ES 2729 213 Al

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@ SOLICITUD DE PATENTE

@Namero de publicacion: 2 729 213

@Namero de solicitud: 201830428

Gint. cl.;

C12Q 1/68
A61B 10/00

(2008.01)

(2006.01)

Al

@ Fecha de presentacion:
30.04.2018

Fecha de publicacion de la solicitud:
30.10.2019

@ Solicitantes:

LIFE LENGTH S.L. (100.0%)
CALLE MIGUEL ANGEL 11 PLANTA 2
28010 MADRID ES

@ Inventor/es:
ESTRADA RODRIGUEZ, Juan Camilo

Agente/Representante:
HIDALGO CASTRO, Angel Luis

Tl'tuIO: PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION Y PRESERVACION DE NUCLEOS DE CELULAS
EPITELIALES DE MUCOSA BUCAL HUMANA

@Resumen:

Procedimiento de extraccién y preservacion de
nucleos de células epiteliales de mucosa bucal
humana que comprende las siguientes etapas:

a) ayuno durante un tiempo de entre 3 a 4 horas,

b) eliminacion de la boca de contaminantes sélidos
mediante lavado y posterior enjuagado,

¢) enjuague bucal durante un tiempo de entre 15 a 30
segundos con una solucién tampén de fosfato salino
obteniendo una primera suspension celular,

d) la primera suspension celular obtenida en la etapa
c) se deposita en un recipiente y se mezcla con un
alcohol alifatico primario en una proporciéon en
volumen de entre 60 a 80% de alcohol alifatico
primario y de entre 40 a 20% de la suspension celular,
obteniendo una segunda suspension celular,

e) se almacena la segunda suspension celular
obtenida en la etapa d) a temperatura ambiente.
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DESCRIPCION

Procedimiento de extraccidon y preservacion de nucleos de células epiteliales de
mucosa bucal humana

Objeto de la invencion

El objeto de la presente invencion es un novedoso procedimiento para la extraccion y
conservacion de células epiteliales extraidas de la mucosa bucal humana. El procedimiento
incluye la extraccion y conservacion integra de los nucleos celulares para su posterior uso
en andlisis de caracter citogenético. Asi mismo, es objeto de la presente invencion un kit
para llevar a cabo el procedimiento anteriormente descrito y conservar la muestra de

manera integra durante un tiempo prolongado, semanas, a temperatura ambiente.

Antecedentes de la invencion

La citogenética molecular es la ciencia que comprende el estudio de la estructura, funcion y
comportamiento de los cromosomas, generalmente mediante el uso de técnicas de
hibridacion por fluorescencia in situ (FISH — Fluorescence In Situ Hybridization). Estas
técnicas consisten en la tincion de regiones especificas del genoma mediante el uso de
sondas marcadas fluorescentemente que permiten identificar tanto el nimero como la
intensidad de cada una de estas regiones. Estas técnicas se utilizan de manera rutinaria
para identificar distintas anomalias genéticas de caracter hereditario o adquirido.
Dependiendo del tipo de muestra, el FISH puede emplearse tanto en los cromosomas
metafasicos como en los ndcleos interfasicos. Finalmente, sus aplicaciones pueden ir desde
la evaluacién de causas de antecedentes de infertilidad, diagnostico de anomalias
congénitas, andlisis de leucemias y/o linfomas o diagnéstico prenatal dependiendo del tipo
celular evaluado. A dia de hoy, para la realizacion de estos ensayos, las células se pueden
extraer tanto de la mucosa bucal, de la sangre o de la médula ésea, entre otros.

Cabe destacar que otras técnicas de caracter citogenético basadas en FISH se han
introducido recientemente en el mercado, y aunque no tienen un caracter diagndstico
presentan una gran relevancia para en la determinacion de la estabilidad genética del
individuo. Asi, por ejemplo, recientemente se ha incorporado en el mercado la técnica del
HT-QFISH (High-Throughput Quantitative Fluorescence In Situ Hybridization) que permite
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cuantificar la longitud telomérica de distintos tipos celulares la cual es relevante para la
determinacion de la estabilidad genética de las células.

Los procedimientos para la extraccion y conservacion de células epiteliales de la boca, estan
enfocados fundamentalmente a la preservacion del ADN contenido en dichas células ya que
la mayoria de estos procedimientos estdn basados en el andlisis genético mediante técnicas
de PCR (Polymerase Chain Reaction) en la cual la integridad del nicleo no es determinante.
Sin embargo, a dia de hoy existen muchos estudios citogenéticos en los que se requiere
que la integridad del nacleo de la célula sea completa como por ejemplo para la deteccion
de aneuploidias genéticas o recientemente estudios relacionados con la longitud telémerica.

