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DESCRIPCION
Método para el enriquecimiento de nucleosomas libres de células
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un método para la purificacion o enriquecimiento de nucleosomas libres de células de origen
tumoral y ADN tumoral asociado de sangre, suero o plasma.

Antecedentes de la invencion

EI ADN celular existe como un complejo de proteina-acido nucleico llamado cromatina. El nucleosoma es la unidad basica
de la estructura de la cromatina y consiste en ADN bicatenario (ADNds) enrollado alrededor de un complejo proteico. El
ADN se enrolla alrededor de nucleosomas consecutivos en una estructura que a menudo se dice que se asemeja a un
"collar de perlas" y esto forma la estructura basica de la cromatina abierta o eucromatina. En la cromatina compactada o
heterocromatina, este collar esta enrollado y superenrollado en una estructura cerrada y compleja.

Cada nucleosoma en la cromatina consiste en un complejo proteico de ocho histonas centrales altamente conservadas
(que comprenden un par de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4). Alrededor de este complejo se envuelven
aproximadamente 146 pares de bases (pb) de ADN. Otra histona, H1 o H5, que esta localizada en el nucleosoma fuera
de las histonas centrales, actia como un enlazador y esta implicada en la compactacion de la cromatina. Se informa que
los nucleosomas libres de células comprenden predominantemente mononucleosomas junto con el ADN asociado
producido como fragmentos de cromatina por digestion de la cromatina tras la muerte celular.

El recambio celular normal en adultos humanos implica la creacion por divisién celular de unas 10" células diariamente y
la muerte de un ndmero similar, principalmente por apoptosis. Durante el proceso de la apoptosis, la cromatina se degrada
en mononucleosomas y oligonucleosomas, algunos de los cuales pueden encontrarse en la circulacion. En condiciones
normales, se reporta que el nivel de nucleosomas circulantes encontrado en sujetos sanos es bajo. Se encuentran niveles
elevados en sujetos con una variedad de afecciones, incluyendo muchos canceres, enfermedades autoinmunes,
afecciones inflamatorias, accidente cerebrovascular e infarto de miocardio (Holdenrieder y Stieber, 2009). Los
nucleosomas de las células muertas también se pueden liberar en otros fluidos corporales, tales como la orina, las heces
o el esputo.

Las anomalias del ADN son caracteristicas de todas las enfermedades cancerosas. El ADN de las células cancerosas
difiere del de las células sanas de muchas maneras, incluyendo, pero no limitado a, mutaciones puntuales, translocaciones,
numero de copias de genes, anomalias en microsatélites, integridad de la cadena de ADN y modificaciones de nucleétidos
(por ejemplo, metilacién de citosina en la posicién 5). Estas alteraciones asociadas a tumores en la estructura o secuencia
del ADN se investigan de forma rutinaria en células cancerosas o tejido extraido en una biopsia o cirugia con fines de
diagnéstico clinico, prondstico y seleccion de tratamiento. Las caracteristicas genéticas y epigenéticas de los tumores
varian entre diferentes tipos de tumores y entre diferentes pacientes con la misma enfermedad tumoral. Ademas, estas
caracteristicas varian a lo largo del tiempo dentro del mismo cancer del mismo paciente con la progresién de la enfermedad
y en el desarrollo de resistencias adquiridas a farmacos u otras terapias. Por lo tanto, la investigacion en serie del ADN
tumoral en las células extraidas durante la cirugia o la biopsia puede ayudar al médico a controlar la progresién de la
enfermedad y detectar cualquier recidiva o resistencia al tratamiento adquirida en un estadio temprano (posiblemente
muchos meses antes de la deteccion radiolégica) y permitir cambios potencialmente exitosos en los cursos de tratamiento.

Sin embargo, los ensayos de ADN de tejidos tienen limitaciones, ya que los procedimientos de biopsia invasiva no se
pueden realizar repetidamente en pacientes con fines de monitorizacion. Para algunos pacientes, es posible que la biopsia
no se utilice en absoluto. La biopsia es cara de realizar, incbmoda para el paciente, presenta un riesgo para el paciente y
puede provocar complicaciones quirurgicas. Ademas, un tumor en un paciente puede consistir en mdultiples clones
tumorales localizados dentro de diferentes areas del mismo tumor o dentro de diferentes metdastasis (en cancer
metastasico), de las cuales no pueden tomarse siempre muestras en una biopsia. Por lo tanto, una investigaciéon de ADN
de biopsia de tejido proporciona una instantanea del tumor, tanto en el tiempo como en el espacio, entre diferentes clones
tumorales localizados dentro de diferentes areas de un tumor en un momento particular en el tiempo.

La sangre de los pacientes con cancer contiene ADN tumoral circulante (ADNct) que se cree que se origina a partir de la
liberacion de fragmentos de cromatina o nucleosomas en la circulacion a partir de células cancerosas moribundas o
muertas. La investigacién de muestras concordantes de sangre y tejido de pacientes con cancer muestra que las
mutaciones asociadas al cancer, presentes en el tumor de un paciente (pero no en sus células sanas) también estan
presentes en el ADNct en muestras de sangre tomadas del mismo paciente (Newman et al, 2014). De manera similar, las
secuencias de ADN que estan metiladas diferencialmente (alteradas epigenéticamente por metilacién de residuos de
citosina) en células cancerosas también pueden detectarse como secuencias metiladas en el ADNct en la circulacion.
Ademas, la proporcion de ADN circulante libre de células (ADNcf) que esta comprendido por ADNCct esta relacionada con
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la carga tumoral, por lo que la progresion de la enfermedad se puede monitorizar tanto cuantitativamente por la proporcion
de ADNct presente como cualitativamente por su composicion genética y/o epigenética. El analisis del ADNct puede
producir datos muy utiles y clinicamente precisos respecto al ADN que se origina de todos o muchos clones diferentes
dentro del tumor y que, por tanto, integra espacialmente los clones tumorales. Ademas, el muestreo repetido a lo largo del
tiempo es una opcién mucho mas practica y econdmica. El andlisis del (ADNct) tiene el potencial de revolucionar la
deteccién y la monitorizacion de tumores, asi como la deteccién de recidiva y resistencia adquirida a farmacos en un
estadio temprano para la seleccion de tratamientos para tumores mediante la investigacion del ADN tumoral sin
procedimientos invasivos de biopsia de tejido. Dichos ensayos de ADNCct se pueden utilizar para investigar todos los tipos
de anomalias del ADN asociadas al cancer (p. ej.; mutaciones puntuales, estado de modificacion de nucleétidos,
translocaciones, niumero de copias de genes, anomalias de microsatélites e integridad de la cadena de ADN) y tendrian
aplicabilidad para el cribado de cancer de rutina, la monitorizacién regular y mas frecuente y la evaluacién regular de los
regimenes de tratamiento éptimos (Zhou et al, 2012).

Se puede usar sangre, plasma o suero como sustrato para ensayos de ADNct y se puede emplear cualquier método de
analisis del ADN incluyendo, sin limitacién, secuenciacion de ADN, andlisis de secuenciaciéon de ADN epigenético (p. €;j.,
para secuencias que contienen 5-metilcitosina), PCR, BEAMing, NGS (genoma diana o completo), PCR digital, PCR en
frio (coamplificacion a menor temperatura de desnaturalizacién-PCR), MAP (pirofosfordlisis activada por MIDI), PARE
(analisis personalizado de extremos reorganizados) y espectrometria de masa.

Como las anomalias del ADN son caracteristicas de todas las enfermedades cancerosas y se ha observado ADNCct para
todas las enfermedades cancerosas en las que se ha investigado, los ensayos de ADNCct tienen aplicabilidad en todas las
enfermedades cancerosas. Los canceres investigados incluyen, sin limitacion, cancer de vejiga, mama, colorrectal,
melanoma, ovario, préstata, pulmén, higado, endometrio, ovario, linfoma, oral, leucemias, cabeza y cuello y osteosarcoma
(Crowley et al, 2013; Zhou et al. al, 2012; Jung et al, 2010). La naturaleza de los ensayos de ADNCct se ilustrara ahora
mediante la descripcién de tres enfoques de ejemplo (no limitativos).

