPS forma el
nucleosoma con una posicion y orientacion especificas del octamero de histona con respecto al ADN. Este complejo
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histona-ADN debe ser estable durante un periodo de tiempo prolongado para su almacenamiento (meses a 4 °C), y
durante manipulaciones bioquimicas estandar (a concentraciones de pocas decenas de nanomolares (nM) en
tampones comunes y horas a 30 °C). La NPS usada en los ejemplos en el presente documento es una secuencia
artificial denominada 601, que se une a octameros de histona aproximadamente 100 veces mas fuertemente que el
ADN bruto (Lowary y Widom, 1998). Se puede usar cualquier secuencia de ADN artificial o natural alternativa que
cumple los criterios descritos anteriormente, de las que muchas seran evidentes para el experto. Por ejemplo, una
NPS se puede unir a octameros de histona aproximadamente 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60
veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100 veces, 125 veces, 150 veces, 200 veces, 250 veces, 0 mas, mas
fuertemente que el ADN bruto.

Las extensiones de ADN de los ADN de mononucleosoma o polinucleosoma de la invencién pueden tomar
cualquiera de una variedad de formas. Por ejemplo, pueden ser codigos de barras de ADN, sitios de cebado de ADN
(por ejemplo para la lectura de secuenciacion posterior o para amplificaciones de PCR), fijadores de ADN (como se
explica en el siguiente parrafo), secuencias de posicionamiento alternativas, sitios de unién a proteinas (para
proteinas histonas o distintas de histonas adicionales), sustratos de ADN enzimaticos, ADN con bases modificadas,
o cualquier otra molécula distinta de ADN artificial, tal como asas con afinidad (por ejemplo, biotina) o sondas
fluorescentes.

Los fijadores de ADN en ADN de mononucleosoma o polinucleosoma de la invenciéon pueden ser de varias
longitudes y composiciones. En la naturaleza, los nucleosomas se separan normalmente por ~10-90 pb del ADN
fijador. Estos fijadores varian entre diferentes tejidos, especies o incluso dentro de un Unico genoma celular, y en la
composicién de bases. Los fijadores artificiales se caracterizan por su resistencia a envolverse alrededor de
octameros de histona. Practicamente, un limite superior de los apéndices de ADN esta en el intervalo de 100-
1000 pb ya que secuencias mas largas podrian perturbar el posicionamiento de las histonas en la hebra de ADN.

Los ADN de mononucleosoma o polinucleosoma de la invencién pueden comprender una o bases de ADN no
modificadas, bases con modificaciones naturales, tales como metilacién, alquilacion u oxidaciéon, o bases con
modificaciones artificiales. Una variedad de modificaciones adecuadas sera evidente para el experto.

Una variedad de proteinas asociadas a cromatina distintas de histonas serd evidente para el experto e incluyen
factores de transcripcién, interactuantes y modificadores de histonas, y proteinas remodeladoras de cromatina.

Otro aspecto de la invencion es un kit, por ejemplo para llevar a cabo uno de los procedimientos descritos en el
presente documento como se define por las reivindicaciones adjuntas. El kit comprende nucleosomas
(mononucleosomas o polinucleosomas) o un banco de mononucleosomas o polinucleosomas banco de la invencion.
El kit puede comprender una lista (compendio, algoritmo, resumen, medio legible por ordenador, o similares) que
indica la correlacion (relacion, asociacion, relacion predeterminada) entre cada cédigo de barras Unico y patrén Gnico
de modificaciones de nucleosomas. Una lista ejemplar de este tipo se muestra en la figura 12B. En modos de
realizacién de la invencion, los nucleosomas o bancos estan en tubos de ensayo, los pocillos de una placa
multipocillo, o en una camara de reaccion de un dispositivo microfluidico. Otros elementos opcionales de un kit de la
invencion incluye tampones, componentes de medios, sustratos, cofactores, inhibidores adecuados, y similares; un
ordenador o me legible por ordenador para almacenar y/o evaluar los resultados de las matrices; o materiales de
envasado.

Otro aspecto de la invencion es un procedimiento para determinar la especificidad de afinidades y patrones de
reconocimiento de lectores de cromatina como se define por las reivindicaciones adjuntas, el procedimiento
comprende incubar (poner en contacto) un banco de la invencién con uno o varios interactuantes y/o modificadores
de cromatina de origen recombinante, o incubar un banco de la invencién con interactuantes y/o modificadores de
cromatina derivados de un extracto celular nuclear de una linea celular que se va a investigar (por ejemplo,
incluyendo células derivadas de pacientes con cancer humanos), aislar los miembros del banco unidos y/o
modificados, e identificar y/o cuantificar los miembros del banco unidos o modificados y cualquier marca afiadida o
marca retirada. El procedimiento puede comprender analizar complejos remodeladores de cromatina grandes. El
procedimiento puede comprender analizar una linea celular, incluyendo células derivadas de pacientes con cancer
humanos. Otro aspecto de la invencién es un procedimiento para identificar las modificaciones asociadas con un
interactuante o modificador, que comprende multiplexar un namero mayor que uno de interactuantes y/o
modificadores de cromatina con un banco de la invencién, y dividir el banco en el mismo nimero de subbancos de
acuerdo con las modificaciones, e identificar las modificaciones asociadas con cada interactuante o modificador.

Otro aspecto de la invencién es un procedimiento para identificar y crear perfiles de la especificidad de farmacos
epigenéticos, que comprende combinar una molécula candidata con un banco de la invencion, y detectar la
modulacion de una modificacion de nucleosoma (por ejemplo, inhibir o extinguir farmacos de proteinas o enzimas
que interactlan con cromatina), identificando de este modo los farmacos epigenéticos candidatos que modulan
modificaciones de nucleosomas.

El banco de nucleosomas puede comprender ademas una lista de codigos de barras de ADN y las modificaciones
de nucleosomas asociadas y la composicion de cada nucleosoma con cédigo de barras.
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El mononucleosoma o polinucleosoma sintético puede comprender un cédigo de barras de ADN en el extremo 5' y/o
3' de o en cualquier lugar dentro de la molécula de ADN.

Otro aspecto de la invencion es un mononucleosoma sintético como se define en la reivindicacion 13, que
comprende un complejo de

(a) un octamero de proteina, que contiene 2 copias cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, y
opcionalmente, la histona fijadora H1, en el que al menos una de las histonas no estd modificada y/o en el que
al menos una de las histonas se modifica para formar un patron de modificaciones de histona, (por ejemplo,
isoformas de histona, PTM y/o aminoacidos no naturales) y

(b) una molécula de ADN nucleosémico que comprende
(i) secuencia de posicionamiento de nucleosoma (NPS) fuerte,

(i) uno o mas codigos de barras de ADN situados en las posiciones definidas en el ADN nucleosémico
(por ejemplo, situados dentro de, en o cerca de un extremo del ADN nucleosémico, tal como a una
distancia especifica de la NPS u otro punto fijo en el ADN),

(iii) extensiones de ADN, incluyendo fijadores de ADN, en el extremo 5' y/o 3' de la NPS y/o dentro de
la NPS (por ejemplo, moléculas distintas de ADN artificiales y secuencias de ADN unidas
covalentemente), y opcionalmente

(c) una 0 més proteinas asociadas a cromatina distintas de histona,

en el que la secuencia y posicién del/de los codigo(s) de barras en el ADN nucleosémico son indicativas del patrén
de las modificaciones de nucleosomas en el mononucleosoma.

Otro aspecto de la invencién es un procedimiento para ensamblar un mononucleosoma de la invencion, que
comprende combinar proteinas histonas y ADN de nucleosoma con cédigo de barras con un ADN con tampén con
MMTV marcado con biotina, en una proporcién predeterminada.

En un banco de la invencion, la NPS en los mononucleosomas o polinucleosomas en general es suficientemente
fuerte para que el banco sea estable, y no se produce ningun reordenamiento de ADN entre los miembros del banco
de mono y polinucleosomas después de un almacenamiento prolongado, por ejemplo durante al menos un mes a
4 °C. En aspectos de la invencion, las modificaciones de histonas y/o ADN comprenden un conjunto representativo
de estados de cromatina biolégicamente relevantes. En aspectos de la invencién, la proporciéon de los miembros del
banco de mono y polinucleosoma es equimolar (1:1 para cada miembro del banco) o no equimolar, variando de 1 a
1000 (por ejemplo, 1:10, 1:50, 1:100, 1:150, 1:200, 1:300, 1:400, 1:500, 1:600, 1:700, 1:800, 1:900) para uno o para
un subconjunto de los miembros del banco (por ejemplo, variando de 1 a 1000, tal como 1, 10, 50, 100, 150, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000) en una proporcion predeterminada fija.

Los modos de realizacion de la invencion incluyen lo siguiente.

(A) Aplicacion de codigos de barras de ADN de la historia sintética de cada miembro del banco de CA o MN
Este modo de realizacién se refiere a la fabricacién de bancos de matrices de cromatinas (CA) disefiadoras y
mononucleosomas (MN) disefadores, donde cada miembro del banco porta (a) cédigo(s) de barras de ADN que
codifica(s) la historia sintética especifica de cada variante de CA o MN.

Un MN es un complejo que consiste en

(1) un octamero de proteina, que contiene 2 copias de las histonas candnicas H2A, H2B, H3 y H4 (o versiones
modificadas de las mismas), y en algunos casos, la histona fijadora H1,

(2) una molécula de ADN nucleosémico que comprende
(i) secuencia de posicionamiento de nucleosoma (NPS) fuerte,
(if) uno o méas codigos de barras de ADN situados en las posiciones definidas en el ADN nucleosémico

(por ejemplo, situados dentro de, en o cerca de un extremo del ADN nucleosémico, tal como a una
distancia especifica de la NPS u otro punto fijo en el ADN),
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(iii) extensiones de ADN, incluyendo fijadores de ADN, en el extremo 5' y/o 3' de la NPS y/o dentro de
la NPS (por ejemplo, moléculas distintas de ADN artificiales y secuencias de ADN unidas
covalentemente), y opcionalmente

(c) una 0 mas proteinas asociadas a cromatina distintas de histona.
Especificamente, cada miembro del banco de MN porta

(a) una combinacion Unica de variantes de histonas, incluyendo isoformas de histonas, patrones de PTM de
histonas, histonas con aminoacidos no naturales.

y

(b) una variante de ADN nucleosémico Unica, que contiene una NPS, coédigo(s) de barras de ADN y/o
extensiones de ADN. EI ADN puede contener las bases de ADN canonicas, bases con modificaciones naturales
(tales como metilacion u oxidacion), o bien bases con modificaciones artificiales, y opcionalmente,

(c) una 0 més proteinas asociadas a cromatina distintas de histona.

La composicion de cada MN Unico, con diferentes patrones de PTM de histonas y/o modificaciéon de ADN y/u otras
proteinas histonas y distintas de histonas, se codifica en (a) secuencia(s) de ADN (en el presente documento
denominada como codigo de barras de MN) en cualquier lugar de, en, o cerca del extremo del ADN nucleosémico,
tal como el extremo 5' (fig. 1). El limite superior del tamafio de banco se define por la combinatoria de variantes de
histonas y ADN. Por motivos practicos, el tamafo de banco se define por el experimento posterior y tipicamente
varia de decenas a cientos a miles de miembros de banco. Por ejemplo, el tamafio puede ser, o puede ser menor
que aproximadamente, o mayor que aproximadamente 10, 20, 30, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 1250, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000 0 mas miembros de banco.

Una CA es un complejo que consiste en unidades de MN (véase la definicién de MN anterior), que pueden estar (a)
modificadas de forma uniforme o (b) modificadas de forma Unica. La longitud de la matriz es variable y tipicamente
varia de 2-12 MN, tal como un dimero, trimero, pentamero, y asi sucesivamente. Los MN se conectan entre si en
una secuencia definida. Una matriz de cromatina sintética también se puede denominar aqui polinucleosoma, en
contraste con un mononucleosoma sintético.

El nimero puede ser cualquier nimero hasta 8, 10, 12, 14, 15, 16, 18 o0 20.
Cada miembro del banco de CA esta compuesto de MN modificados individualmente con
conectividad definida y porta:

(a) MN, con

(i) una combinacién unica de variantes de histonas, incluyendo isoformas de histonas, patrones de PTM de
histonas, histonas con aminoacidos no naturales,

(i) una variante de ADN nucleosémico Unica, que contiene una o varias NPS diferentes, cddigo(s) de barras de
ADN, y/o fijadores de ADN. El ADN puede contener las bases de ADN candnicas, bases con modificaciones
naturales (tales como metilacion u oxidacién), o bien bases con modificaciones artificiales,

y/o
(c) histonas fijadoras y/u otras proteinas distintas de histonas.

El patron de PTM de proteinas y/o modificacion de ADN, conectividad de MN, longitud e identidad del ADN,
presencia y patron de modificacién de histonas fijadoras, y/o proteinas distintas de histonas se codifican en (a)
secuencia(s) de ADN (en el presente documento denominada cédigo de barras de CA) en cualquier lugar dentro de,
en, o cerca del extremo del ADN de matriz, tal como el extremo 5' (fig. 2). El limite superior del tamafno de banco se
define por la combinatoria de las PTM individuales y/o modificaciones de ADN, conectividad de MN, variante de
ADN, histonas fijadoras y/o proteinas distintas de histonas. Por motivos practicos, el tamario de banco se define por
el experimento posterior y tipicamente varia de cientos a miles de miembros de banco.

Los cédigos de barras de MN o CA marcan de forma Unica e inequivoca la composicion quimica del MN o CA dentro
del banco. Estos bancos con cédigo de barras se pueden usar tanto para someter a prueba como para generar
diversas hipotesis bioquimicas y biofisicas, tales como creacion de perfiles de especificidades de sustrato de
interactuantes o modificadores de cromatina (fig. 3) a través del procedimiento de descodificacion del cédigo de
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barras (de forma analoga a los procedimientos existentes basados en bancos quimicos codificados por ADN (Buller,
Mannocci y Scheuermann, 2010; Clark, 2010)). Los procedimientos adecuados incluyen

(1) restriccidon-digestion
(2) reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
(3) hibridacién de micromatrices de ADN

(4) secuenciacion de ADN, tal como las tecnologias de secuenciacion de préxima generacion (Mardis, 2008)
lonTorrent (Rothberg et al., 2011) o lllumina.

En el caso de secuenciacion de ADN, los sitios de cebado de secuenciacién directo (FW) e inverso (RV) requeridos
se pueden afiadir al ADN de matriz o nucleosémico en cualquier fase del procedimiento, tal como por clonacién
molecular, PCR o fijacion de ADN.

Ademas de la identificacion de los MN o CA con las propiedades bioquimicas o biofisicas deseadas, la cuantificacién
de los miembros de banco aislados es factible, en particular cuando se usan tecnologias de secuenciacién de
préxima generacion (Mardis, 2008) como lectura. En combinaciéon con una etapa de cuantificacion de ADN absoluta
antes de la secuenciacion, por ejemplo por PCR cuantitativa (qPCR), se pueden obtener afinidades de unién
relativas de sustratos de MN o CA en un experimento multiplexado individual, como se explica a continuacion.

