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DESCRIPCION

Procedimiento de inmovilizacién del ADN superenrollado y utilizacién para analizar la reparacién del ADN.

La invencién se refiere a un procedimiento de inmovilizacién del ADN superenrollado y a la utilizacién del ADN
superenrollado inmovilizado sobre un soporte, como sustrato para analizar las reacciones enzimdticas de reparacion
del ADN.

Los biochips se han convertido en herramientas de anélisis indispensables para la investigacion biomédica y el
diagnéstico clinico. Estas herramientas poderosas permiten analizar simultineamente varias decenas a varios cientos
de miles de muestras, usando sondas de ADN (oligonucleétidos, ADNc, productos de amplificacién por PCR) o una
proteina (anticuerpos, péptidos), inmovilizados sobre un soporte.

Los biochips se preparan usando un soporte (vidrio, polipropileno, poliestireno, silicona, metal, nitrocelulosa o
nylon), eventualmente modificado con una pelicula porosa [vidrio cubierto con nylon (Atlas arrays™; CLONTECH);
silicona cubierta con un hidrogel (Nanochip ™; NANOGEN), vidrio cubierto con un gel de polimero de acrilamida
HydroGel™ (PERKIN-ELMER) o de metacrilato (Solicitud de Estados Unidos 2005/0042363)].

Para inmovilizar la sonda de ADN o una proteina sobre el soporte, se han utilizado dos tipos de procedimientos.
*Deposito de sondas previamente sintetizadas e inmovilizacion por acoplamiento covalente o no covalente

La sonda (oligonucleétido (de 10 a 25 bases), péptido, ADNc o fragmento de amplificacién por PCR (como ma-
ximo de 500 pb a 0,2 kb), proteina (anticuerpo)) se deposita generalmente sobre el soporte usando un distribuidor
automdtico (Lemmo et al., Current Opinion in Biotechnology, 1998, 9:615-617). La sonda que estd cargada también
puede depositarse en la superficie de un soporte basado en microelectrodos cubierto con una capa permeable (gel de
agarosa) y transportarse al interior del gel, por electroforesis (Heller ef al., Electrophoresis, 2000, 21:157-164).

Ademds, en el caso particular de la técnica de hibridacién de colonias sobre filtros (o colony-hybridization; Hana-
han y Meselson, Gene, 1983, 10:63-67), las colonias bacterianas depositadas sobre un soporte se transfieren sobre un
filtro de nylon o de nitrocelulosa y después se produce la lisis para liberar el ADN (plasmido o c6smido) sobre el filtro.

A continuacidn la sonda se inmoviliza sobe el soporte por medio de enlaces covalentes o no covalentes (hidr6fobos,
electroestaticos) o una combinacion de ambos.

Los enlaces covalentes se forman generalmente entre los grupos funcionales reactivos de un soporte activado y
los de una sonda modificada en uno de sus extremos (grupo fosfato o dcido carboxilico para la sonda y amina para
el soporte, y de manera reciproca; grupo amino para la sonda e isotiocianato, aldehido o epoxi, para el soporte;
Zammatero et al., Analytical Biochemistry, 2000, 208:143-150).

Cuando el soporte se cubre con una pelicula de poliacrilamida, puede activarse por sustitucién de grupos hidracida
por tratamiento de hidracina. Las sondas modificadas en 3’ por un grupo 3-metil-uridina se oxidan en presencia de
peryodato para formar un aldehido reactivo, después éstas se depositan sobre el soporte. La reaccién de los grupos
aldehido de la sonda con los grupos hidracina del gel forma enlaces covalentes que inmovilizan el ADN en el gel de
acrilamida (Khrapo et al., DNA sequence, 1991, 6:375-388; Yershov et al., P. N. A. S., 1996, 93: 4913-4918). También
es posible inmovilizar fragmentos de ADN aminados, de longitud inferior a 500 nucleétidos, durante la polimerizacién
del gel (Rubina et al., Anal. Biochem., 2004, 325:92-106).

Los soportes cubiertos con hidrogel permiten aumentar particularmente la capacidad de inmovilizacion del soporte
y mejorar el medio de la sonda, la sensibilidad y el umbral de deteccién.

Ademads, la radiaciéon con UV o con agentes acopladores homo o bi-funcionales también pueden formar enlaces
covalentes entre los grupos amina de un soporte cubierto con poli-L-lisina y, o los restos de timidina del ADN (UV),
o los grupos amina de una sonda modificada (glutaraldehido).

Los enlaces no covalentes comprenden principalmente interacciones electroestaticas entre el ADN y un soporte
cubierto con poli-L-lisina.

*Sintesis e inmovilizacion de las sondas in situ

Este método que se utiliza inicamente para preparar chips de oligonucleétidos (Southern et al., Genomics, 1992, 4,
1008-1017) o de péptidos, permite realizar simultineamente el acoplamiento covalente y la sintesis de oligonucle6tidos
sobre una zona que esta delimitada, particularmente usando una méscara (mecdnica, fotolitografica).