El primer ejemplo implica la deteccidon de una mutacién de la secuencia génica asociada al cancer en el ADNct. Los analisis
de sangre que implican la deteccién de una sola mutacion génica en el ADNct generalmente tienen una baja sensibilidad
clinica. Hay dos razones para esto. En primer lugar, aunque todos los canceres tienen mutaciones, la frecuencia de
cualquier mutacion particular en una enfermedad cancerosa particular suele ser baja. Por ejemplo, aunque las mutaciones
en K-ras y p53 se consideran dos de las mutaciones cancerosas mas frecuentes y se han estudiado en una amplia gama
de canceres, incluyendo los canceres de vejiga, mama, colon, pulmén, higado, pancreas, endometrio y ovario, se
detectaron en el 23 %-64 % y el 17 %-54 % de las muestras de tejido canceroso, respectivamente. En segundo lugar,
incluso si el tejido canceroso de un paciente contiene la mutacion, el nivel o la concentracién de ADNct mutado presente
en la sangre del paciente puede ser bajo y dificil de detectar. Por ejemplo, las mutaciones en K-ras y p53 podrian detectarse
en el ADNct del 0 %-75 % de los pacientes con tejido positivo para K-ras y p53. La suma de estos dos efectos significo
que se detectaron mutaciones en K-ras o p53 en la sangre de menos del 40 % de los pacientes con cancer (Jung et al,
2010).

El segundo ejemplo implica la deteccion de multiples mutaciones de secuencias génicas asociadas al cancer en el ADNCct.
Aunque las mutaciones de cualquier gen en particular, tal como K-ras o p53, pueden estar presentes solo en una minoria
de los canceres, todos los canceres contienen mutaciones, por lo que el estudio de un panel de mutaciones lo
suficientemente grande deberia, en principio, facilitar la deteccién de la mayoria o incluso de todos los tumores. Por tanto,
una forma de aumentar la sensibilidad clinica de dichos ensayos es analizar una amplia gama de mutaciones en muchos
genes. Newman et al han adoptado este enfoque para el cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) e investigaron
521 exones y 13 secuencias de intrones de 139 genes mutados de forma recurrente. Las mutaciones estudiadas abarcaron
multiples clases de alteraciones genéticas asociadas al cancer, incluyendo la variacion de un solo nucleétido (SNV) y los
genes de fusién. De esta manera, los autores informaron de la deteccién de mas del 95 % de tumores en estadio II-1V y el
50 % de tumores en estadio | con una especificidad del 96 % en los andlisis de sangre de ADNct (Newman et al, 2014).

El tercer ejemplo implica la deteccion de alteraciones epigenéticas asociadas al cancer en secuencias de genes
particulares en el ADNct. Este enfoque se puede aplicar a cualquier modificacion de ADN o nucleétidos. Un excelente
ejemplo de este enfoque es la deteccién de genes que estan metilados diferencialmente en los residuos de citosina en
ciertos canceres. Se ha investigado un gran numero de genes con este propésito en una variedad de canceres. Algunos
de estos son SEPTIN-9, APC, DAPK, GSTP1, MGMT, p16, RASSF1A, T1G1, BRCA1, ERa, PRB, TMS1, MLH1, HLTF,
CDKN2A, SOCS1, SOCS2, PAX5, PGR, PTGS2 y RARB2 investigados en canceres de vejiga, mama, colorrectal,
melanoma, ovario y préstata. Un ejemplo ilustrativo de este enfoque es la deteccién de SEPTIN-9 metilado en ADNct para
la deteccion de cancer colorrectal (CRC) que, segun se informo, detecta el 68 % de los casos de CRC con una especificidad
clinica del 89 % (Grutzmann et al, 2008).

La fraccion de ADNct derivada de tumores de ADNCcf circula como pequefios fragmentos de ADN de menos de 200 pb de
longitud, consistente con lo esperado para los fragmentos de ADN que circulan en la forma de mononucleosomas (Newman
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et al, 2014). Se informa que los pacientes con cancer tienen niveles mas altos de ADNcf que los sujetos sanos. Los
trabajadores en el campo han informado de rangos de 0-100 ng/ml (media de 30 ng/ml) de ADNCcf para sujetos sanos y
0-1.000 ng/ml (media de 180 ng/ml) de ADNCcf para sujetos con cancer (Schwarzenbach et al, 2011). EI ADNcf circulante
consiste en moléculas de ADN de diversos tamafios hasta 20.000 pares de bases de longitud (Zhou et al, 2012). De
acuerdo con la hipotesis de que el ADNct circula predominantemente como mononucleosomas, los niveles medidos de
nucleosomas libres de células en la circulaciéon son, como los niveles de ADN, mas altos en pacientes con cancer que en
sujetos sanos (Holdenrieder et al, 2001). Sin embargo, los niveles elevados de nucleosomas circulantes no se usan per
se clinicamente como biomarcadores de cancer, ya que los nucleosomas son un producto no especifico de la muerte
celular y se observan niveles elevados para muchas afecciones que implican una muerte celular elevada, incluyendo el
trauma agudo (Holdenrieder y Stieber, 2009). Como producto de la muerte celular, los niveles de nucleosomas circulantes
pueden aumentar notablemente con el tratamiento con farmacos citotéxicos o radioterapia. Sin embargo, los nucleosomas
también se aclaran de la circulacién, por lo que los niveles pueden aumentar con el tratamiento y luego disminuir
(Holdenrieder et al, 2001).

Aunque el nivel de nucleosomas libres de células circulantes no se ha usado per se en la practica clinica como un
biomarcador sanguineo en el cancer, la composicién epigenética de los nucleosomas libres de células circulantes en
términos de su modificacién de histonas, variante de histonas, modificacion del ADN y contenido en aductos se ha
investigado como biomarcadores sanguineos en el cancer (WO 2005/019826; WO 2013/030577; WO 2013/030579;
WO 2013/084002).

El origen bioldgico del ADNcf no se comprende bien. La fragmentacion de la cromatina para producir mononucleosomas
y oligonucleosomas es una caracteristica de la muerte celular apoptética. Se cree que las células necréticas producen
moléculas de ADN mas grandes de miles de pares de bases de longitud, pero la fragmentacién del ADN también puede
ocurrir en algunos casos de necrosis. Ademas, las secuencias de repeticion de ADN comunes (p. €j., secuencias ALU o
LINE1) pueden liberarse como fragmentos de ADN de 200-400 pares de bases a partir de células que experimentan muerte
celular no apoptoética o necrética (Schwarzenbach et al, 2011). Las células también pueden secretar fragmentos de ADN
como una forma de comunicacién intercelular. Se cree que el origen del ADNct esta relacionado con la muerte de las
células cancerosas. Los fragmentos de ADN pueden liberarse como nucleosomas a partir de células tumorales necroéticas
y/o apoptéticas. Sin embargo, las células necroéticas y apoptéticas suelen ser fagocitadas por macréfagos u otras células
depuradoras y los macréfagos que han engullido células necréticas o apoptoticas pueden liberar ADN (Schwarzenbach et
al, 2011).

Hay una variedad de métodos disponibles para extraer el ADNcf de sangre, suero o plasma y estos han sido comparados
respecto al rendimiento del ADN extraido y a su eficiencia de extraccion de fragmentos de ADN de diferentes longitudes.
Los métodos de extraccion con fenol-cloroformo y yoduro de sodio proporcionan el mayor rendimiento y extraen pequefos
fragmentos de ADN de menos de 200 pb de longitud. Se informa que otros métodos ensayados (incluyendo los métodos
disponibles comercialmente) tienen rendimientos de extraccion de ADN mas bajos y no logran extraer pequefios
fragmentos de ADN de menos de 200 pb de longitud (Fong et al,2009).

La extraccion de ADNcf de sangre, suero o plasma para el analisis del ADNct generalmente se realiza utilizando productos
de extraccion de ADN disponibles comercialmente. Dichos métodos de extraccion reivindican altas recuperaciones de ADN
circulante. (>50 %) y se reivindica que algunos productos (por ejemplo, el kit de acido nucleico circulante QlAamp producido
por Qiagen) extraen fragmentos de ADN de pequefio tamafio. Los voliumenes de muestra tipicos utilizados estan en el
rango de 1-5 mL de suero o plasma.