Por ejemplo, una proteina que interactia con cromatina (tal como un lector de cromatina) o que modifica la
cromatina (tal como un escritor o borrador de cromatina) de origen recombinante o derivado de extractos celulares
nucleares se incuba con el banco de MN o CA con cédigo de barras (fig. 3). En el caso particular descrito en este
ejemplo, es un banco de MN con un cédigo de barras ds unido antes de la formacion de MN en el extremo 5' del
ADN Widom 601 nucleosémico, un tramo artificial de 147 pb de ADN bicatenario (ds) al que los octameros de
histona se unen con alta afinidad (Lowary y Widom, 1998). El tamafo y composicién de los bancos se pueden
adaptar al experimento posterior de forma modular. En la siguiente etapa, los sustratos de MN o CA con las
propiedades bioquimicas y biofisicas deseadas se aislan por procedimientos apropiados, incluyendo:

(1) experimentos de precipitacion (afinidad o inmunoprecipitacion)

(2) separacion por propiedades fisicas o quimicas diferenciales después de unién o modificacion de MN o CA,

tal como movilidad electroforética (matrices de desplazamiento de movilidad electroforética), hidrofobicidad,

carga (cromatografia de intercambio idnico) o tamafo (cromatografia de exclusiéon por tamafo, SEC)

() clasificacién celular de moléculas activadas por fluorescencia (FAMS)

usando

(1) marcaje del interactuante (lector de cromatina)

(2) marcadores (afinidad, asa quimica, sonda de fluorescencia) en el interactuante para aislamiento directo (por

ejemplo, usando clasificacion de moléculas basada en fluorescencia) u otra funcionalizacién bioquimica o

quimica (lector de cromatina)

(3) proteina secundaria que reconoce el interactuante (lector de cromatina)

(4) anticuerpos frente a marca unida o retirada (modificador de cromatina)

(5) proteina secundaria (lector) que reconoce la marca unida o retirada (modificador de cromatina)

(6) sustratos enzimaticos modificados con marcadores artificiales (afinidad, asa quimica, sonda de

fluorescencia) para aislamiento directo (por ejemplo usando técnicas de clasificacion de moléculas basada en

fluorescencia) u otra funcionalizacién bioquimica o quimica (modificador de cromatina)
Por ejemplo, se usa un anticuerpo frente a la proteina o la modificacién unida o retirada para (a) precipitar el
interactuante de cromatina, tal como un lector, en complejo con sus fijadores de MN o CA mas fuertes, o (b) aislar
los sustratos de MN o CA preferentes del modificador de cromatina, tal como un escritor o borrador. Después del
aislamiento de ADN, los sustratos o interactuantes de cromatina se identifican y cuantifican a través de la
descodificacion del codigo de barras de MN o CA usando metodologias tales como hibridacién de micromatrices de
ADN o secuenciacion de ADN (Mardis, 2008), por ejemplo lonTorrent(Rothberg et al., 2011) o lllumina.
(B) Aplicacion de codigos de barras de ADN de la historia experimental de cada miembro de banco de MN o
CA.
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Este modo de realizacién implica manipulaciones por un procedimiento bioquimico o biofisico, tales como
manipulaciones bioquimicas o biofisicas en presencia de moléculas adicionales que modulan el procedimiento,
incluyendo inhibidores y/o activadores de proteinas interactuantes con cromatina y enzimas modificadoras de
cromatina. Es conocida la aplicacién de codigos de barras de ADN en el contexto diferente de bancos de moléculas
pequerias de marcado (Buller et al., 2010; Clark, 2010; Kleiner, Dumelin, y Liu, 2011) y anticuerpos (Agasti, Liong,
Peterson, Lee, y Weissleder, 2012; Krutzik y Nolan, 2006).

Por ejemplo, un banco de MN o CA con cédigo de barras se manipula por diversos procedimientos bioquimicos o
biofisicos (fig. 4). En el caso particular descrito en este ejemplo, es un banco de MN con un cédigo de barras unido
antes de la formacion de MN en el extremo 5' del ADN 601 nucleosémico. Las etapas de manipulacion se codifican
posteriormente en codigos de barras separados (en el presente documento denominados coédigo de barras del
experimento).

Variante A: Si el experimento se somete solo a una etapa de manipulacion experimental, el cédigo de barras del
experimento (multiple) se puede unir después del aislamiento de sustrato y ADN por PCR. En esta etapa de PCR, la
identidad de la variante de MN o CA se acopla al experimento especifico a través de la generacion de una secuencia
de ADN que contiene ambos cddigos de barras de MN o CA asi como el cédigo de barras del experimento (multiple).
La longitud de la secuencia de ADN con doble cédigo de barras, que también comprende los sitios de cebado FW y
RV para la posterior secuenciacion, esta limitada por la longitud de la lectura fiable por el procedimiento de
secuenciacion de ADN elegido.

Variante B: Si se realizan multiples manipulaciones experimentales, los codigos de barras de los experimentos se
pueden unir al extremo 5' 0 3' del ADN de matriz o nucleosémico de cada miembro de banco.

Los subbancos que se someten a manipulacion por el procedimiento bioquimico o biofisico especifico se aislan por
procedimientos adecuados como se explica anteriormente, y un cédigo de barras que codifica la manipulacién
especifica realizada se fija a todos los miembros de subbanco. Los bancos con codigos de barras diferenciales se
agrupan y se dividen de nuevo para la posterior manipulacion por un segundo procedimiento bioquimico o biofisico y
se manejan como se describe para la primera etapa uniendo un segundo cédigo de barras de experimento al
extremo 5' o 3' del ADN. Esto se puede repetir segin se desee. En la Ultima etapa de aplicacién de coédigos de
barras, el sitio de cebado de secuenciacién FW también se une, por ejemplo por fijacion de ADN. Después del
aislamiento de ADN, el sitio de cebado RV para la secuenciacion de ADN se afiade por PCR. Los MN o CA
respectivos se identifican y cuantifican a través de la descodificacion del codigo de barras de manipulacion y el
codigo de barras de MN o CA usando secuenciacion de ADN. Este procedimiento se puede adaptar a experimentos
en presencia de moléculas (por ejemplo moléculas pequefias o biomoléculas mas grandes, tales como péptidos o
proteinas) que modulan la actividad o funcién de interactuantes y/o modificadores de cromatina, tales como lectores,
escritores o borradores de cromatina o de origen recombinante o derivados de extractos celulares nucleares.

El cédigo de barras de experimento codifica inequivocamente cada procedimiento bioquimico o biofisico que la
variante de MN o CA ha sufrido durante el transcurso del experimento.

Los bancos de mononucleosomas y matrices de cromatina sintéticas difieren de los nucleosomas y matrices de
cromatina previamente aislados de la naturaleza de muchas formas, por ejemplo en que estan sintetizados,
quimicamente puros, y contienen modificaciones de histonas y ADN predeterminadas en patrones controlados, y
que tienen uno o mas cédigos de barras Unicos que especifican una variante de mono o polinucleosoma dada.
También comprenden secuencias NPS fuertes y definidas, como se analiza en otra parte en el presente documento,
La cromatina obtenida de organismos con sustratos naturales tiene modificaciones desconocidas, sin cédigos de
barras, y no es adecuada para un banco de la invencion, o para su manipulacién o marcaje como se logra usando
los mononucleosomas y matrices sintéticos de la invencion.

Las composiciones y procedimientos de aplicacion de cédigos de barras de ADN descritos se pueden utilizar (1)
para cribar y/o crear perfiles de moléculas que interactian con y/o modifican MN y CA; (2) para el descubrimiento y/o
creacién de perfiles de interactuantes y/o modificadores de cromatina y su especificidad por sustrato de MN o CA
preferente con respecto a la variante de MN o CA; (3) para el descubrimiento y creacion de perfiles de moléculas
que modulan los interactuantes y/o modificadores de cromatina; y (4) para la creacién de perfiles de variantes de MN
y CA con respecto a sus propiedades bioquimicas y biofisicas. Los procedimientos de acuerdo con la invencion
incluyen los siguiente:

(1) creacion de perfiles de interactuantes de cromatina, tales como lectores de histonas y su union
preferente por patrones de PTM y/o modificacion de ADN especificos.

Un lector de cromatina, o versiones del mismo, por ejemplo que contienen (a) uno o bien (b, ¢) multiples moédulos
lectores (que residen (b) dentro de una cadena polipeptidica o (c) en diferentes cadenas polipeptidicas dentro de un
complejo proteico mas grande, fig. 5), se incuba con el banco con cédigo de barras (en este ejemplo, que contiene
un Unico codigo de barras en el extremo 5' del ADN de mayor o nucleosémico) en solucion. Como enfoque
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alternativo, se puede preparar un lisado celular nuclear del organismo que se va a estudiar e incubar con el banco
con codigo de barras. Esto esta seguido del aislamiento de los fijadores de MN o CA, tal como por precipitacion de
anticuerpo del lector de cromatina o una marca de afinidad unida al lector. Después del aislamiento de ADN, un
segundo codigo de barras, o multiple, que codifica el experimento especifico (de precipitacién) ('MP'), asi como los
sitios de cebado FW y RV para la secuenciacion de ADN se unen por PCR. (Nota: opcionalmente, el sitio de cebado
FW y RV también se puede incluir en el ADN nucleosémico antes de la formacién de MN). Los fijadores preferentes
se identifican a través de la descodificacién de los codigos de barras multiples o de MN o CA usando secuenciacion
de ADN. Se pueden realizar mdltiples experimentos, por ejemplo usando concentraciones variables de proteina/MN,
lectores variables, truncamientos o mutantes de los mismos, en paralelo y leerse en una Unica etapa de
secuenciacion debido a la etapa de PCR de multiplexacién.

(2) creacion de perfiles de modificadores de cromatina, tales como escritores o borradores de histona, y sus
patrones de reconocimiento de modificacion de sustrato preferentes

Un escritor o borrador de cromatina, o versiones de los mismo, tales como (a) el dominio catalitico, (b) la enzima de
longitud completa, o (¢) un complejo multisubunitario grande (fig. 6), se incuba con el banco (en este caso particular,
que contiene un Unico cdédigo de barras en el extremo 5' del ADN de matriz o nucleosémico) en presencia de
cualquier sustrato requerido, tal como S-adenosina-metionina (SAM), Acetil-Coenzima A (AcCoA), y trifosfato de
adenosina (ATP). Como enfoque alternativo, se puede preparar un lisado celular nuclear del organismo que se va a
estudiar e incubar con el banco con codigo de barras en presencia de cualquier sustrato requerido, tal como SAM,
AcCoA y ATP. Esta etapa esta seguida del aislamiento de los sustratos de MN o CA que se han modificado con
éxito por el escritor o borrador de cromatina, tal como por precipitacion de anticuerpo de la marca unida o retirada.
En el caso de un escritor de cromatina, se usa un anticuerpo frente a la marca unida para la precipitacion de los
MN/CA que se han modificado por el escritor de cromatina. En el caso de un borrador de cromatina, se usa un
anticuerpo frente a la marca retirada para sustraer los MN/CA que no se han seleccionado por los borradores de
cromatina, dejando atras los sustratos preferentes del borrador de histona. Después del aislamiento de ADN, un
segundo cédigo de barras, o multiple, que codifica el experimento especifico, asi como los sitios de cebado FW y RV
para la secuenciacion de ADN se afiaden por PCR (nota: opcionalmente, también se puede incluir el sitio de cebado
FW y RV en el ADN nucleosémico antes de la formacién de MN). Los sustratos se identifican a través de la
descodificacion de los codigos de barras multiples o de MN o CA usando secuenciacion de ADN. Se pueden realizar
multiples experimentos, por ejemplo usando concentraciones variables de proteina/MN, enzimas variables,
truncamientos o mutantes de los mismos, en paralelo y leerse en una Unica etapa de secuenciaciéon debido a la
etapa de PCR de multiplexacion.

(3) creacion de perfiles de la firma epigenética de una linea celular

Usando la estrategia explicada anteriormente, se pueden someter a ensayo convenientemente las actividades de los
modificadores de histonas en extractos nucleares ademas. Este ajuste permite la identificacién de actividades de
modificacién de cromatina e interferencias especificas, de las que algunas son caracteristicas de un tipo celular
dado. En particular, las células cancerosas poseen tendencias de modificacion de cromatina distintas. Por ejemplo,
EZH2 es un marcador de cancer de mama invasor (Kleer et al., 2003), y la capacidad para medir actividades
enzimaticas en lugar de la abundancia de muestras tisulares es de alto valor de diagnostico (Spacil et al., 2013). Se
incuban bancos de nucleosomas con cédigo de barras con extractos nucleares de biopsias tisulares para catalogar
las firmas de las modificaciones de cromatina (tales como modificaciones de histonas y/o ADN) para distintos tipos
celulares y estados de enfermedad, permitiendo asi el diagnédstico de disfuncién de la bioquimica nuclear.

(4) creacion de perfiles de estabilidad de MN

Se expone el banco de MN con cédigo de barras (en este caso particular, que contiene un Unico cddigo de barras en
el extremo 5' del ADN nucleosémico) a diversas condiciones experimentales que desestabilizan los MN, tales como
incremento de concentraciones salinas (fig. 7). Como enfoque alternativo, se puede preparar un lisado celular
nuclear del organismo que se va a estudiar e incubar con el banco con cédigo de barras. Se usa la liberacion de
ADN nucleosémico después de cada incremento salino para controlar la estabilidad de los MN respectivos. Después
del aislamiento de ADN, un segundo cédigo de barras, o multiple, que codifica el experimento especifico, tal como la
concentracién salina usada, asi como los sitios de cebado FW y RV para la secuenciacion de ADN se afiaden por
PCR. (Nota: opcionalmente, el sitio de cebado FW y RV también se puede incluir en el ADN nucleosémico antes de
la formacion de MN). Los MN diferencialmente estables se identifican a través de la descodificacion de los cédigos
de barras multiples y de MN usando secuenciacion de ADN. Estas pruebas de estabilidad se pueden extender a los
experimentos en presencia de proteinas que modulan la estabilidad de MN, tales como chaperonas de histonas o
factores remodeladores de cromatina, realizar en paralelo, y leerse en una Unica etapa de secuenciacion debido a la
etapa de PCR de multiplexacion.

(5) creacion de perfiles de estabilidad de CA

Se expone un banco de CA (en este caso particular, que contiene un Unico codigo de barras en el extremo 5' del
ADN de matriz) a condiciones experimentales que desestabilizan las matrices de cromatina, tales como incremento
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de concentraciones salinas (de forma analoga a la fig. 7). Como enfoque alternativo, se puede preparar un lisado
celular nuclear del organismo que se va a estudiar e incubar con el banco con cédigo de barras. Se usa la liberacién
de ADN de cromatina después de cada incremento salino para controlar la estabilidad de las CA respectivas.
Después del aislamiento de ADN, un segundo coédigo de barras, o mdltiple, que codifica el experimento especifico,
tal como la concentracion salina usada, asi como los sitios de cebado FW y RV para la secuenciacién de ADN se
anaden por PCR (nota: opcionalmente, también se puede incluir el sitio de cebado FW y RV en el ADN
nucleosémico antes de la formacién de MN). Las CA diferencialmente estables se identifican a través de la
descodificacion de los cédigos de barras mudltiples o de CA usando secuenciacién de ADN. Estas pruebas de
estabilidad se pueden extender a los experimentos en presencia de proteinas que modulan la estabilidad de la
matriz, tales como chaperonas de histonas o factores remodeladores de cromatina, que se pueden realizar en
paralelo, y leerse en una Unica etapa de secuenciacién debido a la etapa de PCR de multiplexacion.

(6) creacion de perfiles de accesibilidad de CA

El banco de CA se expone a condiciones experimentales que modulan el plegamiento de los MN y/o CA, tales como
incremento de concentraciones salinas. Como enfoque alternativo, se puede preparar un lisado celular nuclear del
organismo que se va a estudiar e incubar con el banco con cédigo de barras. La accesibilidad de los miembros de
banco de CA se puede investigar por diversas formas, tales como por reconocimiento de un patron de PTM (por
ejemplo por un lector de histona) que se fija dentro de la CA o por reconocimiento de un sitio de union a ADN tal
como para un factor de transcripcién incluido dentro del ADN de CA. Después del aislamiento de ADN, un segundo
codigo de barras, o multiple, que codifica el experimento especifico, asi como los sitios de cebado FW y RV para la
secuenciacion de ADN se afaden por PCR (nota: opcionalmente, también se puede incluir el sitio de cebado FW y
RV en el ADN nucleosémico antes de la formacion de MN). Las CA respectivas se identifican a través de la
descodificacion de los cédigos de barras mudltiples o de CA usando secuenciacién de ADN. Estas pruebas de
accesibilidad se pueden extender a experimentos en presencia de proteinas que modulan la
compactacion/descompactacion de matrices de cromatina, que se pueden realizar en paralelo y leerse en una Unica
etapa de secuenciacion debido a la etapa de PCR de multiplexacion.