Esos procedimientos permiten obtener biochips adaptados a numerosas aplicaciones de andlisis genético (secuen-
ciacidn, cartografia, polimorfismo, mutaciones, nimero de copias de genes, perfil de expresién) y analizar interaccio-
nes proteina/ligando (inmuno ensayos; interacciones entre proteinas y moléculas de ADN; ARN o pequefias molécu-
las).
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Sin embargo, determinados andlisis como los de la actividad de reparacién del ADN, aplican una sonda de ADN
particular, es decir un ADN circular bicatenario superenrollado (pldsmido superenrollado), cuya estructura debe con-
servarse imperativamente durante la inmovilizacién del ADN sobre el soporte, y conservarse una vez se ha inmovi-
lizado el ADN sobre el soporte. De hecho, el sustrato utilizado para analizar la reparacién del ADN es un pldsmido
superenrollado que presenta lesiones de bases puricas o pirimidinicas (lesiones oxidativas, fotoproductos, aductos
quimicos), de azicares, de la estructura de la doble hélice (puentes inter- o intracatenarios, agentes intercalados) y/o
roturas, inducidas por tratamiento del plasmido por diferentes agentes genotoxicos, después de la purificacion del
plasmido superenrollado sobre un gradiente de sacarosa o de cesio. La purificacién del plasmido superenrollado per-
mite eliminar los pldsmidos que comprenden roturas (estructura relajada). De hecho, a diferencia de otros tipos de
lesiones anteriormente citadas que conservan la estructura superenrollada del ADN, las roturas destruyen la estructura
superenrollada del pldsmido y forman una estructura relajada. El plasmido superenrollado, no tratado (pldsmido sin
lesidn) sirve de control. La muestra bioldgica a analizar se incuba en presencia de un pldsmido superenrollado que
comprende lesiones (pldsmido lesionado) y de un nucleésido trifosfato marcado. La actividad de reparacién del ADN
se cuantifica después midiendo la cantidad del marcador incorporado en el pldsmido lesionado, por comparacién con
el plasmido control.

Los sistemas de reparacion contenidos en las muestras a analizar reparan las lesiones no dirigidas del ADN y
particularmente las roturas (mono- o bicatenarias) aparecidas durante la inmovilizacién del pldsmido sobre un soporte
y posteriormente durante la conservacion del pldsmido inmovilizado sobre un soporte. De esta manera la presencia
de roturas, ademads de las bases modificadas, produce la incorporacién de marcadores pardsitos que se cuantifican y
enmascaran la respuesta de reparacion especifica de las bases. Por otro lado, las roturas inducen una relajacién del
plasmido y permiten de esta manera un acceso mds facil a las nucleasas del medio biolégico, produciendo un aumento
de la actividad de reparacién del plasmido. Por ultimo, las estructuras relajadas favorecen la puesta en marcha de la
reaccion de polimerizacidon no deseada. La reparacion de lesiones no dirigidas del ADN y particularmente las roturas
pueden enmascarar o interferir de esta manera con la reparacién de lesiones especificas. La sefial especifica de las
lesiones estudiadas puede por tanto perderse en el ruido de fondo generado por las sefiales no especificas, dificultando
el andlisis de la reparacién del ADN, es decir imposible.

La mayoria de los procedimientos de preparacién de biochips no permiten inmovilizar ADN de gran tamafio que
presente una estructura particular como los pldsmidos (ADN circular superenrollado) conservando su integridad.

De hecho, la inmovilizacién del ADN superenrollado por acoplamiento no covalente sobre las laminas cubiertas
con poli-L-lisina tal como describe la Solicitud de Patente FR 02 16435, no permite conservar la estructura del ADN
de manera estable y los soportes que comprenden el pldsmido inmovilizado deben utilizarse inmediatamente después
de la inmovilizacién del ADN, lo que limita su utilizacion industrial. Las interacciones entre el ADN cuyos grupos
fosfato internucleosidicos estan cargados negativamente, y los grupos catiénicos de la poli-L-lisina, producen mas
o menos rdpidamente una inestabilidad de la estructura superenrollada del pldsmido conduciendo a la aparicién de
roturas en el ADN y al cebamiento de reacciones de reparacién no deseadas. En consecuencia, se observa un aumento
de la tasa de reparacién del plasmido no modificado que sirve de control, algunas horas después del depésito sobre
las laminas de poli-L-lisina, con respecto a una reaccién efectuada inmediatamente después del depésito. Esta tasa de
reparacion detectada sobre el plasmido de control aumenta proporcionalmente con respecto al tiempo de conservacién
de las laminas. El mismo fenémeno se produce sobre los pldsmido que incluyen lesiones del ADN y enmascaran la
respuesta especifica esperada. Del mismo modo, las 1dminas deben utilizarse muy rapidamente después del depdsito
de los plasmidos, lo que presenta un importante inconveniente para una utilizacién industrial.