Actualmente, no existen ensayos basados en ADNct de uso rutinario con fines de oncologia clinica debido a una serie de
limitaciones. Una limitacion metodoldgica importante es el requisito de un ADN de alta calidad. Los métodos de muestreo
de ADNct actuales producen muestras de ADNct de mala calidad debido a la naturaleza de la muestra. La principal
dificultad radica en la presencia de grandes cantidades de ADNcf no tumoral en la circulacion, lo que complica cualquier
analisis del ADNct. Las estimaciones de diferentes trabajadores varian, pero la fraccion de ADNct presente en la circulacién
puede ser demasiado baja para ser detectada o superior al 50 % de ADNCcf. Sin embargo, para la mayoria de los pacientes
con cancer, la fraccion de ADNct es una pequefa parte del ADNcf. Por ejemplo, estudios recientes informan que la fraccién
de ADNct aumenta con el tamafio del tumor en pacientes con cancer de pulmén antes del tratamiento. El nivel mas alto
encontrado fue el 3,2 % en un paciente con una gran carga tumoral, pero se encontré que la mayoria de los pacientes
tenian fracciones de ADNct inferiores al 0,1 % (Newman et al, 2014). Esto significa que, para muchas muestras de
pacientes, se debe analizar un nivel muy bajo de ADNct en presencia de un nivel mucho mas alto de ADN no derivado de
tumores. Ademas, este ADN es del mismo sujeto y, por lo tanto, con una secuencia similar e interferira en cualquier método
para la cuantificacion o analisis del ADNCct.

Un problema similar ocurre para la medicion de los nucleosomas libres de células circulantes y/o la composicion
epigenética de los nucleosomas circulantes como biomarcadores de cancer porque los nucleosomas per se son un
indicador no especifico de la muerte celular y se liberan como parte del proceso normal de renovacion celular del cuerpo,
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asi como en afecciones asociadas con niveles elevados de muerte celular tales como enfermedades autoinmunes,
accidente cerebrovascular, sepsis, postraumatismo, quemaduras, infarto de miocardio, accidente cerebral, durante el
rechazo del injerto después de un trasplante de 6rganos y después de un ejercicio intenso. Por tanto, los nucleosomas de
origen tumoral circulan junto con otros nucleosomas no tumorales de diversos origenes celulares y tisulares. Estos
nucleosomas no tumorales interferiran en cualquier método de cuantificacién o andlisis epigenético de nucleosomas de
origen tumoral. Un efecto similar puede ocurrir en otros fluidos corporales. Las heces, por ejemplo, pueden contener
nucleosomas y ADN asociado originados en las células de cancer colorrectal junto con nucleosomas que se originan en
células sanas de colon o recto. El esputo puede contener nucleosomas y ADN asociado originados en las células de cancer
de pulmén junto con nucleosomas que se originan en células pulmonares sanas. Se produciran efectos similares en otros
fluidos corporales.

Sakamoto et al. (2010) Cancer Epidemiology demuestra un método de PCR especifica de metilacién que utiliza
inmunoprecipitacion con anticuerpo antihistona para la deteccion de ADN metilado en suero unido a histonas desacetiladas.

Deligezer et al. (2008) Clinical Chemistry describe la deteccién de cambios en la metilacion del ADN dependientes de
secuencia y especificos de tumor en el suero y plasma de pacientes con cancer mediante ELISA, PCR e
inmunoprecipitacion de cromatina.

Scaffidi P. (2015) Biochim Biophys Acta. es un articulo de revisién que analiza las alteraciones y anomalias de la histona
enlazadora H1 en el cancer.

Por tanto, existe una gran necesidad de un método para el enriquecimiento de nucleosomas y ADN de origen tumoral a
partir de muestras de sangre, suero o plasma y muestras de otros fluidos corporales. De manera similar, existe la necesidad
de métodos analiticos para nucleosomas libres de células circulantes que sean capaces de distinguir los nucleosomas de
origen tumoral y no tumoral para una detecciéon mejorada de estados de enfermedad cancerosa.

Resumen de la invencién

Segun un primer aspecto de la invencidn, se proporciona un método in vitro para analizar nucleosomas libres de células
de origen tumoral a partir de una muestra biolégica mediante purificacién por afinidad en donde dicho método comprende
las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1;
(ii) aislar los nucleosomas de la muestra que no estan unidos al agente de union a la histona H1; y
(iii) analizar los nucleosomas aislados mediante inmunoensayo o espectroscopia de masa.

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un método in vitro para aislar ADN tumoral purificado de una
muestra biolégica, en donde dicho método comprende las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1;

(ii) aislar los nucleosomas que no estan unidos al agente de unién a la histona H1;
(iii) extraer el ADN de la muestra de nucleosomas aislados en la etapa (ii); y

(iv) analizar el ADN extraido.

Segun un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un método de inmunoensayo in vitro para detectar un epitopo
epigenético de nucleosomas derivados de tumores en una muestra bioldgica, en donde dicho método comprende las
etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un primer agente de unién que comprende un agente de unién a la histona H1;
(ii) aislar los nucleosomas que no estan unidos al primer agente de union;

(iii) poner en contacto los nucleosomas de la etapa (ii) con un segundo agente de unién que se une a dicho epitopo;
(iv) detectar y/o cuantificar la union de dicho segundo agente de union a dicho epitopo; y

(v) usar la presencia o el grado de dicha unién como una medida de la presencia del epitopo particular de nucleosomas
derivados de tumor en la muestra.
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Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un método para detectar cancer en un sujeto animal o humano
que comprende las etapas de:

(i) analizar una muestra biolégica obtenida del sujeto para determinar los nucleosomas libres de células que contienen una
caracteristica epigenética y también contienen histona H1 mediante un inmunoensayo que usa dos agentes de unién, uno
de los cuales esta dirigido a unirse a la caracteristica epigenética particular y el otro de los cuales esta dirigido a unirse a
la histona H1;

(i) analizar la muestra para determinar los nucleosomas libres de células circulantes que contienen la caracteristica
epigenética particular, tanto con, como sin, histona H1, mediante un inmunoensayo que usa dos agentes de union, uno de
los cuales esta dirigido a unirse a la caracteristica epigenética y el otro de los cuales esta dirigido a unirse a un epitopo de
nucleosoma central comun que incluye cualquier epitopo de la histona H2, H3 o H4, cualquier epitopo de ADN o cualquier
otro epitopo presente en fragmentos de cromatina distintos de un epitopo de la histona H1; y

(iii) usar una combinacion de los resultados del inmunoensayo obtenidos en las etapas (i) y (ii) como un biomarcador de
combinacién indicativo de la presencia de dicho cancer en el sujeto.

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona el uso de un kit que comprende un agente de union a la histona
H1 en un método descrito en la presente memoria.

Breve descripcion de las figuras

FIGURA 1: Relaciones de DO (DO2:DO1) que indican relaciones relativas de [nucleosomas derivados de tumor y no
derivados de tumor]:[nucleosomas predominantemente no derivados de tumor] para 69 sujetos humanos.

Descripcion detallada de la invencion

La estructura de los nucleosomas en términos de su composicién de sefiales epigenéticas puede variar en las células
cancerosas en comparacion con las células sanas. El uso de anticuerpos u otros agentes de union dirigidos a unirse a
sefiales epigenéticas que son mas comunes en las células cancerosas que en las células sanas o viceversa permite el
aislamiento de nucleosomas libres de células de origen tumoral (es decir, mediante seleccién positiva o negativa) en una
muestra biolégica tomada de un sujeto que contiene nucleosomas libres de células con una mezcla de origenes celulares.