(7) cribado de moléculas que modulan la actividad de interactuantes y modificadores de cromatina, tales
como lectores/escritores/borradores de histonas

Se incuban uno o varios MN o CA con cédigo de barras con el lector, escritor o borrador de cromatina de interés en
presencia de miembros de un banco molecular (por ejemplo moléculas pequenas, péptidos, acidos nucleicos, acidos
peptidonucleicos, foldameros) que contiene un inhibidor(es) putativo(s) (fig. 8). La eleccién de los sustratos de MN o
CA se determina por el lector, escritor o borrador que se use en el experimento especifico. Como enfoque
alternativo, se puede preparar un lisado celular nuclear del organismo que se va a estudiar e incubar con el banco
con codigo de barras en presencia del banco molecular. Después de cada etapa de incubacion, se afiade un cédigo
de barras que codifica la respectiva molécula candidata usada (en el presente documento denominado cédigo de
barras inhibidor) asi como el sitio de cebado FW al extremo 5' del ADN de cromatina o nucleosémico. Los MN/CA se
agrupan y se realiza el aislamiento de los subbancos que mostraron interaccién o modificacién de cromatina alterada
como resultado de la(s) molécula(s) especifica(s) usada(s), tal como por precipitacion (frente a (a) la marca unida o
(b) retirada o (c) el lector). Después del aislamiento de ADN, el sitio de cebado RV para secuenciacién de ADN se
anade por PCR (nota: opcionalmente, también se puede incluir el sitio de cebado FW y RV en el ADN nucleosémico
antes de la formacion de MN). Los resultados positivos se identifican a través de la descodificacién del cédigo de
barras inhibidor usando secuenciacién de ADN.

Los siguientes son ejemplos de modificaciones de histonas, modificadores de histonas (incluyendo escritores y
borradores de histonas), lectores de histonas, modificaciones de ADN y modificadores de ADN vy lectores de ADN,
asi como tipos celulares que se pueden usar de acuerdo con la invencion.
Lectores de histonas, incluyendo proteinas que contienen el/los siguiente(s) dominio(s):

Bromodominio (BD)

Homeodominio vegetal (PHD)

PHD en tandem

Cromodominio

WD40

Tudor

Tudor doble/tandem
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MBT
Repeticiones de anquirina

zf-CF

Dominio PWWP ("PWWP" divulgado como SEQ ID NO: 1)

14-3-3
BRCT
UBA
Escritores de histonas, incluyendo:
Histona acetiltransferasas (HAT)
Histona aciltransferasas,
Histona metiltransferasas (HMT)
Cinasas
Ubiquitinasas (UB)
ADP-ribosiltransferasas
Glucosiltransferasas
Prolina isomerasas
Complejos remodeladores de histonas
Borradores de histonas, incluyendo:
Histona desacetilasas (HDAC)
Histona desmetilasas (HDM)
Desubiquitinasas (DUB)
Fosfatasas
Arginina desiminasas
Modificadores de ADN, incluyendo:

ADN metiltransferasas (DNMT)

Metilcitosina hidroxilasas/oxidasas (enzimas de la familia TET)

Lectores de modificacion de ADN, incluyendo:

Dominio de unién metil-CpG (MBD)

Dominio asociado a los dedos de SET y Ring (SRA)

Modificaciones de ADN, incluyendo:
[Citosina] metilacion / metilcitosina
[Citosina] hidroximetilacion / hidroximetilcitosina

[Citosina] formilacién / formilcitosina
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[Citosina] carboxilacion / carboxicitosina
[Adenosina] metilacién / metiladenosina
[Guanidina] oxidacion / oxoguanidina
Dimerizacion de timidina

Sitios abésicos

Mellas monocatenarias

Lisados celulares nucleares, incluyendo los que se originan de:

células humanas (tales como células 293-T, COR-L23, HEK293, Hel a, Jurkat, NIH-3T3)

células cancerosas humanas (tales como 721, U937, BCP1, A2780, A-549, A431, CML-T1, DU145, H1299,
KYO1, MCF-7, Raji, THP1)

asi como células de cualquier otro organismo de origen sano o con enfermedad

Los enfoques que se han usado por otros investigadores para investigar las proteinas que interactian con y/o

modifican la cromatina se describen a continuacion.

(1) Bancos de CA pequeiias o MN después de la digestion de cromatina, usando tipicamente tratamiento con

nucleasa microcdcica (MNasa)

Este enfoque es una versiéon de una técnica experimental de inmunoprecipitacion llamada inmunoprecipitacion de

cromatina (ChIP)(Schones y Zhao, 2008), que se usa para investigar;

(a) la interaccion entre proteinas y ADN en la célula
(b) la abundancia y localizacion de proteinas, incluyendo histonas, en regiones gendémicas especificas
(c) la abundancia y localizacion de PTM de histonas especificas
Tipicamente, la cromatina endégena y sus proteinas asociadas se reticulan en un lisado celular
la cromatina se digiere por MNasa para dar un banco de CA y/o MN

las proteinas o marcas de PTM de interés se inmunoprecipitan selectivamente, y los fragmentos de
ADN asociados se purifican y se determina su secuencia.

Aunque estos tipos de muestras representan bioldgica grandes y biolégicamente relevantes y proporcionan
informacién valiosa sobre sus locus genémicos, existen desventajas en su uso para la creacion de perfiles de
interactuantes y modificadores de cromatina, tales como:

(a) la impureza/heterogeneidad de las muestras, tanto dentro de la muestra (contaminaciéon con proteinas
interactuantes con cromatina endoégena) asi como entre diferentes experimentos (composicion de banco dificil
de reproducir de experimento a experimento, en parte debido al reordenamiento in vitro)

(b) la lectura de la composicién de MN o CA después de la precipitacién, puesto que su historia sintética no esta
codificada. La lectura es dependiente de cualquier anticuerpo (frente a una proteina o marca especifica), a
veces en combinacién con espectrometria de masas (EM)(Britton, Gonzales-Cope, Zee, y Garcia, 2011). La EM,
en particular, es un procedimiento no sesgado muy sensible que no requiere ningiin marcaje del banco. Sin
embargo, la EM solo puede crear perfiles de patrones de reconocimiento de lectores/escritores/borradores de
histonas dentro de una cadena polipeptidica, es decir, los patrones de PTM dentro de una histona, pero no
puede acoplar las PTM que residen en diferentes histonas en un contexto nucleosémico inalterado. Ademas,
aunque es sensible, la EM no tiene un limite de deteccion con determinada modificacién tal como la
fosforilacion, lo que es especialmente problematico. La EM no puede discriminar entre determinadas
modificaciones, por ejemplo dimetilarginina simétrica frente a asimétrica. Por Ultimo, las sefales ibnicas
detectadas en EM no son adaptables a cualquier tipo de amplificacién (a diferencia de la informacion basada en
ADN), situando de nuevo restricciones practicas del mundo real sobre la sensibilidad.

(2) Bancos de péptidos de histonas con extremo N quimicamente definido con marcas de PTM especificas
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Se han sintetizado bancos grandes (que contienen hasta miles de miembros) de péptidos de colas de
histonas con extremo N modificado usando quimica en fase sélida (Garske et al., 2010) y usado para crear
perfiles de diversos dominios de lectores de histonas conocidos para determinar la unién de los patrones de
PTM. La construccion de bancos de péptidos es, en comparacion con MN o CA inalterados, mas simple,
mas rapida (se puede automatizar) y modular (por ejemplo usando tecnologia de division y agrupacion).
Ademas, todos los miembros de banco se pueden codificar, por ejemplo por separacién fisica sobre soporte
solido. Se puede determinar la identidad de los péptidos modificados diferencialmente, tal como por EM. Se
pueden cribar las interacciones de proteinas con PTM de histonas que residen en las colas de histona
dentro de una cadena polipeptidica, mientras que las interacciones con (i) patrones de PTM dentro de los
dominios globulares de las histonas, en diferentes histonas, o en diferentes nucleosomas en un ajuste
mono y polinucleosdmico fisioldgico; y (ii) patrones de modificaciones de ADN o (iii) una combinacién de los
mismos, no se pueden investigar, tal como la unién multivalente de lectores de cromatina para patrones de
PTM especificos en el contexto nucleosémico.

(3) MN individuales quimicamente definidos que contienen patrones de PTM especificos

Se han usado sustratos de MN quimicamente definidos inalterados con un patrén de PTM especifico en
experimentos de precipitacion individual tradicionales para investigar el concepto de multivalencia de un
lector de histona, factor de transcripcion de los dedos de PHD del bromodominio (BPTF)(Ruthenburg et al.,
2011). Este trabajo mostrd la importancia del contexto nucleosémico natural para la lectura de patrones de
PTM de histonas, pero experimenta un rendimiento extremadamente bajo y un requisito de disefo
experimental basado en hipétesis. Cada experimento de precipitacion investigé el evento de unién de un
unico par de lector de histona-MN y no se pudo realizar con variantes de MN multiples al mismo tiempo,
como se propone en la invencidén descrita, puesto que su historia sintética no se codificé para permitir la
identificacion y cuantificacion del fijador preferente. Se construyé un banco de mononucleosomas de dos
nucleosomas por Kingston y colaboradores (con el propésito de someterlos a un factor remodelador de
cromatina) uniendo dos fluoréforos diferentes, Cy3 y Cy5, al extremo 5' de una NPS (Goldman, Garlick y
Kingston, 2010). Las desventajas de este enfoque, en comparacién con la invencién descrita, incluyen:

(1) tamafno de banco de nucleosomas muy pequeno, que esta limitado por la disponibilidad y la
idoneidad de moléculas fluorescentes ortogonales (el tamafio de banco es de 2 en la publicacién
descrita, pero se podria escalar a aproximadamente 4)

(2) sensibilidad baja de la lectura (lectura basada en ADN frente a fluorescencia), por lo tanto poco
rentable y con ineficacia material

(3) ninguna multiplexacion de experimento posible debido a la lectura basada en fluorescencia

(4) normalizacion dificil de los datos

Hasta la fecha, no se ha desarrollado con éxito ningln procedimiento para la bioquimica de cromatina de alto
rendimiento cuantitativa, lo que requiere la construccién de bancos de matrices de cromatina o0 mononucleosomas
grandes y diversos pero quimicamente definidos para crear perfiles de proteinas interactuantes/modificadoras de
cromatina con una lectura apropiada de forma no sesgada (Allis y Muir, 2011; Fierz y Muir, 2012).

Las composiciones y procedimientos de acuerdo con la invencion superan las desventajas de los tres enfoques
explicados anteriormente y proporcionan una soluciéon para la generacion de dichos bancos de cromatinas
disefadoras, el aislamiento, identificacién, y cuantificacion de moléculas interactuantes con propiedades deseables.
Se pueden incluir los siguientes rasgos caracteristicos:

recapitulacién de estados de cromatina natural presentes in vivo en forma de mono y polinucleosomas
modificados

preparaciones homogéneas, que dan como resultado sustratos mono y polinucleosémicos quimicamente
definidos aunque naturales

estabilidad hacia reordenamiento de ADN durante la preparacion de nucleosomas, procesamiento y
posterior ensayos bioquimicos usando una NPS artificial

naturaleza de alto rendimiento de las matrices bioquimicas realizadas en bancos mono y polinucleosémicos
gracias a la estrategia de la aplicacion de codigos de barras (codificacion inequivoca tanto de (a) variante
de MN o CA como de (b) experimento)

lectura sensible (es decir, amplificable) y cuantitativa gracias a la etapa de PCR y secuenciacion de préxima
generacion
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Es ventajoso el uso de cddigos de barras de ADN Unicos para codificar las

propiedades bioquimicas y/o biofisicas individuales de cada miembro del banco de MN o CA. Esos cédigos de
barras se unen a o se incluyen dentro de las respectivas secuencias polinucleosémicas de ADN.

Tradicionalmente, la aplicacién de coédigos de barras de ADN se realiza a nivel gendmico, donde los genes de
interés se marcan con codigos de barras moleculares Unicos para facilitar la identificacion de los respectivos grupos
de proteinas a través de amplificacion, marcado e hibridacién de micromatrices con cddigo de barras, como se
muestra en el ejemplo de sondas de nucleosomas con mutantes de histonas sintéticas H3 y H4 (Dai, Hyland, Yuan,
Huang, y Bader, 2008)

Se ha descrito el uso de cadigos de barras para la identificacién distinta del nivel genémico para bancos quimicos
con codigos de barras de ADN (Buller et al., 2010; Clark, 2010; Kleiner et al., 2011), donde se introducen tramos de
ADN como asas artificiales para marcar de forma Unica cada miembro de banco de molécula pequefia, y bancos de
anticuerpos codificados con ADN (Agasti et al., 2012; Krutzik y Nolan, 2006).

El uso de matrices de cromatina y nucleosomas con cédigo de barras de acuerdo con la invencion proporciona
varias ventajas distintas. Por ejemplo, los cddigos de barras codifican inequivocamente la variante de MN o CA
individual en el banco y se puede codificar por hibridacién de micromatrices o secuenciacion de ADN para obtener
informacién cuantitativa sobre los sustratos o fijadores preferentes. Adicionalmente, esta estrategia de aplicacion de
codigos de barras se puede emplear para codificar cada manipulaciéon bioquimica o biofisica realizada en un banco
dado de forma modular.

Los procedimientos de preparacién de bancos de mononucleosomas y bancos de matrices de cromatina incluyen lo
siguiente:

(1) Sintesis de histonas

(a) Histonas naturales (wt) y modificadas postraduccionalmente naturales y versiones de las mismas usando
procedimientos descritos.

e |a sintesis de proteina recombinante, sintesis de péptidos en fase sélida, o una combinacién de las mismas
(usando tecnologias tales como Native Chemical Ligation (NCL) (Dawson y Kent, 2000), Expressed Protein
Ligation (Muir, 2003) (EPL) o procedimientos de supresion Amber (Wang, Xie y Schultz, 2006)) se usan
para sintetizar las variantes de histonas que se incorporan posteriormente en los MN o CA, incluyendo
histonas naturales, modificadas postraduccionalmente, marcadas artificialmente o truncadas (fig. 9a).

(b) Histonas modificadas postraduccionalmente que portan andlogos de lisina metilada (Kme) o lisina
acetilada (Kac) usando los procedimientos descritos.

e Se alquilan mutantes de cisteina para dar metilaminoetilcisteinas (analogos de Kme)(Simon et al., 2007) o
se someten a reaccion tiol-eno para dar acetamidoetilcisteinas (andlogos de Kac)(Cao, Korolev y
Nordenskidld, 2011) usando la estrategia descrita por Shokat y colaboradores y Nordenskidld y
colaboradores, respectivamente.

La sintesis de una unica histona modificadas postraduccionalmente consume mucho tiempo pero se puede acelerar
a través de automatizacion y paralelizacion, tal como a través del desarrollo de protocolos y uniones de NCL
modulares, asi como la inclusion de histonas que contienen analogos de aminoacidos modificados.

(2) Formacion de octameros

Las histonas se ensamblan por medio de la adicién de histonas wt y/o modificadas en proporciones iguales, dialisis
de GdmHCI 6 M a NaCl 2 M, seguido de purificacion de SEC (Dyer et al., 2004; Luger, Rechsteiner y Richmond,
1999). De forma alternativa, se puede realizar la formacién de octdmeros a una escala de tan solo 1 nmol de histona
(aproximadamente 50 pg de histona total, dependiendo de la variante de histona). Sin embargo, la escala se puede
incrementar si se necesita mas material, o disminuir, siempre que se usen dispositivos de dialisis apropiados para
alojar los volumenes usados. Las concentraciones se pueden medir por espectrometria UV a 280 nm y sustraccion
del fondo a 300 nm, y se pueden obtener los coeficientes de extincién calculados usando paginas web comunes
tales como el sitio web expasy.org/protparam. Las histonas se mezclan en proporciones equimolares en hielo en
aproximadamente 55 pl de tampo6n de desplegado (cloruro de guanidinio 6 M, Tris-HCI 20 mM, pH 7,5 a 4 °C, Na-
EDTA 1 mM, DTT 1 mM) para proporcionar una concentracion de proteina total de aproximadamente 1 mg/ml a
4 °C. Las mezclas se disponen en botones de dialisis MINI (valor de corte 3.500 Da) y se dializa frente a 3x 600 ml
de tampon de replegado (NaCl 2 M, Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 a 4 °C, Na-EDTA 1 mM, DTT 1 mM) durante al menos
4 h cada uno a 4 °C, con una etapa de dialisis durante la noche. Al dia siguiente, las mezclas se transfieren a tubos
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Eppendorf y se hacen girar a 17.000 g durante al menos 5 min a 4 °C para retirar precipitados. Se transfieren los
sobrenadantes a un tubo limpio. Se anade glicerol al 50 % (v/v), y se miden las concentraciones de octameros
usando su absorcién UV y fueron tipicamente 2-5 uM. Los octameros se pueden procesar directamente para
ensamblajes de MN, y/o se almacenan a -20 °C.