Por otro lado, la conservacién de las ldminas de poli-L-lisina sobre las que se inmovilizan los pldsmidos es muy
dependiente del medio higrométrico durante el depdsito de los pldsmidos y el almacenaje de las 1dminas. Ahora bien,
el control de este pardmetro es delicado de efectuar de manera precisa, lo que conduce a tiempos de conservacion alea-
torios de las laminas. El caracter aleatorio de la conservacidn limita mas la utilizacion de esta técnica. Ademas, incluso
si el depdsito del plasmido puede realizarse eventualmente en atmdsfera himeda, esta alternativa no es satisfactoria ya
que la fijacién del plasmido sobre la ldmina de poli-L-lisina no es tan buena y las sefiales de reparacién obtenidas son
débiles.

Otra desventaja de este método estd asociada al volumen de los depdsitos de las soluciones del pldsmido sobre la
lamina. Este es del orden de unos cientos de picolitros; sin embargo, dado que la velocidad de evaporacién del agua
contenida en los depdsitos depende de factores tales como la tasa de humedad ambiental, la temperatura ambiente y
los adyuvantes eventualmente presentes en la solucién del depdsito, existe siempre un riesgo de que una evaporacién
rdpida del agua produzca una concentracién de la muestra en la circunferencia de la gota y por tanto una falta de
homogeneidad del depdsito. La falta de homogeneidad del depdsito tiene como consecuencia dificultades durante la
cuantificacion de la sefial de reparacidn al nivel del depdsito, mientras que es necesaria una cuantificacion precisa para
determinar las capacidades de reparacién de un medio celular proporcionado y para comparar diferentes medios entre
si. Sin embargo, Rickman et al. (Nucleic Acids Res., 2003, 31, e109) han demostrado que algunos adyuvantes ralen-
tizan la evaporacién. Por lo tanto la utilizacién de dichos compuestos produce una heterogeneidad de la morfologia
o un aumento del tamafio de los depdsitos. Determinados compuestos parecen proporcionar resultados interesantes
en términos de calidad del depdsito pero no estdn adaptados a los estudios de reparacidon por lo que son suscepti-
bles de producir una desnaturalizacién del pldsmido como es el caso de la formamida (Rickman et al., 2003, citado
anteriormente).
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El acoplamiento covalente del ADN sobre el soporte no es posible en la medida en que genera tensiones que
conducen a la aparicion de roturas sobre el pldsmido. Ademads, implica pasos de tratamiento quimico y/o fisico (calor,
radiacién por UV) que pueden de introducir lesiones en el ADN. Por otro lado, los métodos de sintesis in situ se
utilizan Unicamente para preparar chips de oligonucledtidos.

En consecuencia, existe una verdadera necesidad de disponer de procedimientos alternativos para inmovilizar
el ADN superenrollado sobre un soporte, que respondan mejor a las necesidades en el dmbito cumpliendo con la
integridad de la estructura superenrollada del ADN y que permitan conservar esta estructura con vistas a una utilizacién
posterior del ADN, particularmente como sustrato en las reacciones de reparacién enzimatica del ADN.

Los inventores han demostrado que el ADN superenrollado puede inmovilizarse de manera estable en una pelicula
de polimero poroso, por difusién pasiva del ADN no activado por grupos funcionales reactivos (no funcionalizados),
en una pelicula de polimero, igualmente inactivada. En estas condiciones, el ADN inmovilizado conserva su estructu-
ra superenrollada durante varios meses, incluso aunque comprenda lesiones introducidas por la exposicién a agentes
genotéxicos. El ADN se inmoviliza ventajosamente sobre un soporte miniaturizado cubierto por una pelicula de poli-
mero poroso, permitiendo preparar grandes cantidades de muestras de ADN inmovilizado y su almacenaje en vistas a
una utilizacién posterior particularmente como sustrato en las reacciones de reparacion del ADN.

La presente invencién en consecuencia tiene por objeto, un procedimiento de inmovilizacién de un ADN superen-
rollado, caracterizado porque comprende los siguientes pasos:

- el depdsito de una muestra de ADN superenrollado en la superficie de una pelicula de polimero poroso, y

- lainmovilizacién del ADN superenrollado por difusién pasiva en dicha pelicula de polimero poroso.

Definiciones
- ADN superenrollado: una molécula de ADN superenrollada circular bicatenaria, particularmente un plasmido.

- pelicula de polimero poroso: una capa delgada de una matriz tridimensional que comprende cadenas de uno o
varios polimeros y un disolvente, incluyendo la matriz intersticios (poros) que pueden contener macromoléculas
como ADN. El espesor de la pelicula de polimero es lo suficientemente débil para limitar el ruido de fondo.
Preferentemente, el espesor de la pelicula es inferior a 0,1 mm.

- inmovilizacion: la penetracién del ADN por difusién pasiva dentro de la matriz tridimensional constituida por
cadenas de uno o varios polimeros y un disolvente.

En estas condiciones el ADN superenrollado, diluido en un tampén cldsico conocido por expertos en la técnica,
particularmente PBS, pH 7,4, penetra en la pelicula de polimero poroso sin corriente eléctrica (sin el paso de electro-
foresis) y se inmoviliza en los intersticios de la matriz de polimero, sin ningtn tratamiento fisico o quimico posterior
de la pelicula de polimero o del ADN. El ADN superenrollado inmovilizado de esta manera se mantiene de manera
estable en la pelicula de polimero, durante varios meses.