La parte central del nucleosoma consiste en 8 proteinas histonas que incluyen un par de proteinas histonas H2A, H2B, H3
y H4. La histona H1 (H1) no es una histona de la parte central, pero se encuentra en el exterior de la parte central y actia
como enlazador. En particular, H1 esta implicada en el empaquetado de las subestructuras de "collares de cuentas" en
una estructura de orden superior. Sin pretender la vinculacion a ninguna teoria, los presentes inventores han identificado
que los nucleosomas libres de células que se originan a partir de un tumor contienen con menos frecuencia histona H1
que los nucleosomas que se originan en células sanas. Por lo tanto, es mas probable que los nucleosomas de origen
tumoral consistan solo en las 8 proteinas histonas centrales H2A, H2B, H3 y H4 (mas ADN y cualquier molécula aducida).
Por tanto, se puede considerar que los nucleosomas libres de células circulantes en la sangre que tienen un origen tumoral
o no tumoral son cualitativamente diferentes en el sentido de que la mayoria de los nucleosomas de origen tumoral
comprenden una estructura de nucleosoma central de 8 proteinas histonas junto con un fragmento de ADN asociado,
mientras que la mayoria de los nucleosomas de origen no tumoral comprenden una estructura de nucleosoma central
similar mas un resto de proteina histona H1 adicional y un fragmento de ADN asociado. Esta diferencia cualitativa se puede
usar como base de un método de seleccion negativa para el enriquecimiento de nucleosomas libres de células de origen
tumoral en una muestra de fluido corporal recogida de un sujeto o paciente.

Anteriormente, hemos informado sobre métodos para el andlisis epigenético de nucleosomas libres de células en sangre
y otros fluidos corporales (W02013/030577, WO2013/030578, W0O2013/030579, W0O2013/084002). Como se ha discutido
anteriormente, los nucleosomas libres de células de origen tumoral se liberan en la circulacion de sujetos con un tumor,
pero estos se diluyen en nucleosomas libres de células que ya estan presentes en la circulacion debido al recambio celular
normal. Cualquiera de dichos nucleosomas de origen no tumoral interferira en el analisis genético o epigenético de los
nucleosomas tumorales. La eliminacién de nucleosomas libres de células de origen no tumoral de una muestra de fluido
corporal conducira a una mayor pureza de los nucleosomas libres de células de origen tumoral, lo que conducira a mejores
resultados para el analisis genético o epigenético de nucleosomas tumorales o fragmentos de cromatina en la muestra.

En un aspecto preferido de la invencién, los nucleosomas libres de células circulantes de origen patologico se purifican y
analizan para determinar las caracteristicas epigenéticas mediante inmunoensayo o espectroscopia de masa. En este
aspecto; se toma una muestra de sangre, suero, plasma u otro fluido corporal de un sujeto y la muestra se enriquece en
nucleosomas libres de células de origen patolégico mediante la eliminacién de nucleosomas libres de células que contienen
un componente de la histona H1. Los nucleosomas libres de células restantes se analizan para determinar una
caracteristica epigenética que sea indicativa de enfermedad usando un inmunoensayo o un método espectrofotométrico
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de masa. Las caracteristicas epigenéticas del nucleosoma que pueden analizarse incluyen cualquiera o todas de;
modificaciones postraduccionales de histonas particulares, isoformas de histonas particulares, nucleétidos particulares o
nucledtidos modificados (por ejemplo, modificaciones de nucleétidos metilados, hidroxil-metilados u otras). Las ventajas
de los métodos de inmunoensayo y espectroscopia de masa incluyen el bajo costo, la alta sensibilidad y especificidad
analiticas y el alto rendimiento.

En una realizacién, se proporciona un método in vitro para el aislamiento por purificacion por afinidad y analisis epigenético
de nucleosomas libres de células de origen patoldgico de una muestra biolégica en donde dicho método comprende las
etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1;

(ii) aislar los nucleosomas de la muestra que no estan unidos al agente de unién a la histona H1 (es decir, nucleosomas
no unidos); y

(iii) analizar la fraccion de nucleosomas aislados para determinar la inclusién de un nucleétido modificado usando un
método de inmunoensayo que implica un anticuerpo u otro agente de union dirigido a unirse a un nucleétido modificado.

En otra realizacion, se proporciona un método in vitro para el aislamiento por purificacién por afinidad y analisis epigenético
de nucleosomas libres de células de origen patologico de una muestra biolégica en donde dicho método comprende las
etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1;

(ii) aislar los nucleosomas de la muestra que no estan unidos al agente de union a la histona H1 (es decir, nucleosomas
no unidos); y

(iii) analizar la fraccion de nucleosomas aislados para determinar la inclusion de histona modificada postraduccionalmente
usando un método de inmunoensayo que implica un anticuerpo u otro agente de unién dirigido a unirse a una histona
modificada postraduccionalmente.

En una realizacién adicional, se proporciona un método in vitro para el aislamiento por purificacion por afinidad y analisis
epigenético de nucleosomas libres de células de origen patoldgico de una muestra biolégica en donde dicho método
comprende las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de union a la histona H1;

(i) aislar los nucleosomas de la muestra que no estan unidos al agente de unién a la histona H1 (es decir, nucleosomas
no unidos); y

(iii) analizar la fraccion de nucleosomas aislados para determinar la inclusién de una isoforma de histona usando un método
de inmunoensayo que implica un anticuerpo u otro agente de unién dirigido a unirse a una isoforma de histona.

En una realizacién adicional, se proporciona un método in vitro para el aislamiento por purificaciéon por afinidad y analisis
epigenético de nucleosomas libres de células de origen patolégico de una muestra biolégica en donde dicho método
comprende las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1;

(ii) aislar los nucleosomas de la muestra que no estan unidos al agente de unién a la histona H1 (es decir, nucleosomas
no unidos); y

(iii) analizar la fraccién de nucleosomas aislados para determinar la unién a una proteina no histona aducida usando un
método de inmunoensayo que implica un anticuerpo u otro agente de union dirigido a unirse a una proteina no histona.

En una realizacién adicional, se proporciona un método in vitro para el aislamiento por purificacién por afinidad y deteccion
de nucleosomas libres de células de origen patolégico a partir de una muestra biolégica tomada de un paciente, en donde
dicho método comprende las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1;

(ii) aislar los nucleosomas de la muestra que no estan unidos al agente de unidn a la histona H1 (es decir, nucleosomas
no unidos);

(iii) cuantificar los nucleosomas aislados mediante inmunoensayo; y
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(iv) usar la presencia o el nivel de nucleosomas libres de células que no incluyen un resto de la histona H1 como indicador
del estado de la enfermedad del sujeto.

En un aspecto analitico preferido de la invencién, se analiza o mide una caracteristica epigenética de los nucleosomas
libres de células circulantes presentes en una muestra en (i) nucleosomas que contienen histona H1 y en (ii) todos los
nucleosomas tanto con, como sin, histona H1. La medicién de una caracteristica epigenética de los nucleosomas que
contienen histona H1 (es decir, nucleosomas predominantemente no tumorales) se puede realizar mediante métodos
conocidos en la técnica que incluyen, sin limitacién, espectroscopia de masa o mediante un inmunoensayo que usa dos
anticuerpos (u otros agentes de unién), uno de los cuales esta dirigido a unirse a la caracteristica epigenética de interés y
el otro de los cuales esta dirigido a unirse a la histona H1. La medicion directa de una caracteristica epigenética de
nucleosomas que no contienen histona H1 (es decir, nucleosomas predominantemente tumorales) se realiza mejor
después del enriquecimiento mediante la eliminaciéon de nucleosomas asociados a H1 usando un método de purificacién
por afinidad como se describe en la presente memoria. Sin embargo, (todos) los nucleosomas libres de células circulantes,
tanto con, como sin, histona H1 (es decir, nucleosomas tanto tumorales como no tumorales), pueden analizarse o medirse
mediante espectroscopia de masa o mediante un inmunoensayo que usa dos anticuerpos (u otros agentes de unién), uno
de los cuales esta dirigido a unirse a la caracteristica epigenética de interés y el otro de los cuales esta dirigido a unirse a
un epitopo de nucleosoma central comun incluyendo cualquier epitopo de la histona H2, H3 o H4, cualquier epitopo de
ADN o cualquier otro epitopo presente en fragmentos de cromatina que no sea un epitopo de la histona H1. En este
aspecto de la invencién, se pueden medir los nucleosomas libres de células circulantes que contienen la caracteristica
epigenética y que también incorporan histona H1 (es decir, nucleosomas no tumorales), asi como todos los nucleosomas
libres de células circulantes que contienen la caracteristica epigenética, incluyendo tanto los nucleosomas con, como sin,
histona H1 (es decir, tanto los nucleosomas tumorales como no tumorales). Estos dos andlisis o mediciones se pueden
usar conjuntamente como un indicador de la cantidad o proporcién de nucleosomas libres de células circulantes presentes
en una muestra que contienen la caracteristica epigenética particular que no esta asociada con la histona H1. Esa es la
cantidad o proporcion de esos nucleosomas que probablemente tengan un origen tumoral. Por ejemplo, se puede usar la
diferencia entre las dos mediciones o se puede usar una relacion de las dos mediciones.