A dia de hoy, en la mayoria de estudios citogenéticos se requiere que la persona visite el
laboratorio para que se haga la extraccién de la biopsia in situ lo cual dificulta en gran
medida la realizacion de este tipo de ensayos de una manera generalizada.

La presente invencién preconiza un método de extraccion y preservacion de células
epiteliales de facil uso y gran simplicidad que mantiene la integridad de los ndcleos de
dichas células durante semanas, lo que facilita su potencial uso para analisis de citogenética
molecular principalmente los relacionados con FISH en interfase. Adicionalmente, el
desarrollo del kit solventa la problematica asociada a la logistica de extraccién y envio de
muestras, ademas evita que el paciente se tenga que desplazar a un laboratorio para que le
realicen la extraccién, pudiendo hacerlo en su propio domicilio y enviar la muestra al

laboratorio.

Descripcion de la invencion

El procedimiento de extraccion y preservacion de nucleos de células epiteliales de mucosa
bucal humana, que es uno de los objetos de la presente invencién, comprende las
siguientes etapas:
a) ayuno durante un tiempo de entre 3 a 4 horas,
b) eliminacion de la boca de contaminantes solidos mediante lavado y posterior
enjuagado,
c) enjuague bucal durante un tiempo de entre 15 a 30 segundos con una solucion

tampon de fosfato salino para la obtencion de una primera suspensién celular,
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d) la primera suspensién celular obtenida en la etapa c) se deposita en un recipiente y
se mezcla con un alcohol alifatico primario en una proporcién en volumen de entre 60
a 80% de alcohol alifatico primario y de entre 40 a 20% de la suspensién celular
obteniendo una segunda suspension celular,

e) se almacena la segunda suspensién celular obtenida en la etapa d) a temperatura

ambiente.

Otro de los objetos de la presente invencion es un kit para la extraccion y preservacion de
nucleos de células epiteliales de mucosa bucal humana, para la puesta en practica del
procedimiento descrito en el parrafo anterior, que comprende un primer recipiente que
contiene una solucién tampdn fosfato salino, para un enjuague bucal y posterior depésito en
dicho primer recipiente, y un segundo recipiente que contiene un alcohol alifatico primario
para la fijacién de la muestra. El tercer objeto de la invencion es una composicion para la
preservacion de nudcleos de células utilizada en el kit y en el procedimiento, que es una
solucion de un alcohol alifatico primario en una solucién tampén fosfato salino, que es

utilizada en el procedimiento y forma parte del kit.

Realizaciones preferentes

El procedimiento de extraccidén y preservacion de nucleos de células epiteliales de mucosa
bucal humana, que es uno de los objetos de la presente invencion, comprende las
siguientes etapas:

a) ayuno durante un tiempo de entre 3 a 4 horas antes de la extraccion,

b) eliminacion de la boca de contaminantes solidos mediante lavado y posterior
enjuagado,

c) enjuague bucal durante un tiempo de entre 15 a 30 segundos con una solucion
tampén de fosfato salino, también llamada por sus siglas en ingles PBS, phosphate
buffered saline, obteniendo una primera suspension celular,

d) la primera suspension celular obtenida en la etapa c) se deposita en un recipiente y
se mezcla con un alcohol alifatico primario en una proporciéon en volumen de entre 60
a 80% de alcohol alifatico primario y de entre 40 a 20% de la suspension celular
obteniendo una segunda suspension celular. El alcohol alifatico primario puede ser
etanol, metanol o una disolucién de 3 partes en volumen de metanol y una parte de

acido acético,
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e) se almacena la segunda suspension celular ya fijada, obtenida en la etapa d) a

temperatura ambiente.

El kit para llevar a cabo el procedimiento comprende un primer recipiente, que contiene una
solucién tampoén de fosfato salino, para un enjuague bucal y posterior deposito en dicho
primer recipiente, y un segundo recipiente que contiene un alcohol alifatico primario para la
fijacion de la muestra. Tanto el primer recipiente como el segundo recipiente, que pueden
ser sendos tubos con tapones, pueden ser acoplables entre si por sus bocas para realizar la

mezcla del alcohol alifatico primario con la suspensién celular por inversién.

El primer recipiente puede contener entre 5 y 10 ml de solucién tampon fosfato salino y el
segundo recipiente entre 30 y 40 ml de un alcohol alifatico primario, dicho alcohol alifatico
primario puede ser etanol, metanol o una solucién de 3 partes en volumen de metanol y 1

parte de acido acético.

La composicién para la preservacién de nucleos de células utilizada en el procedimiento y
cuyos componentes contendra el Kit, es una solucién de un alcohol alifatico primario en una
solucién tampon fosfato salino, preferentemente la proporcion en volumen serd de entre 60
a 80% de alcohol alifatico primario y de entre 40 a 20% de la soluciéon tampén de fosfato
salino, y el alcohol alifatico primario puede ser etanol, metanol o una disolucién de 3 partes

en volumen de metanol en 1 parte de acido acético.