Entre los polimeros porosos preferidos, se pueden citar los polimeros acuosos extensibles (hidrogel o gel acuoso:
polisacdridos y particularmente agarosa) y los polimeros en los que se establecen enlaces quimicos covalentes entre
las cadenas de polimeros, para formar una malla (poliacrilamida).

La cantidad de ADN inmovilizado en el polimero (capacidad de inmovilizacién) depende de la naturaleza del
polimero y de su concentracién y puede aumentarse afiadiendo un absorbente de ADN en el hidrogel.

De acuerdo con un primer modo de realizacién ventajosa de dicho procedimiento, la pelicula de polimero es
un hidrogel de poliacrilamida. Preferentemente, comprende del 5 a 15% de una mezcla de acrilamida: metileno bis
acrilamida 50:1 a 5:1, de manera preferida del 5 al 15% de una mezcla 19:1.

De acuerdo con un segundo modo de realizacién ventajoso de dicho procedimiento, la pelicula de polimero com-
prende del 0,1% al 5% de un adsorbente de ADN tal como gelatina, coldgeno o un polisacarido como agarosa, dextrano
o un polimero de glucosa o de sacarosa, o bien una mezcla de dichos adsorbentes. Preferentemente, dicho adsorbente
es agarosa, de manera preferida una agarosa de bajo punto de fusién (low-melting agarose) cuya temperatura de fusién
es ventajosamente inferior a 40°C.

De acuerdo con una disposicién ventajosa de los modos de realizacién anteriores, la pelicula de polimero es un
hidrogel de poliacrilamida que comprende el 10% de una mezcla de acrilamida: metileno bis acacrilamida 19:1 y el
0,8% de agarosa de bajo punto de fusién.

De acuerdo con un tercer modo de realizacién ventajosa de dicho procedimiento, dicho ADN superenrollado es un
plasmido.
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De acuerdo con un cuarto modo de realizacién ventajosa de dicho procedimiento, dicho ADN superenrollado com-
prende lesiones inducidas por un agente genotéxico. Preferentemente, dichas lesiones se han inducido por tratamiento
de un pldsmido aislado o de células que comprenden dicho pldsmido, por un agente fisico o quimico genotéxico.
Entre estas lesiones, pueden citarse particularmente lesiones de las bases puricas o pirimidinicas (lesiones oxidativas,
fotoproductos, aductos quimicos), de los azicares, de la estructura de la doble hélice (puentes inter o intracatenarios,
agentes intercalados) y las roturas.

De acuerdo con una quinta realizacién ventajosa de dicho procedimiento, la pelicula de polimero poroso se deposita
sobre un soporte apropiado, conocido por el experto en la materia, tal como un soporte de vidrio, de metal, de silicona
o de plastico. Preferentemente, se trata de un soporte miniaturizado de tipo microchip. De manera preferida, se trata
de una 1dmina de vidrio.

La presente invencién también tiene por objeto un soporte cubierto por una pelicula de polimero poroso que
comprende un ADN superenrollado inmovilizado, que puede obtenerse por el procedimiento de inmovilizacién tal
como se define anteriormente.

Ventajosamente, se trata de una ldmina de vidrio cubierta por un hidrogel de poliacrilamida que comprende un
ADN superenrollado lesionado.

La polimerizacién y el depdsito de la pelicula de polimero en la superficie del soporte se realizan de acuerdo con
las técnicas cldsicas conocidas por expertos en la materia. Para realizar la invencidn se puede utilizar cualquiera de las
técnicas conocidas por el experto en la materia. Un polimero poroso tal como un hidrogel de poliacrilamida se prepara
a partir de una solucién acuosa que contiene acrilamida y medios de polimerizacién. Por ejemplo: (i) del 5 al 15% de
una mezcla de acrilamida: metileno bis acrilamida (50:1 a 5:1 preferentemente 19:1), (ii) del 0 al 5% de adsorbente
o (adsorbentes) de ADN tales como los definidos anteriormente, preferentemente un polisacarido y particularmente
agarosa de bajo punto de fusidn, y (iii) una fuente de radicales, por ejemplo del 0,001 al 0,1% de persulfato de amonio
junto con del 0,001 a 0,5% de TEMED (N, N, N’, N’-tetrametilendiamina).

También pueden utilizarse composiciones de polimeros listas para el uso, particularmente hidrogeles tales como
HidroGel™ (PERKIN-ELMER; www.perkinelmer.com/proteomics).

El soporte es por ejemplo una ldmina de vidrio previamente recubierta con aminosilano. La solucién acuosa de
hidrogel se deposita después y se coloca sobre el soporte, usando un medio adaptado tal como una ldmina de vidrio,
para formar una fina capa homogénea. El hidrogel se polimeriza, eventualmente por calor o exposicion con rayos ultra
violeta, en funcién del medio de polimerizacién empleado. El soporte cubierto por una pelicula de polimero obtenido
de esta manera puede eventualmente secarse, presentemente por calor.