En una realizacion preferida de este aspecto analitico de la invencioén, se proporciona un método in vitro para medir la
proporcién de nucleosomas libres de células circulantes que contienen un epitopo epigenético en una muestra bioldgica
tomada de un sujeto que son de origen tumoral, que comprende las etapas de;

(i) realizar un primer inmunoensayo que comprende las etapas de;

(1A) poner en contacto la muestra con un primer agente de unién que se une a dicho epitopo epigenético;

(1B) poner en contacto los nucleosomas o la muestra con un segundo agente de unién que se une a histona H1; y
(1C) detectar o cuantificar la unién de dicho segundo agente de unién a los nucleosomas en la muestra;

(ii) realizar un segundo inmunoensayo que comprende las etapas de;

(2A) poner en contacto la muestra con un primer agente de unién que se une a dicho epitopo epigenético;

(2B) poner en contacto los nucleosomas o la muestra con un tercer agente de unidon que se une a un epitopo de
nucleosoma sin H1 o fragmento de cromatina; y

(2C) detectar o cuantificar la unién de dicho tercer agente de union a los nucleosomas en la muestra;

(iii) combinar las mediciones de las etapas (1C) y (2C) como un indicador de la cantidad o proporcion de nucleosomas
libres de células en la muestra que contienen dicho epitopo epigenético y que son de origen tumoral.

En otra realizacion de este aspecto analitico de la invencion, se proporciona un método in vitro para medir la proporcion
de nucleosomas libres de células circulantes, que contienen un epitopo epigenético en una muestra biolégica tomada de
un sujeto que son de origen tumoral, que comprende las etapas de;

(i) realizar un primer inmunoensayo que comprende las etapas de;
(1A) poner en contacto la muestra con un primer agente de unidn que se une a la histona H1;

(1B) poner en contacto los nucleosomas o la muestra con un segundo agente de unién que se une a dicho epitopo
epigenético; y

(1C) detectar o cuantificar la unién de dicho segundo agente de unién a los nucleosomas en la muestra;
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(ii) realizar un segundo inmunoensayo que comprende las etapas de;

(2A) poner en contacto la muestra con un primer agente de unién que se une a un epitopo de nucleosomas sin histona H1
o fragmento de cromatina;

(2B) poner en contacto los nucleosomas o la muestra con un tercer agente de unidon que se une a dicho epitopo epigenético;
y

(2C) detectar o cuantificar la unién de dicho tercer agente de union al nucleosoma en la muestra;

(iii) combinar las mediciones de las etapas (1C) y (2C) como un indicador de la cantidad o proporcién de nucleosomas
libres de células en la muestra que contienen dicho epitopo epigenético y que son de origen tumoral.

Sera evidente para los expertos en la técnica que el "primer" y el "segundo” inmunoensayos mencionados anteriormente
se pueden realizar en cualquier orden o en paralelo o en formato multiplex. También sera evidente que la permutacién del
primer y el segundo, o el primer y el tercer, agentes de unién usados en los dos inmunoensayos no necesita ser simétrica
como se ha descrito anteriormente.

En realizaciones preferidas, el epitopo o caracteristica epigenética se selecciona de (i) una isoforma de la histona H2, H3
o H4, (ii) una modificacién postraduccional presente en la histona H2, H3 o H4, (iii) un nucleétido incluyendo un nucleétido
modificado, (iv) una proteina que no es histona incorporada en o aducida a un fragmento de cromatina libre de células. En
una realizacion adicional, el epitopo epigenético es un epitopo comun presente en los nucleosomas per se y los dos
inmunoensayos proporcionan un indicador de la presencia de nucleosomas tumorales per se.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la cantidad o proporcién de nucleosomas libres de células
que contienen un epitopo epigenético particular que son de origen patoldgico puede usarse como un biomarcador de la
presencia de la enfermedad en un sujeto o para evaluar a un sujeto para el estado de la enfermedad o la idoneidad de un
régimen de tratamiento.

Hemos desarrollado con éxito un procedimiento analitico como se ha descrito anteriormente y en el EJEMPLO 15, en el
que se midié un aducto de nucleosoma de proteina no histona mediante dos inmunoensayos y se derivé una relacion de:
[nucleosomas per se que contienen la proteina no histona)]:[nucleosomas que contiene la histona H1 y la proteina no
histona]. Por tanto, la relacién derivada es un indicador de [todos los aductos nucleosoma-proteina):[aductos de
nucleosoma tumoral proteina). Por tanto, para una muestra de sangre, suero o plasma obtenida de un sujeto, cuanto mayor
sea la relacién derivada para una muestra, mas probable es que algunos de los nucleosomas tengan un origen tumoral.
En 29 sujetos sanos, la relacion de produccion media del inmunoensayo (densidad 6ptica) encontrada fue de 8,7. En 29
sujetos diagnosticados con cancer colorrectal, la relacion media fue de 15,9. En 11 sujetos diagnosticados con cancer
pancreatico, la relacién media fue de 17,1. Esto demuestra que, de hecho, una relaciéon creciente esta asociada con
nucleosomas de origen canceroso.

Ademas, los resultados individuales para cada sujeto se usaron como un biomarcador para el cancer con niveles de punto
de corte crecientes. Con un punto de corte de 12; |a relacion dio un resultado positivo para el 73 % (8 de 11) de los sujetos
diagnosticados con cancer pancreatico y el 41 % (12 de 29) de los sujetos diagnosticados con cancer colorrectal con una
especificidad clinica del 79 % (6 resultados falsos positivos entre 29 sujetos sanos). Con un punto de corte de 22; la
relacion dio un resultado positivo para el 36 % (4 de 11) de los sujetos diagnosticados con cancer pancreatico y el 34 %
(10 de 29) de los sujetos diagnosticados con cancer colorrectal con una especificidad clinica del 93 % (2 resultados falsos
positivos entre 29 sujetos sanos). Estos resultados demuestran que la relacion descrita en la presente memoria puede
usarse como biomarcador para enfermedades cancerosas.

Se entendera que las referencias en la presente memoria a "agente de unién a la histona H1" (p. ej., en métodos de
seleccidon negativa) se refieren generalmente a agentes de unién que se unen a la proteina histona H1, incluyendo
cualquier variante de la histona H1, isoformas o modificaciones de la misma. Por tanto, en una realizacion, el agente de
unién a la histona H1 se selecciona de: un agente de unién que se une a la proteina histona H1, variante, isoforma o
modificaciéon de la misma.

En las realizaciones anteriores, la presencia o el nivel de nucleosomas libres de células enriquecidos de origen patoldgico
per se, o la presencia o el nivel de nucleosomas libres de células enriquecidos de origen patoldgico que contienen un
nucledtido modificado, modificacion de histona postraduccional, isoforma de histona o aducto nucleosoma-proteina
detectado se puede usar como un indicador del estado de la enfermedad, pronéstico de la enfermedad, monitorizacion de
la enfermedad, monitorizacion del tratamiento o susceptibilidad de la enfermedad a tratamientos particulares o para otras
aplicaciones clinicas.
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Hemos informado previamente sobre métodos de inmunoensayo de nucleosomas adecuados para su uso en la presente
invencion, incluyendo los métodos descritos en W02005/019826, W02013/030577, WO2013/030578, W0O2013/030579,
W02013/084002. Sin limitacion, cualquiera de estos métodos puede emplearse en la presente invencion.

Ademas, los inventores han identificado que cuando los nucleosomas que se originan de un tumor estan asociados con
H1, la H1 asociada con el nucleosoma esta sujeta a modificaciones adicionales y/o puede contener diferentes variantes
de H1 o isoformas de H1 respecto a las presentes en los nucleosomas que se originan en células sanas.