Las ventajas tanto del procedimiento, el kit y la composicion son evidentes para cualquier
persona del sector, pero se considera conveniente citar las siguientes:
e |a metodologia para la extraccibn es muy sencilla y no requiere actuaciones
invasivas,
e mantiene no solo la integridad del ADN, sino la integridad de lo nlcleos completos de
las células, lo que es de interés en algunos estudios citogenéticos,
e los nucleos completos se pueden preservar durante semanas a temperatura
ambiente, lo que evita la utilizacion de contenedores isotérmicos o refrigerados que

dificultan y encarecen su transporte y almacenamiento.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento de extraccién y preservacién de nucleos de células epiteliales de
mucosa bucal humana caracterizado porque comprende las siguientes etapas:
a. ayuno durante un tiempo de entre 3 a 4 horas,
b. eliminaciéon de la boca de contaminantes sélidos mediante lavado y posterior
enjuagado,
c. enjuague bucal durante un tiempo de entre 15 a 30 segundos con una
solucién tampén de fosfato salino obteniendo una primera suspensién celular,
d. la primera suspension celular obtenida en la etapa c) se deposita en un
recipiente y se mezcla con un alcohol alifatico primario en una proporcién en
volumen de entre 60 a 80% de alcohol alifatico primario y de entre 40 a 20%
de la suspensidn celular, obteniendo una segunda suspensién celular,
e. se almacena la segunda suspension celular obtenida en la etapa d) a

temperatura ambiente.

Procedimiento de extraccién y preservacién de nucleos de células epiteliales de
mucosa bucal humana, segun reivindicacion 1, caracterizado porque el alcohol

alifatico primario es etanol.

Procedimiento de extraccién y preservacién de nucleos de células epiteliales de
mucosa bucal humana, segun reivindicacion 1, caracterizado porque el alcohol

alifatico primario es metanol.

Procedimiento de extraccion y preservacion de nucleos de células epiteliales de
mucosa bucal humana, segun reivindicacion 3, caracterizado porque el metanol
esta disuelto en acido acético en una proporcion en volumen de 3 partes de metanol
en una parte de acido acético.

Kit para la extraccién y preservacion de nucleos de células epiteliales de mucosa
bucal humana caracterizado porque comprende un primer recipiente que contiene
una solucién tampdn de fosfato salino, para un enjuague bucal y posterior depésito
en dicho primer recipiente, y un segundo recipiente que contiene un alcohol alifatico

primario para la fijacién de la muestra.
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Kit para la extraccién y preservacion de nucleos de células epiteliales de mucosa
bucal humana, segun reivindicacion 5, caracterizado porque el primer recipiente
contiene entre 5 a 10 ml de un alcohol alifatico primario y el segundo recipiente
contiene entre 30 a 40 ml del alcohol alifatico primario.

Kit para la extraccién y preservacion de nucleos de células epiteliales de mucosa
bucal humana, segun reivindicacion 5 o 6, caracterizado porque el primer y el

segundo recipientes son acoplables entre si por sus respectivas bocas.

Kit para la extraccion y preservacion de nucleos de células epiteliales de mucosa
bucal humana, segun cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, caracterizado porque
el alcohol alifatico primario es etanol.

Kit para la extraccion y preservacion de nucleos de células epiteliales de mucosa
bucal humana, segun cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, caracterizado porque

el alcohol alifatico primario es metanol.

Kit para la extraccién y preservacion de nucleos de células epiteliales de mucosa
bucal humana, segun reivindicacion 9, caracterizado porque el metanol esta disuelto
en acido acético en una proporcion en volumen de 3 partes de metanol y una parte
de acido acetico.

Composicion para la preservacion de nucleos de células caracterizada porque es
una soluciéon de un alcohol alifatico primario en una solucién de tampoén fosfato

salino.

Composicién para la preservacion de nucleos de células, segun reivindicacion 11,
caracterizada porque la proporcion en volumen es de entre 60 a 80% de alcohol
alifatico primario y de entre 40 a 20% de la solucion tampdn fosfato salino.

Composicion para la preservacion de nacleos de células, segun reivindicacién 11 o

12, caracterizada porque el alcohol alifatico primario es etanol.

Composicion para la preservacion de nacleos de células, segun reivindicacién 11 o

12, caracterizada porque el alcohol alifatico primario es metanol.
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15. Composicion para la preservacion de nacleos de células, segun reivindicacién 14,
caracterizada porque el metanol esta disuelto en acido acético en una proporcién en
volumen de 3 partes de metanol y una parte de acido acético.
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