(3) Preparacion de ADN de matrices y nucleosdmico modificado y no modificado con codigo de barras
(a) Andamio nucleosomico y de matriz:

Se puede obtener ADN no modificado por procedimientos conocidos tales como clonacién molecular, PCR o fijacion
de ADN de piezas del mismo, o sintesis quimica. Se puede usar cualquier secuencia de ADN, siempre que pueda
dirigir el posicionamiento nucleosémico, tal como la secuencia 601 Widom (Lowary y Widom, 1998) usada en los
presentes ejemplos. Se pueden utilizar diversas longitudes y tipos de NPS y fijadores de ADN, dependiendo de la
aplicacién necesitada. En general, se requiere una NPS suficientemente fuerte para una aplicacion de cédigos de
barras a los miembros del banco con éxito y una identificacion para evitar el reordenamiento de ADN entre miembros
del banco a una concentracién de decenas de nM (por ejemplo, 5, 10, 20, 30, 40, 50 o més). Es necesario que se
sintetice el ADN modificado usando procedimientos apropiados y, dependiendo de la(s) modificacion/modificaciones
introducida(s), incluyendo procedimientos enzimaticos o quimicos.

(b) Codigo(s) de barras

Se incorporan uno o varios cédigos de barras en cualquier parte dentro del ADN de matriz o nucleosémico, en, o
cerca de sus extremos 5' o0 3', o dentro de regiones fijadoras. La eleccion y la longitud del/de los cddigo(s) de barras
se pueden ajustar al experimento especifico y a la extension del poder combinatorio necesario para codificar todo el
banco. Los cédigos de barras codifican cualquier propiedad bioquimica o biofisica de los miembros de banco, tales
como la(s) variante(s) de histona, variante(s) de ADN, conectividad de MN, ADN fijador, histonas fijadoras, proteinas
distintas de histonas, y/o tipo de manipulacion. Por ejemplo, como se muestra en el experimento demostrativo
preliminar descrito en la seccion 9, un tramo nucleotidico de 6 pb se puede unir al extremo 5' del ADN de matriz o
nucleosémico, que codifica hasta 4096 variantes de MN o CA. Estos codigos de barras se pueden introducir por
procedimientos tales como:

(i) clonacion molecular en ADN plasmidico seguido de restriccion enzimatica para liberar el ADN de matriz o
nucleosémico

(i) PCR

(ii) Fijaciones de ADN enzimaticas en el extremo 5' o 3' del ADN de matriz o nucleosémico antes de la
formacion de MN o CA

(iv) Fijaciones de ADN enzimaticas en el extremo 5' o 3' del ADN de matriz o nucleosémico después de la
formacion de MN o CA

(v) combinaciones de los mismas.
(c) Sitios de cebado de secuenciacion FW y RV.

Si se usa la secuenciacion de ADN como lectura, se pueden introducir sitios de cebado de secuenciacion FW y RV
antes de o después de la formacion de MN o CA o después de que se haya realizado el experimento, o una
combinacion de los mismos, usando tecnologias tales como clonacion molecular, PCR o fijacion de ADN.

En una version de bancos de MN con cédigo de barras (fig. 10a), un tramo de ADN bicatenario (ds) de 190 pb que
contiene un sitio de cebado FW de 30 pb, compatible con una lectura de secuenciaciéon de proxima generacion
posterior usando el secuenciador lonTorren® (Rothberg et al., 2011), un cédigo de barras de 6 pb que codifica la
variante de MN, un fijador de 4 pb, 147 pb de ADN 601 nucleosémico (Lowary y Widom, 1998), y un apéndice de
3 pb corto en el extremo 3' se prepara por PCR usando la secuencia 601 nucleosémica como molde.

En otra versién de bancos de MN con cdédigo de barras, un tramo de ADN ds de 177 pb que contiene el ADN
nucleosémico 601 de Widom (Lowary y Widom, 1998) con un saliente 5'-AA-3' en el extremo 5' de la hebra inferior y
un saliente 5-CAC-3' en el extremo 3' de la hebra superior ('BC-601"; fig. 10b) se prepara por (1) liberacion de la
secuencia 601 nucleosdémica, clonada como una repeticion 12-mera en un plasmido circular o bien producida por
PCR, usando Bsal y Dralll; (2) hibridacion de ADN monocatenario complementario que abarca nt 10-30 del sitio de
cebado lonTorrent directo ('FW-iT1030")(Rothberg et al,, 2011) y los respectivos codigos de barras de MN de 6 pb
('BC-MN'; hebra inferior que contiene un saliente 5'-AA-3' en el extremo 3'y un saliente 5'-CATC-3' en el extremo 5');
(3) combinaciéon de estas secuencias de ADN hibridadas con el ADN 601 nucleosémico; (4) fosforilacién in situ
usando ADN T4 polinucledtido cinasa (PNK); (5) fijacion usando ADN ligasa T4 para proporcionar 'BC-601'; y (6)
purificacién del producto de ADN final (fig. 10b). La concentracion del producto de ADN final se determina por
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absorcion UV del ADN ds a 260 nm con una sustraccion de fondo a 340 nm, y se pueden obtener los coeficientes de
extincion calculados usando sitios web comunes tales como el sitio web biophysics.idtdna.com/UVSpectrum.html.

(4) Formacion de MN

Se pueden ensamblar mononucleosomas por adicion de ADN nucleosdémico con cddigo de barras a la respectiva
variante de octamero purificado con SEC, seguido de didlisis con tampdn salino de alto a bajo usando
procedimientos descritos (Dyer et al., 2004; Luger et al., 1999). Esto puede estar seguido de una etapa de
purificacién, tal como electroforesis en gel preparativa o cromatografia de intercambio iénico.

Se puede determinar una proporcién de ADN a octamero correcta experimentalmente para un ensamblaje de MN o
CA con éxito (Dyer et al., 2004; Luger et al,, 1999). Para la produccion a gran escala donde se predetermina la
proporcion, el procedimiento se puede acelerar por automatizacion.

De forma alternativa, se pueden realizar ensamblajes de MN en una forma de alto rendimiento tan solo en tres dias
con un nuevo protocolo basado en el uso de ADN de tampodn, tal como la secuencia de ADN MMTV (Flaus y
Richmond, 1998). Se instala un asa con afinidad de biotina en el extremo 5' del ADN MMTV por PCR (fig. 9b), lo que
facilita la retirada de complejos histona-MMTV ensamblados incorrectamente y ADN MMTV potencialmente libre, y
elimina por tanto las siguientes etapas limitantes del tiempo y el material: (1) requisito de purificacion del octamero
de histona antes del ensamblaje de nucleosoma, tal como por SEC; y (2) pruebas de proporcién ADN a octamero
empiricas. Este nuevo protocolo permite la preparacion de material en una escala de ensamblaje de nucleosoma y
octamero de histona muy pequefia (1 nmol de cada respectiva histona, pero se puede incrementar o disminuir
ademas, en caso necesario) de forma altamente paralelizada de decenas, cientos y potencialmente miles de
variantes de nucleosomas. Tipicamente, se realizan ensamblajes de nucleosomas en una escala de decenas de
pmol (por ejemplo, 49 pmol), pero esto se puede aumentar o reducir a escala, dependiendo de la aplicacion
necesaria. Tipicamente, se combina 1 equivalente (eq) (por ejemplo, 49 pmol) de los respectivos octameros (por
ejemplo, de un banco de octameros 39-mero) individualmente con 0,6 eq (con respecto al octdmero del ADN 601
nucleosémico) (por ejemplo, 29 pmol) de ADN con cédigo de barras ('BC-601') y 0,4 eq (con respecto a octameros)
(por ejemplo, 20 pmol) de ADN BIO-MMTV a una concentracion de octdmero de aproximadamente 0,7 uM (por
ejemplo, volumen total de aproximadamente 70uM pmol) en tampoén de replegado (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 a 4 °C,
NaCl 2 M, EDTA 1 mM, DTT 1 mM) a 4 °C. Los ensamblajes de MN se pueden realizar usando (1) la dilucién, (2) la
dialisis en etapas, o (3) el procedimiento de dialisis continua como se describe (Dyer et al., 2004; Luger et al., 1999).
En este caso particular, se empled una didlisis continua usando una bomba peristéltica. Por ejemplo, se pueden
disponer las mezclas del ensamblaje de MN en botones de dialisis MINI y dializar frente a 200 ml de tamp6n de
inicio MN (KCI 1,4 M, Tris-HCI 10 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM) durante 1 h a 4 °C en agitacién. Durante
un transcurso de aproximadamente 6 h, se afaden 320 ml de tampén terminador de MN (KCI 10 mM, Tris-HCI
10 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM) a una tasa de 1,0 ml/min en agitacion, y se dializan las mezclas frente a
ese tampdn resultante durante otra hora en agitacion a 4 °C. Posteriormente, se dializan las mezclas frente a 2x
200 ml de tamp6n terminador de MN (una etapa durante 1 h, la otra durante al menos 4 h en agitacién a 4 °C). Se
transfieren las mezclas a tubos Eppendorf, se hacen girar a 17.000 g durante al menos 5 min a 4 °C para retirar los
precipitados, los sobrenadantes se transfieren a tubos limpios y se complementan con inhibidores de proteasas,
tales como fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0,5 MM (PMSF). Se eliminan los MN ensamblados del ADN MMTV (en
forma libre y/o unidos a histonas) incubando las soluciones con cantidades suficientes de perlas recubiertas de
estreptavidina durante 1 h a temperatura ambiente (TA) en un nutador de extremo a extremo. Se eliminan las
soluciones de las perlas y se hace girar a 17.000 g durante al menos 5 min a 4 °C para retirar los precipitados. Se
transfieren los sobrenadantes en tubos limpios. Se realiza la cuantificacion de los MN finales usando la absorbancia
del ADN ds nucleosémico a 260 nm con una sustraccion de fondo a 340 nm. Se pueden obtener los coeficientes de
extincion calculados usando sitios web tales como el sitio web biophysics.idtdna.com/UVSpectrum.html. Para
analizar la calidad de los MN resultantes, tipicamente se complementan 0,5 pmol de MN resultantes con
aproximadamente un 15 % v/v de sacarosa y se analiza por electroforesis en gel de poliacrilamida natural y tincién
por EtBr. Se realiza la visualizaciéon usando el ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare). Para el almacenamiento, se
anade un 20 % v/v de glicerol, y los MN o bien se dividen en alicuotas de 3 pmol, se someten a ultracongelado
rapido y se almacenan a -80 °C de forma individual o combinada en proporciones equimolares, se concentra usando
un concentrador de proteinas (Vivaspin 500, valor de corte 10.000 Da) a aproximadamente 1,0 uM (concentracion de
nucleosoma total), se dividen en alicuotas de 3 pmol, se someten a ultracongelado rapido y se almacenan a -80 °C.
En general, se pueden preparar nucleosomas en tan solo tres dias, comenzando a partir de histonas recombinantes
y/o sintéticas, de forma altamente paralelizada, en la escala de decenas, cientos y potencialmente miles de variantes
en el margen temporal descrito con robdética disponible.

(5) Formacion de CA
Una matriz uniforme con un solo tipo de subunidad de MN (o variante) se puede ensamblar de forma similar al (4)
anterior. En una matriz no uniforme, esta presente mas de un tipo de subunidad de MN, y los MN se ensamblan

individualmente y se fijan entre si en una secuencia definida usando fijacion de ADN con salientes de ADN Unicos
(Blacketer, Feely y Shogren-Knaak, 2010). En algunas matrices, cada MN puede ser Unico en sus modificaciones.
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(6) Formacion de bancos de MN o CA: agrupamiento de MN modificados deseados MN en concentraciones
deseadas

Se puede formar un banco por adicion de MN/CA con cédigos de barras de ADN de forma Unica para dar una
composicién deseada de los bancos. Las proporciones de los miembros de banco pueden ser equimolares o bien no
equimolares, por ejemplo para recapitular las diferentes distribuciones de tipos de MN/CA, es decir, estados de
cromatina, in vivo.

Se puede usar una etapa de purificacion para purificar los miembros de banco, en caso necesario, por ejemplo por
electroforesis en gel preparativa, intercambio i6nico o filtracion en gel (Bao, Chakravarthy, Muthurajan y Luger,
2003). Puesto que a los MN y CA se les aplica codigos de barras, el banco agrupado resultante se puede purificar
en una etapa.

Un banco puede incluir recipientes separados para cada miembro de MN o CA, o puede incluir miembros de MN o
CA multiples en un Unico recipiente, o puede incluir todos los miembros de un banco o subbanco en un Unico
recipiente. Un banco puede incluir tanto MN como CA.

(7) Aislamiento, identificacion y cuantificacion de miembros de banco con propiedades bioquimicas o
biofisicas deseadas

(a) Ensayo bioquimico o biofisico sobre el banco de MN/CA codificado.

Los procedimientos para los ensayos bioquimicos o biofisicos a continuacién se describen para bancos de MN, pero
se pueden aplicar a bancos de CA de forma idéntica.

(i) Perfil de union de un lector de cromatina

Se inmoviliza un lector de cromatina (recombinante o derivado de un extracto celular nuclear) sobre un soporte
solido, por ejemplo a través de una marca de afinidad o inmunoprecipitacion, y se incuba con el banco de
nucleosomas en tampones proteicos estandar. Estos incluyen tampdn 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol (Tris),
tampon fosfato y tampoén acido (4-(2-hidroxietil)-1-piperacinetanosulfénico (Hepes), a un pH proximo a neutro (tal
como 6,5-8), y deben contener todos los reactivos y cofactores adicionales requeridos para (a) la estabilidad e
integridad de nucleosomas (tales como reactivos reductores, inhibidores de proteasas), estabilidad del lector de
cromatina (tales como glicerol, sales), y (c) la especificidad del evento de union (tales como sales o detergentes). La
incubacién se realiza tipicamente a una concentracion de nucleosoma total de decenas de nM en un volumen de
pocos cientos de pl, pero ambas cantidades se pueden incrementar o disminuir. La temperatura de incubacion es
tipicamente de 4 °C, pero puede ser cualquier entre 4 °C y una temperatura que todavia se tolere por el lector de
nucleosoma y cromatina, tal como 37 °C. El tiempo de incubacion es tipicamente de 4 h, cuando el experimento se
realiza a 4 °C, pero se puede ajustar al experimento especifico. De forma alternativa, los eventos de unién entre el
lector de cromatina y el/los nucleosoma(s) se pueden realizar primero en solucién, y la inmovilizacién de los
complejos lector de cromatina-nucleosoma se puede realizar después de esto.