Las principales variantes o isoformas de la histona H1 incluyen, sin limitacion, H1.0, H1.10 y H1X que se expresan en
células somaticas en proliferacion y en reposo, asi como las variantes de H1 H1.1, H1.2, H1.3, H1.4, H.1.5 y H1.6 que se
expresan en niveles elevados en células en divisién. Ademas, existen variantes especificas de la linea germinal incluyendo
H1.8 que se expresa principalmente en el testiculo y H1.7 que se expresa principalmente en el ovocito. La composicion
de las variantes de histonas en la cromatina esta alterada en las células cancerosas y se informa que, de las isoformas de
H1 comunes, la expresion de la isoforma de la histona H1.0 esta regulada a la baja en las células cancerosas, mientras
que las isoformas de la histona H1.1, H1.2, H1.3, H1.4 y H1.5 se expresan en niveles elevados en las células cancerosas
(Scaffidi; 2015).

La histona H1 puede modificarse postraduccionalmente en los residuos de aminoacidos localizados en las colas N y
C-terminales, asi como dentro del dominio globular de la proteina y estas modificaciones pueden estar asociadas con el
cancer (lzzo y Schneider; 2015). Se entendera que la referencia en la presente memoria a "modificaciones de la histona
H1" se refiere a modificaciones postraduccionales (PTM) de H1 que pueden incluir acetilacion, metilaciéon, que puede ser
mono, di o trimetilacién, fosforilacion, ubiquitinacion, ribosilacion de ADP, citrulinacion, hidroxilacion, glicosilacion,
nitrosilacion, glutaminacion y/o isomerizaciéon. Un residuo de aminoacido de la histona que tiene una modificacion puede
ser cualquier residuo de Ser, Lys, Arg, His, Glu, Pro o Thr dentro de la secuencia de aminoacidos de la histona.

Por ejemplo, un residuo de lisina dentro de la secuencia central de la histona puede estar mono, di o trimetilado, acetilado
o ubiquitinado, un residuo de arginina dentro de la secuencia central de la histona puede estar monometilado, dimetilado
simétricamente o asimétricamente o convertido en citrulina, un residuo de serina o treonina dentro de la secuencia central
de la histona puede estar fosforilado y/o se puede isomerizar un residuo de prolina dentro de la secuencia central.

Un experto en la técnica entendera que la notacién usada para describir una modificaciéon de histona en particular indica
qué histona se ha modificado, el o los aminoacidos particulares que se han modificado y el tipo de modificacion que ha
ocurrido. Por ejemplo, H1K64(Ac) denota la acetilaciéon de la histona H1 en la lisina 64.

En una realizacion, el o los agentes de unién usados para la invencién estan dirigidos a unirse a una modificacién de la
histona H1 asociada con un nucleosoma libre de células. En una realizacion adicional, la modificacion de la histona H1 se
selecciona de fosforilacion, acetilacion, metilacion, ubiquitinacién y/o formilacion. Las modificaciones de H1 pueden incluir:
fosforilacién en los sitios S2, T4, T11, S/T18, S27, T31, S36, S37, T39, S41, S44, S107, T138, T142, T146, T147, T154,
T155, T165, S172, S173, T180, S/T187, S189; acetilacion en los sitios: S2, K17, K26, K34, K46, K49, K52, K63, K64, K85,
K88, K90, K93, K97, K109, K168, K169, K192, K209; metilacidn en los sitios: K26, K27, K34, K52, K64, K97, K106, K119,
K148, K168, K169, K187; ubiquitinacién en los sitios: K17, K21, K34, K46, K47, K64, K65, K75, K76, K85, K86, K90, K91,
K97, K98, K106, K107; formilacion en los sitios: K17, K34, K46, K63, K64, K67, K75, K85, K88, K90, K97, K110, K140,
K141, K160. Por tanto, en una realizacién, la modificacion de la histona H1 asociada con un nucleosoma libre de células
comprende al menos una de las modificaciones de la histona H1 enumeradas en la presente memoria.

En una realizacion, el o los agentes de unién usados para la invencién estan dirigidos a unirse a una variante o isoforma
de la histona H1 asociada con un nucleosoma libre de células. Las variantes e isoformas de H1 pueden incluir H1.1, H1.2,
H1.3, H1.4, H1.5 o0 H1.6 que se cree que se expresan durante la mitosis y H1.0, H1.10 y H1X que se expresan en las
células somaticas en reposo. También se han identificado variantes de H1 adicionales en tejidos especificos, tales como
las variantes H1t, H1T2, H1LS en los testiculos, asi como en tipos celulares especificos, tal como la variante H1.0 en
células diferenciadas terminalmente. Por lo tanto, en una realizacion, la variante o isoforma de la histona H1 asociada con
un nucleosoma libre de células comprende al menos una de las variantes o isoformas de la histona H1 enumeradas en la
presente memoria.

Seréa evidente para los expertos en la técnica que el enriquecimiento de muestras biolégicas tomadas de pacientes
humanos o animales para nucleosomas de origen tumoral en funcién de su asociacion cuantitativa con H1 o de la
composicién cualitativa de su isoforma de H1 y/o H1 PTM mejorara probablemente la discriminacion del diagnéstico
diferencial usando biomarcadores de nucleosoma o ADN. Por lo tanto, en una realizacion, la inmunoseparacion de
nucleosomas de origen sano o tumoral utiliza un agente de unién dirigido a unirse al menos a una modificacion y/o variante
y/o isoforma de la histona H1 asociada con un nucleosoma libre de células.

En una realizacién, se toma una muestra de fluido biolégico de un sujeto y los nucleosomas libres de células de la muestra
se enriquecen para nucleosomas de origen tumoral sobre la base de la composicion de la histona H1 de los nucleosomas.
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La muestra de fluido puede ser cualquier muestra de fluido biolégico tonada de un sujeto incluyendo, sin limitacion fluido
cefalorraquideo (CSF), sangre completa, suero sanguineo, plasma, sangre menstrual, fluido endometrial, orina, saliva u
otro fluido corporal (heces, fluido lagrimal, fluido sinovial, esputo), aliento, p. ej., como aliento condensado, o un extracto o
purificacion de las mismas, o dilucién de las mismas. Las muestras bioldgicas también incluyen especimenes de un sujeto
vivo, o tomados posmortem. Las muestras pueden prepararse, por ejemplo, cuando sea apropiado diluirse o concentrarse,
y almacenarse de la manera habitual.

En una realizacién, los nucleosomas libres de células de origen tumoral se originan a partir de un cancer seleccionado de:
cancer de mama, cancer de vejiga, cancer colorrectal, cancer de piel (tal como melanoma), cancer de ovario, cancer de
prostata, cancer de pulmon, cancer pancreatico, cancer de intestino, cancer de higado, cancer de endometrio, linfoma,
cancer oral, cancer de cabeza y cuello, leucemia y osteosarcoma.

En una realizacion, el nucleosoma es un mononucleosoma u oligonucleosoma libre de células.
Métodos

Seleccién negativa

Sera evidente para los expertos en la técnica que la seleccion positiva por unién por afinidad de nucleosomas libres de
células de origen tumoral, en una muestra de sangre que contiene nucleosomas originados de células tumorales y células
sanas, basada en la isoforma de la histona H1 o el patron de modificacién postraduccional de la histona H1, solo es posible
cuando los nucleosomas libres de células de origen tumoral retienen e incluyen el resto de la proteina H1. Sin embargo,
la mayoria de los nucleosomas libres de células circulantes de origen tumoral no incluyen un resto H1. Por esta razén; la
seleccion negativa es el método preferido para enriquecer los nucleosomas libres de células circulantes de origen tumoral.

Segun un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método in vitro para aislar/analizar nucleosomas libres de
células de origen tumoral a partir de una muestra bioldgica por purificacién por afinidad en donde dicho método comprende
las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1 (incluyendo cualquier variante, isoforma o
modificacion de la histona H1);

(i) aislar los nucleosomas de la muestra que no estan unidos al agente de unién a la histona H1 (es decir, nucleosomas
no unidos); y

(iii) analizar los nucleosomas aislados y/o el ADN asociado.