El ADN, particularmente un plasmido, se prepara de acuerdo con las técnicas clésicas de biologia molecular, uti-
lizando los protocolos convencionales tales como los descritos en Current Protocols in Molecular Biology (Frederick
M. AUSUBEL, 2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, USA).

El tratamiento del ADN con agente genotoxicos efectuado de acuerdo con las técnicas cldsicas conocidas por
el experto en la materia, siguiendo los protocolos convencionales como se describe en la Solicitud de Patente FR
0216435.

La fraccién de ADN superenrollado se afsla por centrifugacion sobre gradiente de sacarosa y/o gradiente de cloruro
de cesio, de acuerdo con los protocolos convencionales tales como los descritos en la Solicitud de Patente FR 0216435.

El ADN superenrollado se diluye a una concentracién comprendida preferentemente entre 5 y 100 ug/ml, y venta-
josamente de 20 a 40 pg/ml, en un tampdn convencional tal como PBS, pH 7,4.

El ADN superenrollado se deposita después sobre las zonas del soporte cubiertas de hidrogel, por ejemplo usando
un robot tal como un robot piezoeléctrico.

La presente invencién también tiene por objeto la utilizacién de una composicién acuosa que comprende el 10% de
una mezcla de acrilamina: metileno bis acrilamida 19:1 y el 0,8% de agarosa de bajo punto de fusién para inmovilizar
el ADN superenrollado.

La presente invencion también tiene por objeto la utilizacién de un ADN superenrollado inmovilizado en una
pelicula de polimero poroso tal como se define anteriormente, como sustrato para analizar la reparacién del ADN en
un medio biolégico.

La reparacion del ADN puede analizarse particularmente de acuerdo con el procedimiento de evaluacién cuantita-
tiva de las capacidades globales y especificas de la reparacion del ADN descrito en la Solicitud FR 0216435.

El andlisis de reparacién del ADN en un medio bioldgico y particularmente la evaluacién cuantitativa de las capa-
cidades globales y especificas de la reparacién del ADN en un medio bioldgico, permiten particularmente establecer
el perfil de reparacién de un medio proporcionado, diagnosticar una enfermedad asociada a la reparacién del ADN,
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evaluar la influencia de un tratamiento fisico o quimico sobre las capacidades de reaccién de un medio biolégico
proporcionado y explorar substancias que pueden modular el sistema de reparacion de un medio biolégico.

La utilizacién de hidrogel en lugar de la poli-L-lisina, para inmovilizar el ADN superenrollado (ADN que com-
prende lesiones (plasmido superenrollado lesionado) y el ADN de control (plasmido superenrollado)), presenta las
siguientes ventajas, particularmente para medir la actividad de reparaciéon del ADN en un medio bioldgico:

- Estabilidad del pldsmido inmovilizado en el hidrogel:

El plasmido inmovilizado sobre un soporte cubierto con hidrogel, por ejemplo un polimero de acrilamida, conserva
su estructura superenrollada a pesar de las lesiones del ADN, y esto durante varias semanas, en un medio no controlado
del punto de vista de la higrometria. De esta manera pueden prepararse simultineamente grandes cantidades de laminas
que comprenden el pldsmido inmovilizado y almacenarse facilmente hasta su utilizacién después de varias semanas.

- Sensibilidad de deteccion de la reparacion del ADN:

El intervalo de valores de las sefiales de reparacién es muy amplio, lo que permite un anélisis mds preciso de las
muestras cuya actividad de reparacién se analiza y particularmente una mejor discriminacién de diferencias entre las
muestras analizadas.

Ademds de las disposiciones anteriores, la invencidon también comprende otras disposiciones que surgirdn de la
siguiente descripcion, que se refiere a ejemplos de utilizacién del ADN superenrollado lesionado, inmovilizado en un
hidrogel, como sustrato de reaccién de reparacién enzimatica del ADN, asi como a los dibujos adjuntos en los que:

La figura 1 ilustra la estabilidad a + 4°C, durante un periodo de 85 dias, de un ADN superenrollado lesionado,
inmovilizado sobre ldminas de vidrio cubiertas con un hidrogel de poliacrilamida. E1 ADN plasmidico superenrollado
que presenta lesiones inducidas por diferentes agentes fisicos o quimicos se ha preparado como se describe en el
ejemplo 1, después se ha diluido usando un pldsmido de control (no tratado) para conservar la concentracion total del
plasmido en el tamp6n de PBS a 40 pg/ml: inicamente plasmido lesionado (4/4), 30 ug/ml de plasmido lesionado y
10 pug/ml de plasmido de control (3/4); 20 pg/ml de plasmido lesionado y 20 pg/ml de pldsmido de control (1/2). El
ADN plasmidico no tratado se ha utilizado como control. Las muestras de ADN se han depositado sobre laminas de
vidrio cubiertas con un hidrogel de poliacrilamida después las ldminas se han conservado a + 4°C durante 1, 3, 71 y
85 dias (D4, D3, D7y, Dygs) antes de evaluar la reparacion del ADN, midiendo la emisién de fluorescencia. Los valores
de fluorescencia se expresan en unidades arbitrarias (u.a.). T: control. UVC: radiacién con UVC (0,3 J/cm?). endo:
tratamiento con endoperéxido de naftaleno. DDE: tratamiento en trans, trans-2,4-decadienol. CIS: tratamiento con
cisplatino. PSO: tratamiento con psoraleno. ABA: induccién de sitios abasicos. U: introduccién de uracilo.