(ii) Patron de modificacion enzimatica de un escritor y borrador de cromatina

Se incuba un escritor de cromatina (recombinante o derivado de un extracto celular nuclear) con el banco de
nucleosomas en tampones proteicos estandar. Estos incluyen tampdn 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol (Tris),
tampon fosfato, y tampén acido (4-(2-hidroxietil)-1-piperacinetanosulfénico (Hepes), a un pH préximo a neutro (tal
como 6,5-8), y debe contener todos los reactivos y cofactores adicionales requeridos para (a) la estabilidad e
integridad de nucleosomas (tales como reactivos reductores, inhibidores de proteasas), (b) la reaccion enzimatica
(tales como sustratos, por ejemplo ATP, SAM y/o AcCoA), (c) la estabilidad de las enzimas (tales como sales o
glicerol), (d) la estabilidad de los productos de reaccion (por ejemplo inhibidores de la reaccion inversa, por ejemplo
inhibidores HDAC cuando sigue una reducir de histona acetiltransferasas), y (e) la especificidad de la etapa de
inmunoprecipitacién posterior (tales como sales, glicerol o detergentes). La reaccion se realiza tipicamente a una
concentracion de nucleosoma total de decenas de nM en un volumen de pocas decenas de pl a concentraciones
enzimaticas apropiadas, pero se puede incrementar o disminuir como se desee. La temperatura de incubacion es
tipicamente de 25-37 °C, pero puede ser cualquiera entre 4 °C y una temperatura que todavia se tolere por el
escritor de nucleosoma y cromatina. El tiempo de incubacion es tipicamente de 10-60 min, cuando el experimento se
realiza a 30 °C, pero se puede ajustar al experimento especifico. Posteriormente, se afade un anticuerpo que se
une a un aminodcido enzimaticamente modificado dentro de la secuencia de histona, tipicamente a una
concentraciéon de pocas decenas de pg/ml durante 1 h a TA. Posteriormente, se capturan los complejos anticuerpo-
nucleosoma por perlas de proteina G o A por incubacién durante tipicamente 1,5 horas a TA. De forma alternativa, la
etapa de unién entre el anticuerpo y el/los nucleosoma(s) enzimaticamente modificado(s) se puede realizar en
solucion, y la inmovilizacion de los complejos anticuerpo-nucleosoma se puede realizar después de esto. Para un
borrador, los sustratos de nucleosomas que no se modificaron se reducen por inmunoprecipitacion con un
anticuerpo frente a la marca retirada en consecuencia.
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(b) Aislamiento de ADN

La separacién del ADN de matriz o nucleosémico de las proteinas asociadas se puede realizar por procedimientos
estandar, tales como por digestién proteica, tal como tratamiento con proteinasa K, que esta seguido de purificacion
de ADN (por ejemplo, kit de purificacion de PCR de Qiagen). La cantidad de ADN absoluta se puede determinar
usando técnicas de cuantificacion de ADN, tales como por espectrometria UV, o hibridacion de sondas
fluorescentes, tales como Qubit o gPCR.

(c) Descodificacion de codigos de barras usando hibridacion de micromatrices

La descodificacion se puede lograr usando un chip de micromatriz con las secuencias de ADN inmovilizadas usando
procedimientos estandar (Heller, 2002).

(d) Multiplexacion y descodificacion de cédigos de barras usando secuenciacion de ADN

Los sitios de cebado de secuenciacion directo (FW) e inverso (RV) se pueden incluir durante la preparacion de ADN
de matriz o nucleosémico usando metodologias tales como PCR, clonacién molecular o fijacion de ADN. De forma
alternativa, los sitios de cebado se pueden afnadir después de la formacién de MN o CA y la unién o el experimento
enzimatico usando PCR o fijacion de ADN, lo que permite la insercién simultdnea de un cddigo de barras de
multiplexacion que codifica un experimento especifico. Una combinacién de unién pre y posexperimental de sitios de
cebado es factible. El banco de ADN resultante, que contiene por tanto coédigos de barras de nucleosomas con una
propiedad bioquimica o biofisica dada, se puede agrupar, someter a un secuenciador de préxima generacion, y se
puede lograr la descodificacion de las lecturas de secuenciacion (como se ejemplifica por la secuenciacion
lonTorrent® en los ejemplos especificos mostrados) clasificando los datos de acuerdo con la lista de cddigos de
barras mudltiples experimentales en primer lugar, seguido de la clasificacién de acuerdo con la lista de cédigos de
barras de nucleosoma y la normalizacién de la entrada del banco, tal como por la herramienta divisora de codigo de
barras Fastx Toolkit, sitio web hannonlab.cshl.edu/fastx toolkit/ind3ex.html (fig. 10d).

En el modo de realizacién mostrado en la fig. 10a y 10b, el sitio de cebado FW (compatible con la posterior etapa de
secuenciacion de proxima generacion por lonTorrent® (Rothberg et al., 2011)) se incluye durante la etapa de PCR
para generar el ADN 601 nucleosémico con cédigo de barras con un sitio de cebado FW de 30 pb (fig. 10a) o se fija
junto con el cédigo de barras de nucleosoma al bloque constitutivo de 601 nucleosémico 601 por fijacion de ADN T4
('BC-601", fig. 10b). Después del aislamiento de ADN después del experimento bioquimico apropiado, el sitio de
cebado del adaptador RV de 23 pb compatible con el posterior secuenciador de préxima generacion lonTorrent®
(Rothberg et al., 2011) asi como el cédigo de barras miltiple (experimento) de 6 pb asi como las primeras 10 pb del
sitio de cebado FW lonTorrent® se afiaden por una etapa de PCR posterior (fig. 10c).

El uso de secuenciacion de ADN para una lectura requiere material minimo. Sin embargo, se requiere una
determinada cantidad para producir los octameros de histona y MN, y para los experimentos de precipitacion, por
ejemplo usando perlas, y otras técnicas que se pueden usar para proporcionar resultados de alto rendimiento. Estos
incluyen implementar dispositivos de microfluidos (Weibel y Whitesides, 2006; Whitesides, 2006) para paralelizar y
miniaturizar la formacion de MN y octdmeros, y también para proporcionar funcionamientos de alto rendimiento
usando los bancos para pruebas de creacion de perfiles y cribado.

Los modos de realizacién de la invencién incluyen un kit que contiene bancos de MN o CA definidos que se pueden
producir y distribuir y usar para crear perfiles interactuantes y/o modificadores de cromatina y para cribar moléculas
que modulan su actividad. Los kits, composiciones y procedimientos de la invencién se pueden usar para el
descubrimiento y creacion de perfiles de interactuantes y/o modificadores de cromatina existentes o nuevos; como
herramienta de diagnéstico para el andlisis de firmas epigenéticas de una linea celular dada, incluyendo las
derivadas de pacientes con cancer humanos; y para el descubrimiento y creacién de perfiles de farmacos
epigenéticos existentes o nuevos.

Con el uso de las técnicas descritas aqui, se pueden preparar mononucleosomas y matrices de cromatina que
tienen cualquier modificacion deseada en tipo y nimero, ya sea a la histona y proteina distinta de histona, el ADN de
matriz 0 nucleosémico, o combinaciones de los mismos. Con hasta aproximadamente 100 modificaciones posibles
en las proteinas histonas solas, la combinatoria es extremadamente alta. Sin embargo, solo un nimero limitado de
las modificaciones y combinaciones son biolégicamente relevantes. Por tanto, un banco seleccionado puede tener
solo cientos de combinaciones de modificaciones de histonas, correspondientes al conjunto limitado de
modificaciones biolégicamente relevantes tipicamente encontrado en eucariotas. Es decir, para la eficacia y
relevancia bioldgica, los bancos pueden excluir las modificaciones de histonas postraduccionales no naturales y las
modificaciones no naturales de ADN en mononucleosomas. Por ejemplo, las modificaciones se pueden basar en las
encontradas en seres humanos y/o levadura.

Los mononucleosomas y matrices de cromatina pueden diferir de la cromatina natural en varias formas, incluyendo

el uso de un cddigo de barras sintético correlacionado con la sintesis y modificacion del nucleosoma o matriz, una
NPS sintética fuerte, sitios de reconocimiento de ADN y/u otras secuencias de ADN sintéticas. Tienen normalmente
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alta estabilidad y homogeneidad, lo que permite experimentos controlados sin variables de confusion tales como
diferentes secuencias de ADN en cada nucleosoma, o desacoplamiento de ADN de la proteina y "reordenamiento”
de los mononucleosomas sintéticos. Las matrices de cromatina pueden tener un nimero N preciso y predeterminado
de unidades de nucleosoma, donde N es 2-96. Todos estos rasgos caracteristicos son importantes para el analisis
de alto rendimiento.

Se pueden usar ordenadores para analizar las grandes cantidades de datos que se pueden requerir para algunos
andlisis de alto rendimiento, tal como el andlisis de resultados de grandes cantidades de secuencias de ADN.

Por ejemplo, se puede usar un medio legible por ordenador no transitorio, que comprende instrucciones que, cuando
se ejecutan por un ordenador, hacen que el ordenador

a) identifique la presencia y localizacion de un cédigo de barras de interés que codifica el experimento particular
(maltiple, o codigo de barras de experimento),

b) compare el codigo de barras obtenido en a) con una base de datos de cédigos de barras indexados con
respecto a un experimento particular,

¢) identifique la presencia y localizacién de un cédigo de barras de interés en un ADN de nucleosoma de un
nucleosoma sintético que ha interactuado con un interactuante o modificador de histona de interés (por ejemplo,
en una secuencia de ADN obtenida por secuenciacion el ADN de un punto de partida fijo en el ADN de
nucleosoma),

d) compare el cédigo de barras obtenido en c¢) con una base de datos de cddigos de barras indexados con
respecto a patrones particulares de modificaciones de nucleosomas en nucleosomas, y

e) identifique el patrén de modificaciones de nucleosomas asociadas con el cédigo de barras, determinando de
este modo la modificacién asociada con el interactuante o modificador.

Un experto reconocera las etapas adicionales que se realizan por el ordenador, u otra serie de etapas para llevar a
cabo otros procedimientos de la invencion.

También se describe un procedimiento para establecer la modificacion de nucleosomas asociada con el
interactuante o modificador de interés, que comprende

a) identificar por (en) un ordenador la presencia y localizacion de un codigo de barras de interés que codifica el
experimento particular (multiple, o cédigo de barras de experimento),

b) comparar el codigo de barras obtenido en a) con una base de datos de codigos de barras indexados con
respecto a un experimento particular,

¢) identificar la presencia y localizacién de un cédigo de barras de interés en un ADN de nucleosoma de un
nucleosoma sintético que ha interactuado con un interactuante o modificador de histona de interés (por ejemplo,
en una secuencia de ADN obtenida por secuenciacion el ADN de un punto de partida fijo en el ADN de
nucleosoma),

d) comparar el codigo de barras obtenido en c) con una base de datos de cédigos de barras indexados con
respecto a patrones particulares de modificaciones de nucleosomas en nucleosomas;y

e) identificar el patron de modificaciones de nucleosomas asociadas con el codigo de barras, determinando de
este modo la modificacion asociada con el interactuante o modificador.

También se describe un sistema para establecer la modificacion de nucleosomas asociada con el interactuante o
modificador de interés, que comprende

memoria y
un procesador configurado para

a) identificar la presencia y localizacion de un cédigo de barras de interés que codifica el experimento particular
(maltiple, o codigo de barras de experimento),

b) comparar el codigo de barras obtenido en a) con una base de datos de codigos de barras indexados con
respecto a un experimento particular,
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¢) identificar la presencia y localizacién de un cédigo de barras de interés en un ADN de nucleosoma de un
nucleosoma sintético que ha interactuado con un interactuante o modificador de histona de interés (por ejemplo,
en una secuencia de ADN obtenida por secuenciacion el ADN de un punto de partida fijo en el ADN de
nucleosoma),

d) comparar el codigo de barras obtenido en c) con una base de datos de cédigos de barras indexados con
respecto a patrones particulares de modificaciones de nucleosomas en nucleosomas (por ejemplo, con respecto
al experimento particular, tal como un multiple o un cédigo de barras de experimento), y

e) identificar el patron de modificaciones de nucleosomas asociadas con el codigo de barras, determinando de
este modo la modificacién asociada con el interactuante o modificador.

La figura 17 representa una arquitectura ejemplar para implementar un dispositivo informatico 1700 de acuerdo con
uno o mas modos de realizacidon, que se puede usar para implementar cualquiera de los dispositivos, o cualquier
otro sistema de ordenador o componente de dispositivo informatico de los mismos. Se apreciara que otros
dispositivos que se pueden usar con el dispositivo informatico 1700, tal como un cliente o un servidor, se pueden
configurar de forma similar. Como se ilustra en la fig. 17, el dispositivo informatico 1700 puede incluir un bus 1710,
un procesador 1720, una memoria 1730, una memoria de solo lectura (ROM) 1740, un dispositivo de
almacenamiento 1750, un dispositivo de entrada 1760, un dispositivo de salida 1770 y una interfaz de comunicacion
1780.

El bus 1710 puede incluir una o0 mas interconexiones que permiten la comunicacién entre los componentes del
dispositivo informatico 1700. El procesador 1720 puede incluir cualquier tipo de procesador, microprocesador o
l6gica de procesamiento que puede interpretar y ejecutar instrucciones (por ejemplo, una matriz de puertas
programable por campo (FPGA)). El procesador 1720 puede incluir un Unico dispositivo (por ejemplo, un Unico
nucleo) y/o un grupo de dispositivos (por ejemplo, multindcleo). La memoria 1730 puede incluir una memoria de
acceso aleatorio (RAM) u otro tipo de dispositivo de almacenamiento dinamico que puede almacenar informacion e
instrucciones para la ejecucién por el procesador 1720. La memoria 1730 también se puede usar para almacenar
variables temporales u otra informacién intermedia durante la ejecucion de las instrucciones por el procesador 1720.

La ROM 1740 puede incluir un dispositivo ROM y/u otro tipo de dispositivo de almacenamiento estatico que puede
almacenar informacion estatica e instrucciones para el procesador 1720. El dispositivo de almacenamiento 1750
puede incluir un disco magnético y/o disco éptico y su correspondiente unidad de disco para almacenar informacion
y/o instrucciones. El dispositivo de almacenamiento 1750 puede incluir un Unico dispositivo de almacenamiento o
multiples dispositivos de almacenamiento, tales como multiples dispositivos de almacenamiento que funcionan en
paralelo. Ademas, el dispositivo de almacenamiento 1750 puede residir localmente en el dispositivo informatico 1700
y/o puede ser remoto con respecto a un servidor y conectarse el mismo por medio de red y/u otro tipo de conexién,
tal como un enlace o canal dedicado.

El dispositivo de entrada 1760 puede incluir cualquier mecanismo o combinacion de mecanismos que permiten a un
operador introducir informacién al dispositivo informéatico 1700, tal como un teclado, un ratén, un dispositivo de
pantalla tactil, un micréfono, un dispositivo sefialador de tipo lapiz y/o un dispositivo de entrada biométrico, tal como
un dispositivo de reconocimiento de voz y/o un dispositivo de escaneo de huellas. El dispositivo de salida 1770
puede incluir cualquier mecanismo o combinacién de mecanismos que extrae informacién para el operador,
incluyendo una pantalla, una impresora, un altavoz, etc.

La interfaz de comunicacién 1780 puede incluir cualquier mecanismo de tipo transceptor que permite que el
dispositivo informatico 1700 se comunique con otros dispositivos y/o sistemas, tal como un cliente, un servidor, un
administrador de licencias, un proveedor, etc. Por ejemplo, la interfaz de comunicacion 1780 puede incluir una o mas
interfaces, tales como una primera interfaz acoplada a una red y/o una segunda interfaz acoplada a un administrador
de licencias. De forma alternativa, la interfaz de comunicacion 1780 puede incluir otros mecanismos (por ejemplo,
una interfaz inalambrica) para la comunicacion por medio de una red, tal como una red inaldmbrica. En un
equipamiento, la interfaz de comunicacién 1780 puede incluir légica para enviar codigo a un dispositivo de destino,
tal como un dispositivo de destino que puede incluir equipo fisico de uso general (por ejemplo, un factor de forma de
ordenador personal), equipo fisico dedicado (por ejemplo, un dispositivo de procesamiento de sefial digital (DSP)
adaptado para ejecutar una version compilada de un modelo o una parte de un modelo), etc.