Segun este aspecto de la invencion, se proporciona un método in vitro para enriquecer una muestra biolégica en
nucleosomas de origen tumoral mediante la seleccién negativa de nucleosomas libres de células que contienen una
proteina histona H1, o una o mas variantes particulares de la histona H1, o una o mas modificaciones particulares de la
histona H1. En una realizacién, se usa un anticuerpo u otro agente de unién dirigido a unirse a la histona H1 o a las
variantes de la histona H1 H1.0, H1.10 o H1X (o cualquier agente de unién dirigido a cualquier combinacion de estas) para
seleccionar y aislar los nucleosomas que contienen la variante de H1 y asi se unen a nucleosomas originados de células
sanas. Por tanto, este método elimina los nucleosomas originados de células sanas de la muestra que, por tanto, se
enriquece en nucleosomas de origen tumoral. En una realizacion preferida, el agente de uniéon es un anticuerpo
inmovilizado en una fase sdlida para la inmunoextraccion de nucleosomas de origen sano. Los nucleosomas y/o el ADN
asociado que permanecen en la fase liquida pueden analizarse para determinar la secuencia genética, estructuras de
sefiales epigenéticas u otras caracteristicas.

Por tanto, seguin un aspecto de la invencion, se proporciona un método in vitro para aislar/analizar nucleosomas libres de
células de origen tumoral a partir de una muestra biolégica por purificaciéon por afinidad en donde dicho método comprende
las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona 1 que se une a la proteina histona H1 per se o una
variante de la histona H1 seleccionada de H1.0, H1.10 o H1.X;

(ii) aislar los nucleosomas de la muestra que no estan unidos al agente de unién (es decir, nucleosomas no unidos); y
(iii) analizar los nucleosomas aislados y/o el ADN asociado.

En una realizacién, los nucleosomas aislados se analizan por inmunoensayo o espectroscopia de masa. El nivel o la
cantidad de nucleosomas de origen tumoral presentes y/o cualquier caracteristica genética molecular o epigenética de los
nucleosomas de origen tumoral puede usarse para detectar cancer en un sujeto o para evaluar el cancer de un sujeto para
cualquier propdsito clinico. En una realizacién adicional, los nucleosomas aislados se analizan por inmunoensayo o
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espectroscopia de masa para determinar la inclusidon de una caracteristica epigenética. En otra realizacion adicional, la
caracteristica epigenética comprende una modificacion de histona postraduccional, una isoforma de histona, un nucleétido
modificado o una proteina no histona aducida. En una realizacién adicional, el componente de ADN de los nucleosomas
aislados se analiza para determinar la secuencia de bases del ADN.

Las referencias a "proteina histona H1" en los métodos de seleccién negativa descritos en la presente memoria incluyen
la proteina histona H1 nativa o de tipo salvaje. Como se ha explicado anteriormente, los nucleosomas libres de células
que se originan a partir de un tumor contienen con menos frecuencia histona H1 que los nucleosomas que se originan en
células sanas, por lo tanto, esta realizacion permite el aislamiento de nucleosomas libres de células de origen tumoral
mediante la deteccién de la presencia o ausencia de la proteina histona H1 nativa/de tipo salvaje.

Los nucleosomas libres de células de origen tumoral existen en fluidos biolégicos como parte de una mezcla de
nucleosomas con una variedad de origenes y comprenden solo una proporcion de los nucleosomas libres de células
presentes. Sorprendentemente, se ha encontrado que el enriquecimiento o aislamiento de nucleosomas de origen tumoral
puede realizarse mediante seleccion positiva 0 negativa usando un método de aislamiento de purificacién por afinidad
como se describe en la presente memoria.

Los niveles de nucleosomas circulantes pueden aumentar notablemente 2-5 dias después de un aumento repentino de la
muerte celular como resultado de una serie de causas dispares que incluyen traumatismo, accidente cerebrovascular o
tratamiento con farmacos citotoxicos o radioterapia. Los niveles caen después durante un periodo de 2-3 dias
(Holdenrieder et al, 2001). Este efecto se debe a la induccion de la muerte celular seguida por el aclaramiento de la
circulacion (Holdenrieder y Stieber, 2009).

Es evidente que los nucleosomas liberados en la circulaciéon de pacientes sin enfermedad tumoral (incluyendo, por ejemplo,
debido a un traumatismo quirtrgico) no pueden tener un origen tumoral. Estos nucleosomas contribuiran al ADNcf pero no
contendran ADNct.

También sera evidente que el término "nucleosoma" tal y como se usa en la presente memoria pretende incluir
mononucleosomas y oligonucleosomas y cualquiera de dichos fragmentos de cromatina que pueda analizarse en medios
fluidos. En una realizaciéon adicional, el nucleosoma libre de células es un mononucleosoma, oligonucleosoma u otro
fragmento cromosémico.

Sera evidente para los expertos en la técnica que el nivel de nucleosomas tumorales aislados como una proporcién de
nucleosomas presentes puede usarse como una medida de la proporcion de ADN que comprende ADN tumoral en una
muestra. Ademas, el nivel inverso es la proporcion de ADN de origen sano en la muestra. Por lo tanto, los métodos
descritos en la presente memoria pueden usarse para detectar el nivel/proporcion de ADNct en una muestra. Dicha medida
es similar a las medidas de frecuencia alélica de mutaciones asociadas al cancer en el ADNct y puede usarse como una
medida de la carga tumoral y de la respuesta a la terapia.

En una realizacién de la invencion, se aisla una preparacion de nucleosoma tumoral total o parcialmente purificada de una
muestra de un fluido bioldégico. En una realizacion, el método de purificacion implica el aislamiento por afinidad de
nucleosomas libres de células que contienen un epitopo de sefial epigenética de histona o ADN caracteristico de tejido
sano mediante el empleo de un agente de unidn que se une a dicho epitopo epigenético. Por tanto, la elucién contiene la
preparacion de nucleosomas tumorales y/o su ADNct asociado que puede entonces analizarse.

Los métodos para poner en contacto y aislar los nucleosomas de una muestra, como se requiere en la presente memoria,
son bien conocidos en la técnica y puede usarse cualquier método de separacién adecuado. Por ejemplo, los métodos de
separacién pueden incluir cromatografia de afinidad o perlas de anticuerpos magnéticas. Si se utiliza una configuracion de
cromatografia en columna de afinidad, por ejemplo, se entendera que la muestra se puede pasar a través de una columna
de afinidad que comprende agentes de union a H1. Se pueden recoger los nucleosomas unidos a la fase sélida o el flujo
a través (es decir, los nucleosomas no unidos) para el analisis de ADNct dependiendo de si se emplea un método de
seleccion positiva o negativa descrito en la presente memoria.

En una realizacion preferida, el aislamiento del nucleosoma y del ADNct tumoral se realiza mediante un método de
purificacion por afinidad inmunoldgica que emplea un agente de unién a la histona H1. Sera evidente para los expertos en
la técnica que cualquier agente de unidn capaz de unirse especificamente a una histona H1 puede usarse para los métodos
de purificacion por afinidad de la invencion. Dichos agentes de unién pueden incluir, sin limitacién, anticuerpos, aptameros
o proteinas de union (p. €j.; proteinas de unién a nucleosomas).

Los anticuerpos se pueden generar mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica que incluyen métodos de
inmunizacion y biblioteca tales como presentacion en fagos. La respuesta inmune puede inducirse contra, o la biblioteca
puede seleccionarse para unirse a, el resto o antigeno de interés. Los anticuerpos dirigidos a unirse a la histona H1 se
pueden generar contra una variedad de dichos restos que incluyen la secuencia de aminoacidos de la proteina H1 completa
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y pueden contener opcionalmente modificaciones de histonas postraduccionales. La proteina se puede purificar a partir
de células vivas o producirse sintéticamente. Alternativamente, se puede usar una secuencia de péptidos que represente
una parte de la secuencia de aminoacidos de H1 y esta también puede contener opcionalmente modificaciones de histonas
postraduccionales. También se pueden usar nucleosomas u otras fracciones de cromatina que contienen histona H1.

Sera evidente para los expertos en la técnica que en los métodos de la invencién se pueden emplear agentes de unién
dirigidos a unirse a cualquier parte de o a toda la histona H1.