La figura 2 ilustra la estabilidad a + 4°C de un ADN superenrollado lesionado, inmovilizado sobre laminas de
vidrio cubiertas de poli-L-lisina. E1 ADN plasmidico superenrollado que presenta lesiones inducidas por diferentes
agentes fisicos o quimicos se ha preparado como se describe en el ejemplo 1, después se ha diluido usando plasmido
de control (no tratado) para conservar la concentracién total del plasmido en el tampén PBS a 40 ug/ml: tnicamente
plasmido lesionado (4/4), 30 ug/ml de plasmido lesionado y 10 ug/ml de plasmido de control (3/4); 20 pg/ml de
plasmido lesionado y 20 pg/ml de pldsmido de control (1/2). E1 ADN plasmidico no tratado se ha utilizado como
control. Las muestras de ADN se han depositado sobre ldminas de vidrio cubiertas con poli-L-lisina, a continuacién
se ha evaluado la reparacion del ADN inmediatamente después del depdsito midiendo la emisién de fluorescencia
(Dy) en el que las ldminas se han conservado a + 4°C durante un dia (D,) antes de evaluar la reparacion del ADN. T:
control. UVC: radiacién con UVC (0,3 J/cm?). endo: tratamiento con endoperdxido de naftaleno. DDE: tratamiento
en trans, trans-2,4-decadienol. CIS: tratamiento con cisplatino. PSO: tratamiento con psoraleno. ABA: induccién de
sitios abdsicos. U: introduccién de uracilo.

Debe entenderse, sin embargo, que estos ejemplos se proporcionan tnicamente a modo de ilustracién del objeto
de la invencion, y no constituyen de ninguna manera una limitacién.
Ejemplo
Utilizacion de un ADN inmovilizado en un hidrogel como substrato para analizar la reparacion del ADN

El principio del ensayo de la reparacion del ADN que se ha utilizado para comparar la reparaciéon del ADN
inmovilizado sobre un soporte cubierto, o con poli-L-lisina, o con hidrogel, se describe en la Solicitud de Patente
FR 0216435.
1) Material y métodos

a) Preparacion de ADN superenrollado que comprende lesiones

El plasmido (pBluescript II, STRATAGENE) se produce por transformacién de la cepa de E. coli XL 1 blue MRF’
(STRATAGENE) de acuerdo con el protocolo proporcionado por el proveedor. El plasmido se purifica utilizando el
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kit plasmidico midi kit™ (QIAGEN) y se diluye en un tampén PBS (fosfato 10 mM, pH 7,4, NaCl 137 mM, KCI 2
mM).

El pldsmido se trata con distintos agentes fisicos o quimicos para introducir lesiones en su interior es decir:
- radiacion con UVC (UVC)

El plasmido en solucién en PBS (25 ul; 40 ug/ml) se irradia con una lampara que emite a 254 nm. La dosis recibida
es de 0,3 J/cm? (figuras 1y 2) o bien de 0,03, 0,06 y 0,12 J/cm? (figura 3).

- tratamiento con endoperoxido de naftaleno (Endo)

Se incuban 20 ul de endoperdxido de naftaleno 50 mM (1,4-endoperoxido de N,N’, -di(2,3-dihidroxipropil)-1,4-
naftalenodipropanamida, preparado de acuerdo con el protocolo descrito en J. Biol. Chem., 2000, 275, 40601-40604)
con 200 ul de pldsmido a 1 mg/ml en PBS, durante 2 horas a 37°C.

- tratamiento en trans- trans- 2,4-decadienal (DDE)

Se mezclan 200 ul de pldsmido a 1 mg/ml en PBS con 200 ul de tampén carbonato/bicarbonato 0,2 M, pH 9,2
y 200 ul de tetrahidrofurano, en los que se afiaden 4 ul de DDE (5,7 M) y 12 ul de H,0, (8,8 M). La mezcla se
incuba a 50°C durante 16 horas, en la oscuridad. A continuacién se elimina el DDE mediante dos extracciones con
diclorometano.

- tratamiento con cisplatino (CIS)

Se tratan 150 ul de pldsmido a 1 mg/ml en PBS con 1 ul de una solucién de cis-diamina dicloroplatino (II) a 15
mg/ml en dimetilsulf6xido (DMSO), durante 2 horas a 37°C.

- tratamiento con psoraleno (PSO)

Se mezclan 150 ul de pldsmido a 1 mg/ml en PBS con 20 ul de una solucién de psoraleno amina a 120 uM, y se
irradian a 365 nm a una dosis de 1,48 J/cm®.

- creacion de sitios abdsicos (ABA)

Se incuban 100 ul de plasmido a 1 mg/ml en citrato de sodio a 0,05 M, pH 4,8 que contiene 12 ul de KC1 (2 M),
durante 4 horas a 70°C.