El dispositivo informatico 1700 puede realizar determinadas funciones en respuesta al procesador 1720 ejecutar
instrucciones de programas informaticos contenidas en un medio legible por ordenador, tal como la memoria 1730.
En modos de realizaciéon alternativos, se pueden usar circuitos cableados en lugar de o en combinacién con
instrucciones de programas informaticos para implementar rasgos caracteristicos consecuentes con los principios de
la divulgacion. Por tanto, las implementaciones consecuentes con los principios de la divulgacién no se limitan a
cualquier combinacién especifica de circuitos de equipos fisicos y programas informaticos.

Los modos de realizacién ejemplares se pueden realizar de muchas formas diferentes como un componente de
programa informatico. Por ejemplo, puede ser un paquete informatico independiente, una combinacion de paquetes
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informaticos, o puede ser un paquete informatico incorporado como una "herramienta” en un producto de programa
informatico méas grande. Se puede descargar de una red, por ejemplo, un sitio web, como un producto independiente
0 como un paquete de complemento para su instalacién en una aplicacion informatica existente. También puede
estar disponible como aplicacién informatica cliente-servidor, o como una aplicacién informatica habilitada para web.
También se puede realizar como un paquete informatico en un dispositivo fisico.

Se han expuesto numerosos detalles especificos para proporcionar una comprension completa de los modos de
realizacién. Sin embargo, se entendera que se pueden practicar los modos de realizacion sin estos detalles
especificos. En otros casos, no se han descrito en detalle funcionamientos, componentes y circuitos bien conocidos
para no confundir los modos de realizacion. Se puede apreciar que los detalles estructurales y funcionales
especificos son representativos y no limitan necesariamente el alcance de los modos de realizacion.

Aunque se pueden ilustrar y describir algunos modos de realizacion que comprenden médulos o componentes
funcionales ejemplares que realizan diversos funcionamientos, se puede apreciar que se pueden implementar dichos
médulos o componentes por uno o mas componentes de equipos fisicos, componentes de programas informaticos
y/o combinacién de los mismos. Los médulos y/o componentes funcionales se pueden implementar, por ejemplo, por
I6gica (por ejemplo, instrucciones, datos y/o c6digo) que se va a ejecutar por un dispositivo l6gico (por ejemplo,
procesador). Dicha légica se puede almacenar de forma interna o externa a un dispositivo l6gico en uno o mas tipos
de medios de almacenamiento legible por ordenador.

Algunos modos de realizacion pueden comprender un articulo de fabricacion. Un articulo de fabricacion puede
comprender un medio de almacenamiento para almacenar légica. Los ejemplos de un medio de almacenamiento
pueden incluir uno o mas tipos de medios de almacenamiento legibles por ordenador que pueden almacenar datos
electronicos, incluyendo memoria volatil o memoria no volatil, memoria extraible o no extraible, memoria borrable o
no borrable, memoria grabable o regrabable, etcétera. Los ejemplos de medios de almacenamiento incluyen discos
duros, unidades de discos, unidades de estado sdlido y cualquier otro medio de almacenamiento tangible.

También se apreciara que los modos de realizacién descritos ilustran implementaciones ejemplares, y que los
médulos y/o componentes funcionales se pueden implementar de otras diversas formas que sean consecuentes con
los modos de realizacion descritos. Ademas, los funcionamientos realizados por dichos médulos o componentes se
pueden combinar y/o separar para una implementacién dada y se pueden realizar por un nilmero mayor o nimero
menor de médulos 0 componentes.

Algunas de las figuras pueden incluir un diagrama de flujo. Aunque dichas figuras pueden incluir un flujo légico
particular, se puede apreciar que el flujo légico proporciona simplemente una implementacién ejemplar de la
funcionalidad general. Ademas, el flujo l6gico no se tiene que ejecutar necesariamente en el orden presentado a
menos que se indique de otro modo. Ademas, el flujo légico se puede implementar por un elemento fisico, un
elemento informatico ejecutado por un procesador, o cualquier combinacion de los mismos.

EJEMPLOS

Los siguientes experimentos demuestran la viabilidad de la estrategia de aplicacion de cddigos de barras para
codificar la composicion de variantes de MN para la identificacion del patrén de PTM preferente en el contexto
nucleosémico de un lector de histona, un escritor de histona y la actividad de lectura, escritura y borrado de histona
combinadas de un lisado celular nuclear derivado de células 293T humanas, que se puede lograr en una semana,
comenzando a partir de histonas recombinantes y/o sintéticas disponibles (11ay b).

Se generé un banco de 39 miembros de variantes de MN con coédigo de barras individual, que contiene
combinaciones de histonas wt y/o las histonas modificadas H2A, H2B, H3 y H4 (fig. 12a).

Se expresaron las histonas humanas wt en E.coli y se purificaron usando metodologias descritas (Dyer et al., 2004;
Luger et al., 1999). Se prepararon las histonas H2A, H2B, H3 y H4 humanas modificadas usando NCL de péptidos N
terminales preparados por sintesis peptidica en fase sélida e histonas truncadas de forma N terminal recombinantes
con una cisteina N terminal (fig. 9a) (Dawson y Kent, 2000; Fierz et al., 2011; Fierz, Kilic, Hieb, Luger y Muir, 2012)
con las siguientes PTM: ubiquitinacién de lisina (ub) en K119 y K120 para H2A y H2B, respectivamente, trimetilacion
de lisina (me3) en K4, K9, K27 asi como pentaacetilacion de lisina (acpoli, K9/14/18/23/27ac) para H3, y
monoacetilacién de lisina (ac) en K5, K8, K12, K16, K20, asi como pentaacetilacion de lisina (H4Kacs,
K5/8/12/16/20ac) para H4. Se purificaron las proteinas por HPLC de fase inversa C18 hasta una pureza de un >
95 %, como se estima por ESI-EM. Se combinaron las histonas para formar 39 nucleosomas con diferentes
combinaciones de PTM (para una lista completa, véase la fig. 12b).

Se us6 fijacion de ADN T4 para unir los cédigos de barras de MN, junto con los nucleétidos 10-30 del sitio de cebado
FW compatible con el secuenciador lonTorrent® (Rothberg et al., 2011), a las secuencias de ADN 601 nucleosémico
en el extremo 5' para codificar cada variante de MN Unica, dando como resultado moléculas de ADN que contenian
un sitio de cebado FW de 20 pb (con un saliente 5'-AA-3' monocatenario (ss) en el extremo 3' de la hebra de ADN
inferior), un cédigo de barras de 6 pb (que codifica la variante de MN respectiva), un fijador de 4 pb (que se origina
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del sitio de fijacion de ADN Bsal no palindrémico), la secuencia de ADN nucleosémico 601 de 147 pb, y un apéndice
5'-CAC-3' de 3 nt en el extremo 3' de la hebra de ADN superior como resultado de la digestion de restriccion Dralll
del ADN nucleosémico 601 (fig. 10b). En particular, se preparé el bloque constitutivo de 601 de 147 pb que contiene
un saliente 5'-Bsal y un 3'-Dralll por digestién de un fragmento de ADN producido por (a) Phusion PCR usando un
molde de ADN 601 (Lowary y Widom, 1998) (cebadores purificados por HPLC; cebador FW: 5'-
ACCCTAGGTCTCTGATGCTGGAGAATCCCGGTGCCGAGG-3' (SEQ ID NO: 2), cebador RV: 5-
CTACCACATCGTGGGATGTATATATCTGACACGTGCCTGG-3') (SEQ ID NO: 3) o de (b) un plasmido que contiene
12 copias de la secuencia deseada (flanqueada por sitios EcoRV en cada lado; secuencia completa de 1 unidad
repetitiva: 5-GATATCACCCTAGGTCTCTGATGCTGGAGAATCCCGGTGCCGAGGCCGCTCAATTG
GTCGTAGACAGCTCTAGCACCGCTTAAACGCACGTACGCGCTGTCCCCCGCGTTTTA
ACCGCCAAGGGGATTACTCCCTAGTCTCCAGGCACGTGTCAGATATATACATCCTGT
CACGCGGTGAACAGCGATATC -3') (SEQ ID NO: 4). Se produjo el producto de PCR a una escala de 500 mg y se
purificé usando un kit de purificacién de PCR de Qiagen. Se digirié el producto de PCR a 20 °C durante 20 h con
Bsal y Dralll (0,5 mg de ADN en un volumen total de 0,5 ml que contenia 100 U/ml de cada enzima de restriccion)
para liberar la secuencia de 601 de 147 pb, se purificé usando un kit de purificacion de PCR de Qiagen, se precipitd
con etanol (70 % vol), se redisolvié en tampén de elucién (Tris-HCI 10 mM, pH 8,5, EB), se cuantific6 por
espectroscopia UV a 260 nm con sustraccion de fondo a 340 nm (g = 2407002 I*mol *cm™), y se almacend en
alicuotas a -80 °C. Se produjo el plasmido en células competentes DH5a en una escala ca 1|y se purificé usando
un kit Qiafilter Plasmid Giga de Qiagen. Se digiri6 el plasmido a 20 °C durante 20 h con Bsal y Dralll para liberar la
secuencia 601 de 147 pb (5 mg de ADN en un volumen total de 5 ml que contenia 100 U/ml de cada enzima de
restriccion). Se purificaron las reacciones de digestién por electroforesis con acrilamida y precipitacién del producto
purificado usando un 70 % vol. de etanol. Se redisolvié el sedimento en EB, se cuantificé por espectroscopia UV a
260 nm con sustraccién de fondo a 340 nm (e = 2407002 I*mol"*cm™") y se almacené en alicuotas a -80 °C. Se
produjo el ADN ds FW-iT10.30-BC-MN hibridando cantidades iguales de 5'-CCTGCGTGTCTCCGACTCAGHXXXXH-3'
(SEQ ID NO: 5) (hebra superior) y 5'-CATCDXXXXDCTGAGTCGGAGACACGCAGGAA-3' (SEQ ID NO: 6) (hebra
inferior) por incubacién a 95 °C durante 5 min y se enfri6 lentamente hasta TA durante 1 h (fig. 10b). En una reaccion
de fijacién tipica, se combinaron 1,25 uM del bloque constitutivo de 601 con 1,1 eq FW-iT10.30 ds y se incub6 con
0,1 U/ul polinucledtido cinasa (PNK) en un volumen de 800 ul de tampoén ligasa T4 durante 1h a 37 °C.
Posteriormente, se afnadieron 10 U/ul de ADN ligasa T4 y se incubd durante 1 h a TA (fig. 10b). Se controld la
reaccion de fijacion por electroforesis en gel natural seguido de tincién de ADN con bromuro de etidio (gel de
acrilamida al 5 %, 200 V, 40 min; fig. 12c). Se purificé el producto final usando un kit de purificacion de PCR de
Qiagen, se eluy6 con 50 pl de EB, y se cuantificd por espectroscopia UV a 260 nm con sustraccion de fondo a
340 nm (¢ = 2886629 I*mol*cm™). Se prepard el ADN BIO-MMTV por Phusion PCR usando un molde de ADN
MMTV (Flaus y Richmond, 1998) con los siguientes cebadores: 5'-biotina-
TATCACTTGCAACAGTCCTAACATTCACCTC-3' (SEQ ID NO: 7) (cebador FW) y 5'-
ATCCAAAAAACTGTGCCGCAGTCGG-3' (SEQ ID NO: 8) (cebador RV). Se purificé el producto de PCR usando un
kit de purificacion de PCR de QIAGEN seguido de precipitacion usando 70 % vol. de etanol, redisolviendo el
sedimento en EB, se cuantificé por espectroscopia UV a 260 nm con sustracciéon de fondo a 340 nm (¢ =
2414925 I*mol"*cm™), y se almacené en alicuotas a -80 °C.

Se ensamblaron los octameros con las respectivas variantes de histonas replegando cantidades estequiométricas de
histonas individuales de GdmHCI a una escala de 1nmol (con respecto a cada variante de histona,
aproximadamente 50 pg de histona total, dependiendo de la variante de histona)) sin purificaciéon adicional (fig. 9b).
Se midieron las concentraciones por espectrometria UV a 280 nm y sustraccion de fondo a 300 nm (coeficientes de
extincion: guoa = 4470 I*mol"*cm"; eqo = 7450 I*mol"*cm’1; eqs = 4470 I*moI'“cm"; ens = 5960 I*mol’1*cm'1). Se
mezclaron las histonas en proporciones equimolares en hielo en aproximadamente 55 pl de tampén de desplegado
(cloruro de guanidinio 6 M, Tris-HCI 20 mM, pH 7,5 a 4 °C, Na-EDTA 1 mM, DTT 1 mM) para proporcionar una
concentracién de proteina total de aproximadamente 1 mg/ml. Se dispusieron las mezclas en botones de dialisis
MINI (valor de corte 3.500 Da) y se dializ6 frente a 3x 600 ml de tampén de replegado (NaCl 2 M, Tris-HCI 10 mM,
pH 7,5 a4 °C, Na-EDTA 1 mM, DTT 1 mM) durante al menos 4 h cada una a 4 °C, con una etapa de didlisis durante
la noche. Al dia siguiente, las mezclas se transfirieron a tubos Eppendorf y se hacen girar a 17.000 g durante al
menos 5 min a 4 °C para retirar precipitados. Se transfirieron los sobrenadantes a tubos limpios. Se afadié glicerol al
50 % (v/v), y se midieron las concentraciones de octameros usando su absorcion UV (goctamero = 35760 I*mor"*cm'1)
y estuvieron tipicamente en el intervalo de 2-5 uM. Se proces6 directamente una fraccién de los octameros para los
ensamblajes de MN, y se almacené el resto a -20 °C. Los rendimientos tipicos fueron de un 60-80 % para dar
aproximadamente 300-400 pmol de octameros de histona.

En este caso particular, solo se us6 una fraccién de los octdmeros de histona disponibles para el ensamblaje de
nucleosoma adicional. Se combinaron octameros de histona apropiados a una concentracién de aproximadamente
1,0 uM en 70 pl de tamp6n de reconstituciéon con 0,6 uM de ADN 'BC-601' con codigo de barras (fig. 9b) y 0,4 uM de
ADN BIO-MMTYV tampén a 4 °C. Se transfirié la mezcla a una unidad de dialisis Slide-A-Lyzer MINI y se dializé a
4 °C frente a tampdn de reconstitucion que contenia 200 ml de KCI 1,4 M durante 1 h. Posteriormente, se afadieron
330 ml de tampon que contenia KCI 10 mM a una tasa de 1 ml/min, seguido de dos etapas de dialisis finales frente a
un tampon de reconstitucion que contenia KCI 10 mM (1 h y durante la noche). Se logré la purificacién de complejos
de histona ensamblados no productivamente y BIO-MMTV potencialmente libre por purificacién por afinidad con
estreptavidina usando 50 ul de MyOne Dynabeads (Invitrogen) durante 1 h a TA, seguido de la adicion de un 20 %
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vol. de glicerol y PMSF 0,5 mM. Se evalu6 la calidad de los nucleosomas por separacién en un gel de acrilamida al
5 % pasado en 0,5 x tampdn Tris/borato/EDTA (TBE) (200 V, 40 min), seguido de tincién de ADN con bromuro de
etidio (fig. 13, izquierda). Se cuantificaron los MN por espectroscopia UV a 260 nm con sustraccion de fondo a
340 nm (¢ = 2886629 I*mol'1*cm'1). Se combinaron los nucleosomas con cédigo de barras en proporciones
equimolares para formar el banco y se concentrdé usando unidades de filtro centrifugo Vivaspin 500 (valor de corte
de peso molecular 10.000 Da). Se ultracongelé el banco de nucleosomas en alicuotas a una concentracién de
aproximadamente 1 uM y se almacené a - 80 °C. Los rendimientos tipicos estuvieron préximos a un 60 %, dando
como resultado un rendimiento global de aproximadamente un 40 %, comenzando a partir de las histonas
individuales. Por ejemplo, 1 nmol de cada histona proporcionaria aproximadamente 200 pmoles de nucleosomas
finales, lo que es suficiente para aproximadamente 1000 experimentos de unidon a lectores de histonas (véase el
ejemplo 1Ay 1B), o > 10.000 experimentos de escritores de histonas enzimaticos (véase el ejemplo 2 y 3).

Se evalud la integridad del banco de MN agrupado después del almacenamiento prolongado durante > 1 mes a 4 °C
por PAGE natural, seguido de tincion de ADN por bromuro de etidio (fig. 13, derecha). Adicionalmente, se sondaron
los nucleosomas individuales para determinar su estabilidad en soluciéon, en particular con respecto al
reordenamiento de ADN. Por lo tanto, se inmunoprecipité el banco con anticuerpos especificos dirigidos frente a una
marca preinstalada, a-H3K4me3 (abcam, ab8580). Se complementaron 15 pl de una mezcla de nucleosomas de
banco (total) 30 nM (es decir, 12 fmoles de cada variante de MN por precipitacion de anticuerpo) en tamp6n (Tris
50 mM, pH 8,0, EDTA 0,1 mM, PMSF 1 mM, Na-butirato 100 mM, glicerol al 10 %, DTT 1 mM) con el anticuerpo a-
H3K4me3 en un volumen total de 100 pl de tampén de anticuerpo (AB) (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 50 mM, EDTA
5 mM) para dar una concentraciéon de anticuerpo final de 15 pug/ml, y se incubd a TA durante 1 h en un rotor de
extremo a extremo. Posteriormente, se afiadieron 100 pl de tampdn AB asi como 10 pl de una suspension de perlas
de proteina G (Invitrogen y se incubd la mezcla en un rotor de extremo a extremo durante 1 h a TA. Se lavaron las
perlas 4 veces con 200 pl de tampén AB, y se eluy6 el ADN usando 100 pl de tampdn de elucion de ADN (Tris
100 mM, pH 7,8, EDTA 10 mM, SDS al 1 % SDS, B-mercaptoetanol 10 mM (BME), 200 ug/ml de proteinasa K, NEB)
durante 1,5 h a 50 °C y se purificé usando el kit de purificacién de PCR de Qiagen. Se eluy6 el ADN de precipitacion
resultante con 50 pl de tampén EB y se cuantificé por el kit de cuantificacion de ADN de alta sensibilidad Qubit
(Invitrogen). Se diluydé el ADN con H>O hasta una concentracion final de 2 pg/ul (los factores de dilucion del
respectivo experimento se consideraron después durante el andlisis de los datos de secuenciacion, véase a
continuacion). Las muestras de entrada (10-50 % de la entrada de banco inicial, dependiendo del experimento) se
procesaron de forma idéntica. Se produjo una mezcla estandar interna para la etapa de PCR de multiplexacién por
Phusion PCR usando un molde  de 601 y los  siguientes  cebadores: FW: 5'-
CCTGCGTGTCTCCGACTCAGXXXXXXGATGCTGGAGAATCCCGGTGCCGAGG-3' (SEQ ID NO: 9) (A estandar:
CTCAGT, B estandar: CATGCT, C estandar: TGAGTC, D estandar: ACTGCA); RV: 5'-
GTGACAGGATGTATATATCTGACACGTGCCTGG-3' (SEQ ID NO: 10). Se purificaron los productos de PCR
usando un kit de purificaciéon Qiagen, se eluy6 con tampén de ADN EB, se cuantificé usando el kit de cuantificacion
de ADN de alta sensibilidad Qubit (Invitrogen), y se mezcl6é en EB hasta una concentracion de ADN total de 2 pg/ul
con la siguiente distribucion: 1.000 eq de A estandar, 100 eq de B estandar, 10 eq de C estandar y 1 eq de D
estandar.

En una reaccion de PCR mdltiple tipica, se combinaron 9 pg de cada ADN de precipitacion con 1 pg de la mezcla
estandar interna en presencia de 0,01 U/pl de Phusion, dNTPs 0,2 mM, 0,5 uM de cada uno del cebador FW (FW-iT:
5'-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-3') (SEQ ID NO: 11) y el respectivo cebador RV con cédigo de
barras (RV-601-BC-EXP-RV-iT: 5'-
CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATBXXXXDGGTGCTAGAGCTGTCTACGACCAATTG AGC-3' (SEQ ID NO: 12);
programa de ciclos de PCR: desnaturalizacién inicial, 30 s/98 °C; desnaturalizaciéon, 10 s/98 °C; hibridacién,
15 s/62 °C; extensioén, 5 s/72 °C; total 15 ciclos; extensién final, 7 min/72 °C; fig. 10c). Se purificaron los productos
de PCR usando un kit de purificacion de PCR de Qiagen y se eluyé con 50 ul de EB. Se agruparon las secuencias
de ADN multiplexadas en volumenes iguales y se secuencié usando un aparato lonTorrent Personal Genome
Machine de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Merriman, R D Team, y Rothberg, 2012; Rothberg et al.,
2011). Para el andlisis de datos, en primer lugar se clasificaron las lecturas de secuenciacién brutas de acuerdo con
los cédigos de barras experimentales en 3'. Posteriormente, se clasificaron las lecturas de acuerdo con los cédigos
de barras de MN en 5' (fig. 10d). Se multiplicaron las lecturas individuales de cada variante de MN por el factor de
dilucion de ADN de la muestra de ADN del experimento de precipitacién respectivo. Finalmente, se normalizaron
estas lecturas corregidas frente a las lecturas de los MN individuales de la entrada de banco (promediadas a partir
de al menos 2 muestras de entrada). Los valores resultantes representaron las eficacias de precipitacién de los MN
individuales expresadas como % entrada en el experimento respectivo. En algunos casos, se normalizaron ademas
las eficacias de precipitacion frente a la eficacia de precipitacion de una variante.

Se aislaron solo los nucleosomas que portaban un cédigo de barras de H3K4me3 cuando se usé un anticuerpo a-
H3K4me3 en la precipitacion (eficacia de precipitacién de un 50-60 % en comparacion con la entrada); los equipados
con diferentes PTM se unieron a niveles de fondo Unicamente (eficacia de precipitacién menor de un 0,5 % en
comparacién con la entrada), lo que sugiere que no se observé intercambio de ADN entre los miembros de banco,
incluso cuando se expuso el banco a ciclos de congelaciéon-descongelacién o almacenamiento prolongado durante
meses a 4 °C (fig. 14a).
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EJEMPLO 1A: creacién de perfiles de dos médulos de lectores de histonas adyacentes de un factor de transcripcion
de los dedos de homeodominio vegetal (PHD) del bromodominio BPTF expresado de forma recombinante: con un
banco de nucleosomas diversamente modificado y estable en cuestion, se traté de perfilar las propiedades de unién
del BPTF. Puesto que esta coleccion de MN cubrié variantes que no se han investigado previamente en el contexto
de BPTF (Ruthenburg et al., 2011), tal como las que portan Kacs en H3 o H4, Kme3 en las posiciones 9y 27 en H3,
o Kub en H2A y H2B (fig. 12a y b) (Ruthenburg et al., 2011), el banco permitié interrogar sistematicamente el
comportamiento de unién nucleosémica multivalente de BPTF con un tamafio de muestreo de sustrato mayor.
Adicionalmente, se minimizaron las variaciones experimentales ya que todos los nucleosomas se sondaron para la
unién a BPTF simultaneamente en un Unico experimento, una ventaja clave Unica de los nucleosomas con codigo de
barras.

Un exceso de construcciones de BPTF de glutation-S-transferasa (GST) fusionadas de forma N terminal que
contenia el médulo PHD-BD acoplado o bien los respectivos dominios individuales (aproximadamente 200 pmoles,
fig. 13b) se inmovilizaron en 3 pl de una suspensién de resina de glutatiéon (1 h, TA) y se incub6 con el banco de
nucleosomas codificado (0,125 pmoles de cada variante de MN) en un volumen de 200 pl en tampon GDP300
(HEPES 20 mM, pH 7,9, KCI 30 mM, 20 % p/v de glicerol, EDTA 0,2 mM, DTT 1 mM, NP-40 al 0,01 %;
concentracién de nucleosoma final: 24 nM) durante 4 h a 4 °C en un nutador de extremo a extremo. Se lavaron las
perlas 4 veces con 200 pul de tampon GDP300. Se realizaron el aislamiento, purificacion, multiplexacién,
descodificacion y normalizacién de ADN como se describe anteriormente. BPTF-BD con marca GST no interaccioné
con nucleosomas acetilados en las condiciones sometidas a prueba, lo que es consecuente con los resultados del
trabajo previo (fig. 14c). Por el contrario, BPTF-PHD con marca GST reconocié los nucleosomas trimetilados en
H3K4, independientemente de si estaban presentes otras marcas en el mismo nucleosoma o no. No se observo
unién cuando se instal6 cualquier Kme3 en otras posiciones dentro de la cola H3 o se unié la marca Kub voluminosa
a H2A o H2B (fig. 13d, rojo, derecha). Cuando se usé el dominio PHD-BD doble como sefiuelo, se aislaron todos los
nucleosomas con marcas H3K4me3, mientras que los que solo llevaban lisina(s) acetilada(s) no se aislaron (fig. 13d,
rojo, izquierda). Sin embargo, la coexistencia de H3K4me3 y H4Kac dentro del mismo nucleosoma potenci6 la
eficacia de unién en 1,5-3,5 veces (marcas individuales en K5, K8, K12, K16 o K20) en comparaciéon con H3K4me3
solo (fig. 13d, rojo). Se habia observado un incremento de 2-3 veces en la unién nucleosémica previamente con
nucleosomas modificados con H3K4me3-H4K16ac, y la contribucion de Kac a la multivalencia fue menos
pronunciada en sitios adyacentes en la cola H4 (Ruthenburg et al., 2011). En este caso, esta dependencia posicional
se nivela, aunque se encontré una potenciacién fuerte de aproximadamente 7 veces con nucleosomas que
contenian H4KaCs, una variante que no se habia caracterizado previamente (fig.13d, rojo). Puesto que el bolsillo de
unién a Kac del BD de BPTF solo puede alojar una lisina acetilada, es probable que la afinidad potenciada sea una
consecuencia de la avidez de unién resultante de multiples lisinas acetiladas en la cola H4. Se verificaron estos
hallazgos usando experimentos de precipitacion aislados tradicionales y se encontraron comportamientos de union
similares.

EJEMPLO 1B: creacion de perfiles de dos modulos de lectores de histonas adyacentes (potencialmente) de una
histona acetiltransferasa p300 expresada de forma recombinante: Habiendo demostrado la capacidad de esta
tecnologia para examinar rapidamente el comportamiento de uniéon multivalente de BPTF, se decididé extender la
investigacion al coactivador transcripcional p300. Se incubd p300-BD-PHD con marca GST recombinante (fig. 15a)
con el banco de nucleosomas como se describe en el ejemplo 1B. Se realizaron el aislamiento de fijadores de
nucleosomas, aislamiento, purificacién, multiplexacion, descodificacion y normalizacion de ADN como se describe
anteriormente. Aunque la unién a nucleosoma fue mas débil que para BPTF en las condiciones usadas, se detectd
una asociacioén fuerte del médulo p300-BD-PHD con marca GST con nucleosomas que contenian H4Kacs (fig. 15b,
rojo). Puesto que las marcas Kme3 adicionales no corroboraron ni debilitaron la fuerza de asociacién, este nuevo
hallazgo propone que el dedo de PHD no se une a H3K4 trimetilado o bien no modificado. Para desglosar las
contribuciones individuales del dedo de PHD del BD para la asociaciéon con nucleosomas acetilados, se repitieron los
experimentos con cada dominio solo. Aunque el dedo de PHD no mostrd una interaccidn detectable para cualquier
variante de nucleosoma (fig. 15c), el BD presenté un comportamiento de unién similar al médulo BD-PHD (fig. 14d),
lo que sugiere que el dedo de PHD es prescindible para esta asociacion. Conjuntamente con informes anteriores,
estos datos de precipitacion de banco permitieron generar la hipotesis de que p300 puede funcionar por medio de un
bucle de retroalimentacién positiva por uniéon a sus propias marcas y/o bien por una regulacion alostérica mediada
por Kac, potencialmente a través de su BD. Esta tecnologia desarrollada es altamente adecuada para someter a
prueba directamente dicha teoria debido a su modularidad y capacidad para combinar la unién con ensayos
enzimaticos usando el mismo banco de nucleosomas.

EJEMPLO 2: creacién de perfiles de un escritor de histona expresado de forma recombinante, la histona
acetiltransferasa p300: Se incubaron los nucleosomas codificados (a una concentracién de 30 nM) con 3 nM de
p300 humana de longitud completa recombinante, se prepard en células de insecto Sf9, en ausencia o presencia de
AcCoA 10 pM durante 1 h a 30 °C en tampdn de histona acetiltransferasa (HAT) (Tris 50 mM, pH 8,0, EDTA 0,1 mM,
PMSF 1 mM, Na-butirato 10 mM, glicerol al 10 %, DTT 1 mM). Se aislaron los productos de reaccioén, o subconjuntos
de los mismos, por inmunoprecipitacion usando anticuerpos especificos para H4K5ac y H3K18ac (fig.16 a y b). En
resumen, se complementaron 15 pl de la reaccion con el respectivo anticuerpo (es decir, 12 fmoles de cada variante
de MN por reaccion y precipitacion de anticuerpo), en este caso los anticuerpos a-H3K18ac o a-H4K5ac, se ajusté a
un volumen total de 100 pl de tamp6n AB para dar una concentracion de anticuerpo final de 15 pg/ml, y se incubd
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durante 1 h a TA en un rotor de extremo a extremo. Posteriormente, se anadieron 100 pl de tampoén AB asi como
10 pl de una suspension de perlas de proteina G y se incub6 en un rotor de extremo a extremo durante 1,5 h a TA.
Se lavaron las perlas 4 veces con 200 pl de tampdn AB. Se realizaron la precipitacion de anticuerpos, aislamiento,
purificacién, multiplexacién, descodificacién y normalizaciéon de ADN como se describe anteriormente. Cuando se
traté el banco con AcCoA y se inmunoprecipitdé con a-H3K18ac, se observé un incremento en la precipitacion de
entrada de un 0,3 % a aproximadamente un 4 % para nucleosomas wt, lo que reflejé un incremento en la acetilacién
de lisina en ese sitio provocada por p300 (fig. 16a). La extension de la acetilacion no se vio influenciada por la
existencia de las marcas Kme3 o Kub. Sin embargo, se encontr6 una acetilacién de H3 significativamente mas fuerte
(fig. 16a, 13 veces en comparacién con wt) en los nucleosomas poliacetilados en la cola H4, que esta en
consonancia con nuestros datos de unién de banco (fig. 15a). De forma interesante, tan solo una marca Kac en H4
puedo recapitular esta interferencia de H4Kac a H3Kac, aunque con menor eficacia. Este efecto fue dependiente de
la posicion exacta de la marca dentro de la cola y fue mas pronunciada para H4K12ac (fig. 16a). Para someter a
prueba si existio interferencia en el sentido inverso, se inmunoprecipité la mezcla de reaccién con un anticuerpo o-
H4K5ac (fig. 16b). Se observé un pequefno incremento en la acetilacion para nucleosomas wt en presencia de
AcCoA (entrada de un 0,5 a un 0,9 %), lo que no se vio influenciado por las modificaciones de Kub o Kme3 (fig. 16b,
derecha). Por el contrario, los nucleosomas que contenian H3Kacs se modificaron mas facilmente (fig. 16b,
incremento de 6 veces en comparacion con wt), lo que sugiere una interferencia entre colas de H3Kac a H4Kac
ademas. Adicionalmente, los nucleosomas con marcas de Ki2ac preexistentes dieron lugar a una eficacia de
precipitacion elevada (entrada de un 4,4 %, fig. 16b, derecha), lo que propone una interferencia entre colas adicional
dentro de la cola H4. Sin embargo, este incremento también pudo ser el resultado de una afinidad de anticuerpo
mayor por nucleosomas poliacetilados, en comparacién con monoacetilados. Estos experimentos muestran que
p300 funciona por medio de un mecanismo de retroalimentacion positiva a través de interferencias entre colas, y
potencialmente intracolas, mediadas por Kac dependientes de la posicién. Por lo tanto, se probaron estos nuevos
hallazgos con nucleosomas modificados individualmente tradicionales que contienen marcas Kac preinstaladas
dentro de la cola H3 o H4 con procedimientos independientes de anticuerpos, tales como ensayos enzimaticos
basados en geles radioactivos y espectrometria de masas, lo que confirma los resultados de cribado de banco.