- introduccion de uracilo (U)

El plasmido (pBluescript II, STRATAGENE) se produce por transformacién de una cepa de E. coli deficiente en la
actividad uracil-ADN-glicoxilasa (UNG™), de acuerdo con el protocolo proporcionado por el proveedor. El plasmido
se purifica utilizando el kit plasmidico midi kit™ (QIAGEN) después sobre gradiente de sacarosa.

A continuacion el pldsmido tratado se precipita, se purifica sobre gradiente de sacarosa, y se recuperan las fraccio-
nes que contienen al menos el 90% del plasmido superenrollado, como se describe en la Solicitud FR 0216435. Las
diferentes preparaciones de ADN superenrollado que comprende lesiones, de manera que el pldsmido de control no
tratado comprenda ADN superenrollado sin lesiones, se diluyen a 40 pg/ml en PBS.

b) Preparacion de los soportes y del deposito del ADN
Las laminas de vidrio cubiertas con poli-L-lisina se obtienen de VWR Internacional.
bl) Preparacion de las ldminas de vidrio cubiertas con un hidrogel de poliacrilamida

Se colocan 1dminas de vidrio (76 x 26 mm) sobre una gradilla, después se incuban en una solucién que comprende
4 ml de Bind-Silane (3-metacriloxipropil-trimetoxilano) y 220 ul de 4cido acético refrigerado en un volumen total de
un litro de agua destilada, durante 1 hora, agitando. A continuacion las Idminas se aclaran tres veces con agua destilada
y una vez con etanol, después se secan en una campana extractora.

El hidrogel de poliacrilamida es una solucién acuosa, que también puede prepararse a partir de un tampén de PBS
(o un tampén de TBE), que contiene: el 10% de una mezcla de acrilamida y de metileno bis acrilamida 19:1, el 0,8%
de agarosa de bajo punto de fusién (low-melting agarose; TEBU-BIO), el 0,06% de persulfato de amonio, el 0,065%
de (N, N, N’, N’-tetrametilendiamina). 100 ul de esta solucion se depositan uniformemente sobre una ldmina de vidrio
(76 x 26 mm), preparada como se ha indicado anteriormente, después se colocan de manera fina y homogénea usando
una laminilla de vidrio. La lamina cubierta con la laminilla se calienta a 40°C durante 5 minutos, para permitir que el
gel se fije. La laminilla de vidrio se retira después, a continuacion la Idmina que incluye el gel se calienta de nuevo a
40°C, durante 3 minutos, para secar el hidrogel. Las ldminas cubiertas con hidrogel de poliacrilamida se conservan a
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+ 4°C. Preferentemente, se conservan al menos 24 horas a + 4°C antes de utilizarse.
b2) Depdsito de muestras de ADN

La concentracién total de plasmido en las muestras es de 40 ug/ml en el tampén de PBS y mads precisamente
en referencia a las figuras 1 y 2: unicamente pldsmido lesionado (4/4); 30 ug/ml de pldsmido lesionado y 10 ug/ml
de pldsmido de control (3/4); 20 ug/ml de plasmido lesionado y 20 ug/ml de plasmido de control (1/2). E1 ADN
plasmidico superenrollado sin lesién se utiliza como control.

Tres gotas de muestra de ADN (volumen total de aproximadamente 500 picolitros) se depositan sobre cada zona
de la Idmina, usando un robot piezoeléctrico (Scieflexarrayer, SCIENION).

Las Idminas recubiertas con poli-L-lisina se utilizan inmediatamente después del depdsito (D,) o se conservan 24
horas a 4°C (D) antes de analizar la reparaciéon del ADN (D).

Después de la inmovilizacién pasiva del ADN, a 4°C durante 24 h, las laminas cubiertas con hidrogel se utilizan
para analizar la reparacidon del ADN (D)) o se conservan a la misma temperatura durante un tiempo variable, antes de
analizar la reparacién del ADN (D3, D7y, Dgs).

¢) Reaccion de reparacion y medicion de la sefial de reparacion

Una solucién (30 ul) que contiene un lisado celular que puede contener sistemas de reparacién del ADN (25 ul;
0,6 mg/ml de proteinas de extractos nucleares de células HeLa; CIL BIOTECH) y diferentes compuestos necesarios
para conseguir la reaccién de reparacién por las proteinas del medio biolégico (5 ul de tampén ATG (Hepes 200 mM,
KOH pH 7,8, MgCl, 356 mM, DTT 2,5 mM, dATP 1,25 pM, dGTP 1,25 pM, TTP 1,25 pM, glicero al 17%, EDTA 10
mM, 250 ug/ml de creatina fofoquinasa, fosfocreatina 50 mM, ATP 10 mM, dCTP-Cy5 1,25 uM)), se depositan sobre
cada zona de la ldmina que contiene las diferentes muestras de ADN inmovilizado. Las ldminas se incuban durante 3
horas a 30°C. A continuacion las ldminas se lavan sucesivamente en PBS que contiene Tween 20 al 0,5% (2 lavados de
3 minutos) y en agua destilada (2 lavados de 3 minutos). Después de secar por centrifugacién (800 rpm, 3 minutos),
se mide la sefial fluorescente (Scaner Genepix 4200?, AXON) y se analiza usando el programa informético Genepix
Pro 5.1 (AXON). Las sefiales se normalizan con respecto a la mediana de las sefiales de cada zona.