EJEMPLO 3: creacién de perfiles de lectores, escritores y borradores de histonas de un extracto celular nuclear
derivado de células 293T humanas: Para investigar la firma epigenética de una linea celular dada, se cre6 un perfil
de banco de nucleosomas con cédigo de barras con un extracto nuclear derivado de células 293T humanas
preparadas como se describe anteriormente (Dignam, Lebovitz y Roeder, 1983). Se incubaron 15 pl del banco de
nucleosomas codificados (a una concentracion de 30 nM, es decir, 12 fmoles de cada variante de MN por reaccion y
precipitacion de anticuerpo)) con 7,5 pl del extracto nuclear en presencia de AcCoA 20 uM, SAM 10 uM y ATP
10 uM durante 1 h a 30 °C en tampén HAT. Se aislaron los nucleosomas que se acetilaron en H3K14 como
resultado de las actividades de acetiltransferasa de las HAT end6genas en el extracto nuclear usando un anticuerpo
a-H3K14ac. Se realizaron la precipitacion de anticuerpos, aislamiento, purificacion, multiplexacién, descodificacion y
normalizacién de ADN como se describe anteriormente. Se observd un incremento en la acetilacion de H3K14 de
una HAT no caracterizada, potencialmente p300, nucleosomas wt. Se incremento significativamente la extension de
la acetilacion para las variantes de MN que portaban marcas H3K4me3 preinstaladas y/o una sola de mdltiples Kac
dentro de la cola H4 (fig. 16c), lo que sugiere interferencias enzimaticas escritores, borradores y/o lectores de
histonas. Estos resultados son intrigantes puesto que demuestran que este procedimiento experimental se puede
explotar como herramienta de diagndstico rapido y eficaz para investigar la firma epigenética de una linea celular
dada, incluyendo la derivada de pacientes con cancer humanos.

De la descripcion anterior, un experto en la técnica puede averiguar facilmente las caracteristicas esenciales de la
presente invencidon, como se define por las reivindicaciones adjuntas.
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aggggattac tccctagtct ccaggcacgt gtcagatata tacatcctgt cacgcggtga
acagcgatat c¢

<210>5

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (22)..(25)

<223> a, ¢, t, g, desconocida u otra

<400> 5
cctgegtgte tecgactcag hnnnnh 26
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<210> 6

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (6)..(9)

<223> a, ¢, t, g, desconocida u otra

<400> 6
catcdnnnnd ctgagtcgga gacacgcagg aa 32

<210>7

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<220>
<223> 5'-biotina

<400>7
tatcacttgc aacagtccta acattcacct ¢ 31

<210>8

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 8
atccaaaaaa ctgtgccgcea gtcgg 25

<210>9

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<220>

<221> modified_base

<222> (21)..(26)

<223> a, ¢, t, g, desconocida u otra

<400>9
cctgegtgte tecgactcag nnnnnngatg ctggagaatc ceggtgecga gg 52

<210> 10

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético
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<400> 10
gtgacaggat gtatatatct gacacgtgcc tgg 33

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 11
ccatctcatc cctgegtgtc tccgactcag 30

<210> 12

<211>59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético
<220>

<221> modified_base

<222> (25)..(28)

<223> 3, ¢, t, g, desconocida u otra

<400> 12
cctctctatg ggeagtcggt gatbnnnndg gtgctagagce tgtctacgac caattgage 59

<210> 13

<211> 152

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: polinucle6tido sintético

<220>
<223> 5'-biotina

<400> 13

tatcacttgc aacagtccta acattcacct cttgtgtgtt tgtgtctgtt cgeccatceccg
tctecegeteg tcacttatee ttcactttee agagggtcece cecegecagace ceggegacce
tggtcggeeg actgeggcac agttttttgg at

<210> 14

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

<400> 14

ccatctcatce cctgegtgte tccgactcag atgecaggatg ctggagaatce ccggtgecga
g9

<210> 15

<211> 147

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 15
ctggagaatc ccggtgccga ggccgctcaa ttggtcgtag acagectctag caccgettaa

acgcacgtac gcgctgtcce ccgegtttta accgccaagg ggattactce ctagtctcca
ggcacgtgtc agatatatac atcctgt

<210> 16

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 16
cctgegtgte teccgactcag 20

<210> 17

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 17
cctctctatg ggcagteggt gat 23

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 18
ggtgctagag ctgtctacga ccaattgagce 30

<210> 19

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 19
agtgca 6

<210> 20

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 20
atcata 6

37

60

120

147



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2693349 T3

<210> 21

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 21
agatac 6

<210> 22

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 22
cgatgc 6

<210> 23

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 23
ctgtat 6

<210> 24

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 24
agatgt 6

<210> 25

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 25
catatc 6

<210> 26

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 26
cgtgtc 6
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<210> 27

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 27
atctga 6

<210> 28

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 28
tcactc 6

<210> 29

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 29
atgtgc 6

<210> 30

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 30
tctgta 6

<210> 31

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 31
atgaca 6

<210> 32

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 32
cgatgt 6
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<210> 33

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 33
acgcac 6

<210> 34

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 34
cgatga 6

<210> 35

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 35
tacact 6

<210> 36

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 36
cataca 6

<210> 37

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 37
catcgc 6

<210> 38

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 38
tcgtga 6
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<210> 39

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 39
atatct 6

<210> 40

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 40
atcgac 6

<210> 41

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 41
cgtatc 6

<210> 42

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 42
ctctca 6

<210> 43

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 43
acacgt 6

<210> 44

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 44
cagctc 6
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<210> 45

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 45
tgcgcet 6

<210> 46

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 46
cgtagc 6

<210> 47

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 47
tgtatc 6

<210> 48

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 48
acatct 6

<210> 49

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 49
agatga 6

<210> 50

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 50
cacatc 6
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<210> 51

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 51
cgcgca 6

<210> 52

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 52
acagac 6

<210> 53

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 53
agtact 6

<210> 54

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 54
tagcgce 6

<210> 55

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 55
ctatca 6

<210> 56

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 56
atagac 6
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REIVINDICACIONES
1. Un banco de mononucleosomas sintéticos que comprende dos 0 mas tipos de mononucleosomas,
en el que cada mononucleosoma comprende un complejo de
(a) un octamero de proteina, que contiene 2 copias cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, y
opcionalmente, la histona fijadora H1, en el que al menos una de las histonas no estd modificada y/o en el
que al menos una de las histonas se modifica para formar un patrén de modificaciones de histona, y
(b) una molécula de ADN nucleosémico, que comprende

(i) una secuencia de posicionamiento de nucleosoma (NPS) fuerte,

(i) uno o mas cédigos de barras de ADN situados en una posicion/posiciones definida(s) en el ADN
nucleosémico, y, opcionalmente,

(iii) extensiones de ADN, en el extremo 5' y/o 3' de la NPS y/o dentro de la NPS,

en el que el ADN no estd modificado y/o en el que al menos uno de los nuclettidos en el ADN se modifica para
formar un patrén Gnico de modificaciones de ADN,

y opcionalmente

(c) una 0 mas proteinas asociadas a cromatina distintas de histona,
en el que cada mononucleosoma en el banco tiene (i) un patrén Unico de modificaciones de histonas y/o un patrén
unico de modificaciones de ADN, formando de este modo un patrén Unico de modificaciones de nucleosomas, y (ii)
uno o mas codigos de barras Unicos con una secuencia y posicion en el ADN nucleosémico que son indicativas del

patron Unico de modificaciones de nucleosomas en el mononucleosoma.

2. Un polinucleosoma sintético, que comprende dos 0 mas mononucleosomas sintéticos unidos entre si por una
molécula de ADN definida, teniendo los mononucleosomas una conectividad definida,

en el que cada mononucleosoma comprende un complejo de
(a) un octamero de proteina, que contiene 2 copias cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, y
opcionalmente, la histona fijadora H1, en el que al menos una de las histonas no esta modificada, y/o al
menos una de las histonas se modifica para formar un patrén de modificaciones de histonas
mononucleosémicas; y
(b) una molécula de ADN mononucleosémico, que comprende
(i) una secuencia de posicionamiento de nucleosoma (NPS) fuerte,
y, opcionalmente,

(i) extensiones de ADN, en el extremo 5' y/o 3' de la NPS y/o dentro de la NPS,

en el que el ADN no estd modificado y/o en el que al menos uno de los nucleétidos en el ADN se modifica para
formar un patrén Unico de modificaciones de ADN mononucleosémico,

y opcionalmente

(c) una 0 mas proteinas asociadas a cromatina distintas de histona,
en el que el patron de modificaciones de histonas mononucleosémicas y/o el patron de modificaciones de ADN
mononucleosémico en el polinucleosoma puede ser uniforme o puede ser diferente, lo que da como resultado un
patron Unico de modificaciones polinucleosémicas; y
en el que el polinucleosoma comprende uno o mas cédigos de barras situados en una posicién definida en el ADN
polinucleosémico con una secuencia y posicion en el ADN polinucleosémico que son indicativas del patrén Gnico de
modificaciones polinucleosémicas.
3. Un banco de polinucleosomas sintéticos, que comprende dos o mas polinucleosomas sintéticos de la
reivindicacién 2,
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en el que cada miembro del banco tiene uno o mas codigos de barras Unicos, lo que es indicativo de un patrén Unico
de modificaciones polinucleosémicas.

4. El banco de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 3, en el que las modificaciones de las histonas comprenden
isoformas de histonas, modificaciones postraduccionales (PTM) y/o aminoacidos no naturales.

5. El banco de la reivindicacion 4, en el que

(a) la isoforma de histona comprende una o méas sustituciones aminoacidicas o inserciones aminoacidicas
dentro de las secuencias de proteinas o extensiones en el extremo de las secuencias de proteinas; y/o

(b) la PTM se selecciona de cualquier modificacién de histona natural, incluyendo metilacion, acetilacién,
fosforilacion, ubiquitilacién, SUMOilacién, ADP-ribosilacién, glucosilacion, alquilacién, acilacion,
isomerizacion cis/trans de propilo, nitrosilacion y oxidacion, con modificacién en un sitio, o modificacion en
mas de un sitio por nucleosoma, y/o

(c) el aminoacido no natural se selecciona de analogos sintéticos de PTM, que pueden ser quimica y
bioquimicamente inertes, fotorreticuladores, marcadores fluorescentes o0 marcadores de isétopos.

6. El banco de la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 3, en el que las modificaciones de la molécula de ADN
comprenden una o mas bases de ADN con modificaciones naturales, o bases con modificaciones artificiales.

7. Un kit que comprende el banco de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 3, en el que los mononucleosomas o
polinucleosomas estan opcionalmente en uno 0 mas recipientes y en el que los recipientes son tubos de ensayo,
pocillos de una placa multipocillo, o camaras de reaccién de un dispositivo microfluidico, que comprende ademas
una lista que indica la correlacion entre cada codigo de barras Unico y patron Unico de modificaciones de histonas.

8. Un procedimiento para determinar la especificidad de los patrones de reconocimiento y afinidades de uno o mas
lectores de cromatina que son de origen recombinante y/o se extraen de extractos celulares nucleares, o para
determinar la especificidad e interferencias de modificacién de cromatina de modificadores de cromatina que son de
origen recombinante y/o se extraen de extractos celulares nucleares de una o mas lineas celulares, que comprende

(i) poner en contacto (por ejemplo, incubar) un banco de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 3 con el lector
de cromatina o el modificador de cromatina,

(ii) aislar miembros de banco unidos y/ o modificados, y

(iii) identificar y/o cuantificar los miembros de banco unidos o modificados y cualquier marca afiadida o
marca retirada.

9. Un procedimiento para identificar las modificaciones asociadas con un interactuante o modificador, que
comprende

multiplexar un ndmero mayor que uno de interactuantes y/o modificadores de cromatina con un banco de
mononucleosomas o polinucleosomas de las reivindicaciones 1 o 3, y dividir el banco en el mismo nimero de
subbancos de acuerdo con las modificaciones, e identificar las modificaciones asociadas con cada interactuante o
modificador.

10. Un procedimiento para identificar y crear perfiles de la especificidad de farmacos epigenéticos, que comprende
combinar una molécula candidata con un banco de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 3, y

detectar la modulacion de una modificacién de nucleosoma,

identificando de este modo farmacos epigenéticos candidatos que modulan modificaciones de nucleosomas.

11. El banco de la reivindicacién 1 que comprende ademdas una lista de cédigos de barras de ADN vy las
modificaciones de nucleosomas asociadas y la composicion de cada nucleosoma con codigo de barras.

12. Un mononucleosoma sintético, que comprende un complejo de
(a) un octamero de proteina, que contiene 2 copias cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, y

opcionalmente, la histona fijadora H1, en el que al menos una de las histonas no esta modificada y/o en el
que al menos una de las histonas se modifica para formar un patron de modificaciones de histona, y
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(b) una molécula de ADN nucleosémico, que comprende
(i) una secuencia de posicionamiento de nucleosoma (NPS) fuerte,

(i) uno o mas cédigos de barras de ADN situados en una posicion/posiciones definida(s) en el ADN
nucleosoémico, y, opcionalmente,

(iii) extensiones de ADN, en el extremo 5' y/o 3' de la NPS y/o dentro de la NPS,

en el que el ADN no estd modificado y/o en el que al menos uno de los nucleétidos en el ADN se modifica para
formar un patrén Gnico de modificaciones de ADN,

y opcionalmente
(c) una 0 mas proteinas asociadas a cromatina distintas de histona,

en el que el mononucleosoma tiene un patron Unico de modificaciones de histonas y/o un patrén Unico de
modificaciones de ADN, formando de este modo un patrén Unico de modificaciones de nucleosomas, y

en el que la secuencia y posicién del/de los codigo(s) de barras en el ADN nucleosémico son indicativas del patrén
Unico de las modificaciones de nucleosomas en el mononucleosoma.

13. Un mononucleosoma sintético de la reivindicacién 12 que comprende un coédigo de barras de ADN en el extremo
5'y/o 3', o dentro de, el ADN nucleosémico, o un polinucleosoma sintético de la reivindicacién 2 que comprende un
cddigo de barras en el extremo 5' y/o 3, o dentro de, el ADN polinucleosémico.

14. Un procedimiento para ensamblar un mononucleosoma de la reivindicacion 12, que comprende combinar
proteinas histonas y ADN nucleosdémico con coédigo de barras con un ADN con tampén con MMTV marcado con
biotina, en una proporcién predeterminada.

15. El banco de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 3, en el que la NPS es suficientemente fuerte de modo que el
banco es estable, y no se produce reordenamiento de ADN significativo entre miembros de banco de mono y
polinucleosomas después del almacenamiento durante al menos un mes a 4 °C.

16. El banco de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 3, en el que

(a) las modificaciones de histonas y/o ADN comprenden un conjunto representativo de estados de cromatina
biol6gicamente relevantes; y/o (b) la proporcion de los miembros de banco de mono y polinucleosomas es equimolar
(1:1 para cada miembro de banco) o no equimolar, variando de 1 a 1000 para uno o un subconjunto de los miembros
de banco, en una proporcion predeterminada fija.

17. El banco de la reivindicacion 3 que comprende ademas una lista que indica la correlacién entre cada cédigo de
barras Unico y el patrdn Unico de modificaciones polinucleosémicas.
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15 wt wt KOme 3 Wt ACGCAC
16 wt Wt {me 3 KGac CGATGA
17 Wt Wt Kme 3 KBac TACACT
18 wt Wt {Ome 3 K12ac CATACA
19 wt Wt Kme 3 Klbac CATCGC
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