2) Resultados
a) Mejora de la sensibilidad de la evaluacion de la reparacion del ADN

El ADN inmovilizado sobre una ldmina cubierta con hidrogel permite aumentar la sensibilidad de deteccion de la
actividad de reparacién del ADN, como lo demuestra la comparacién de las medidas de reparacion del ADN efectuadas
después de la inmovilizacion pasiva de las muestras del ADN (Figura 1).

De hecho, por comparacion con la utilizacién de poli-L-lisina (sefiales comprendidas entre 9000 y 1200 unidades
arbitrarias para las diferentes lesiones a Dy), la utilizacién de hidrogel de poliacrilamida permite obtener sefiales de
reparacion del ADN comprendidas en un mayor intervalo de valores (sefiales comprendidas entre 11000 y 20000
unidades arbitrarias para las diferentes lesiones a D,), y cualquiera que sea el tipo de lesiéon del ADN cuya reparacién
se estudia. Esta diferencia podria explicarse por una mejora de la cantidad y/o de la calidad del ADN inmovilizado en
el hidrogel y por la eficacia de la reaccién de reparacién en ese medio.

b) Estabilidad del ADN inmovilizado

El ADN inmovilizado sobre una ldmina cubierta con hidrogel es estable durante mas de 2 meses, como lo demues-
tran los resultados de los ensayos de reparaciéon del ADN efectuados a diferentes tiempos después del depésito del
ADN sobre el hidrogel (Figura 1). A D, la actividad de reparacion del ADN es comparable a la detectada a D,, y
cualquiera que sea el tipo de lesién cuya reparacion se estudia. Ademads, el ruido de fondo mas débil observado a D,
con el ADN de control refleja una mejor conservacion de la estructura del ADN durante la inmovilizacién del ADN
en el hidrogel.

Por comparacién, con el ADN inmovilizado sobre una ldmina cubierta con poli-L-lisina, se observa un ruido de
fondo més elevado a D, con el ADN de control, asi como un aumento rdpido de la sefial de reparacién del ADN (D,),
a la vez en las muestras de ADN de control y del ADN lesionado lo que indica la aparicién de roturas suplementarias
en el ADN.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de inmovilizacién de un ADN superenrollado, caracterizado por que comprende los siguientes
pasos:

- el depésito de una muestra de ADN superenrollado en la superficie de una pelicula de polimero poroso consti-
tuida por una capa delgada de una matriz tridimensional que comprende cadenas de uno o varios polimeros y
un disolvente, en el que la matriz incluye intersticios que pueden contener macromoléculas como ADN, y

- lainmovilizacién del ADN superenrollado por difusién pasiva en dicha pelicula de polimero poroso.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que el polimero poroso es un hidrogel de

poliacrilamida.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por que el hidrogel de poliacrilamida com-
prende del 5 al 15% de una mezcla de acrilamida: metileno bis acrilamida 50:1 a 5:1.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado por que el hidrogel de poliacrilamida com-
prende del 5 al 15% de una mezcla de acrilamida: metileno bis acrilamida 19:1.

5. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que la pelicula
de polimero comprende del 0,1% al 5% de adsorbente (o adsorbentes) de ADN.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado por que el adsorbente es un polisacérido.
7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado por que el adsorbente es agarosa.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizado por que el adsorbente es agarosa de bajo punto
de fusion.

9. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, caracterizado por que el hidrogel
de poliacrilamida comprende el 10% de una mezcla de acrilamida: metileno bis acrilamida 19:1 y el 0,8% de agarosa
de bajo punto de fusién.

10. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que dicho ADN
superenrollado es un pldsmido.

11. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado por que dicho
ADN superenrollado comprende lesiones inducidas por un agente genotéxico.

12. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado por que la pelicula
de polimero poroso se deposita sobre un soporte apropiado.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 12, caracterizado por que dicho soporte es una lamina de
vidrio.

14. Soporte cubierto con una pelicula de polimero poroso que comprende un ADN superenrollado inmovilizado,
que puede obtenerse por el procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 12 o la reivindicacién 13.

15. Soporte de acuerdo con la reivindicacién 14, caracterizado por que se trata de una lamina de vidrio cubierta
con un hidrogel de poliacrilamida que comprende un ADN superenrollado lesionado.

16. Utilizacién de una composicion acuosa que comprende el 10% de una mezcla de acrilamida: metileno bis
acrilamida 19:1 y el 0,8% de agarosa de bajo punto de fusidon para inmovilizar el ADN superenrollado.

17. Utilizacién de un ADN superenrollado inmovilizado en una pelicula de polimero poroso tal como se define en
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, como sustrato para analizar la reparaciéon del ADN.
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