El andlisis de los nucleosomas aislados de origen tumoral puede implicar cualquier método de analisis adecuado, muchos
de los cuales se conocen en la técnica. Estos métodos incluyen, sin limitacién, el analisis por inmunoensayo que usa un
segundo anticuerpo u otro agente de unién a un epitopo de nucleosoma comun tal como ADNds o a una estructura
epigenética de interés que incluye una modificaciéon de histona, variante de histona, modificacion de ADN u otra molécula
aducida a un nucleosoma. Estos métodos incluyen todos los métodos descritos en WO 2005/019826, WO 2013/030577,
WO 2013/030579 y WO 2013/084002 en donde se emplea un agente de union a la histona H1 en lugar de un agente de
union antiepitopo de nucleosoma general. Estos métodos también incluyen métodos multiplex para el analisis de multiples
epitopos presentes en nucleosomas circulantes de origen tumoral.

El andlisis de nucleosomas de origen tumoral aislados mediante un método de la invencion también puede implicar
cualquier método protedmico conocido en la técnica, incluyendo, sin limitacion, métodos de electroforesis, métodos
cromatograficos y cualquier método que implique espectrometria de masa, incluyendo métodos que implican cromatografia
y espectrometria de masa y/o espectrometria de masa marcada con isétopos estables y/o métodos que implican la
digestiéon de proteinas para producir péptidos para la identificacion y/o la cuantificacion por espectrometria de masa o
cualquier método de espectrometria de masa combinatoria con cualquier otro método.

En una realizacion preferida de la invencion, se prepara una preparacion de nucleosomas circulantes enriquecida con
nucleosomas de origen tumoral mediante purificacién por afinidad de nucleosomas circulantes en una muestra de sangre,
suero o plasma tomada de un paciente con cancer y la composicion epigenética de la preparacion de nucleosomas se
investiga mediante un método que implica espectrometria de masa. Por lo tanto, en una realizacién, el método comprende
las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1;

(i) separar las fracciones de nucleosomas que no estan unidas al agente de unién a la histona H1 y aislar una de las
fracciones; y

(iii) analizar los nucleosomas aislados en la etapa (ii) usando un método que comprende espectrometria de masa.

Un experto en la técnica entendera que, dependiendo del método de seleccidon usado, se determinara qué fracciéon de
nucleosomas se aisla (es decir, la fraccién libre/eluida para el método de seleccidén negativa descrito en la presente
memoria).

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un método in vitro para aislar ADN tumoral purificado de una
muestra biolégica, en donde dicho método comprende las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1;

(ii) aislar los nucleosomas que no estan unidos al agente de unién;

(iii) extraer el ADN de la muestra de nucleosomas aislados en la etapa (ii); y
(iv) analizar el ADN extraido.

La investigacion del ADN tumoral aislado o purificado puede implicar el analisis de cualquiera o todos los tipos de
anomalias del ADN asociadas al cancer, incluyendo, sin limitacion, analisis epigenéticos, incluyendo la metilaciéon de
secuencias de ADN, mutaciones puntuales, translocaciones, niumero de copias de genes, anomalias de los microsatélites
e integridad de la cadena de ADN. Ademas, se puede emplear cualquier método de analisis de ADN, incluyendo, sin
limitacion, secuenciacién de ADN, andlisis de secuenciaciéon de ADN metilado, PCR, BEAMing, NGS (genoma diana o
completo), PCR digital, PCR fria (coamplificacién a temperatura de desnaturalizacién mas baja-PCR), MAP (pirofosfordlisis
activada por MIDI), PARE (andlisis personalizado de extremos reorganizados) y espectrometria de masa.

En una realizacién de los métodos de la invencion, la muestra bioldgica es sangre completa, suero sanguineo, plasma,
fluido cefalorraquideo, orina, heces, esputo, saliva u otro fluido corporal, o aliento, aliento condensado, o un extracto o
purificacion del mismo, o dilucién del mismo. En una realizacién adicional, la muestra biolégica es sangre, suero o plasma.
En otra realizacién adicional, la muestra biolégica es suero.
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Los métodos para la recogida de muestras biolégicas son bien conocidos en la técnica y se entendera que cualquiera de
dichos métodos de recogida es adecuado para su uso con los métodos descritos en la presente memoria.

Marcadores epigenéticos adicionales

Una vez que se han aislado los nucleosomas enriquecidos en los de origen tumoral, pueden analizarse para determinar
marcadores epigenéticos adicionales ("epitopos epigenéticos") o someterse a métodos de enriquecimiento adicionales.

Por lo tanto, segun un aspecto de la invencién, se proporciona un método de inmunoensayo in vitro para detectar un
epitopo epigenético de nucleosomas derivados de tumores en una muestra biolégica, en donde dicho método comprende
las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un primer agente de unién que se une a la histona H1 o a la variante de la histona H1
seleccionada de H1.0, H1.10 o H1.X;

(ii) aislar los nucleosomas que no estan unidos al primer agente de unién (es decir, nucleosomas no unidos);

(iii) poner en contacto los nucleosomas obtenidos en la etapa (ii) con un segundo agente de unién que se une a dicho
epitopo;

(iv) detectar y/o cuantificar la union de dicho segundo agente de union a dicho epitopo; y

(v) usar la presencia o el grado de dicha unién como una medida de la presencia del epitopo particular de nucleosomas
derivados de tumor en la muestra.

En una realizacion, el epitopo se selecciona de una modificacion de histona, un nucleétido modificado, una variante o
isoforma de histona, o un aducto de nucleosoma o variante del mismo. En una realizacion adicional, el epitopo comprende
una modificacion de histona. En otra realizaciéon adicional, la modificacion de histona comprende H3K27Ac y/o 5-
metilcitosina.

En la bibliografia se ha descrito una variedad de nucleétidos modificados epigenéticamente y se sabe que en el cancer
estan alterados los patrones de modificacion epigenética en el ADN y/o residuos de nucleétidos de ADN. El mejor descrito
de estos incluye la metilacion de citosina en la posicion 5. El ADN que contiene 5-metilcitosina se denomina a menudo
"ADN metilado". Se estima que la metilacién del ADN en las células cancerosas se reduce en aproximadamente un 50 %
en comparacion con el ADN de las células sanas (Guerrero-Preston et al, 2007; Soares et al, 1999). Sin embargo, se
informa que el aumento asociado con el cancer en el nivel de nucleosomas circulantes es de un 970 % de promedio
(Holdenrieder et al, 2001) y el aumento del ADNCcf es de aproximadamente un 600 % (Schwarzenbach et al, 2011).

Los ensayos de epitopos epigenéticos adicionales se pueden realizar de forma aislada o como parte de un panel de
ensayos.

En una realizacion, la muestra de nucleosomas aislados obtenida a partir de los métodos descritos en la presente memoria
se somete a etapas de enriquecimiento adicionales. Por lo tanto, en una realizacién, un método de la invenciéon comprende
adicionalmente poner en contacto los nucleosomas aislados con un agente de union a la histona H3.1 y/o H3.2 y/o H3t.
Se ha mostrado previamente que las variantes de la histona 3, H3.1, H3.2 y H3t, pueden usarse para el enriquecimiento
de ADNCct.

En esta realizacion, las etapas del método pueden comprender:
(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1;

(i) separar las fracciones de nucleosomas que no estan unidas al agente de unién a la histona H1 y aislar una de las
fracciones;

(iii) poner en contacto la fraccion aislada con un agente de unién a la histona H3.1 y/o H3.2 y/o H3t;
(iv) aislar los nucleosomas unidos de la muestra; y
(v) analizar los nucleosomas aislados y/o ADN asociado.

Se apreciara que cualquiera de los métodos mencionados anteriormente se puede usar como método independiente o en
combinacion con ensayos existentes.
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Métodos de diagnostico

Los métodos descritos en la presente memoria pueden usarse junto con métodos de diagndstico. Por ejemplo, una muestra
puede enriquecerse para aislar ADN o nucleosomas libres de células de origen tumoral usando los métodos descritos en
la presente memoria y la muestra enriquecida puede usarse entonces en un método de diagnéstico detectando marcadores
epigenéticos adicionales que estan asociados con la enfermedad.

Por lo tanto, segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un método in vitro para diagnosticar o detectar
cancer en un sujeto animal o humano que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de union a la histona H1;

(i) separar las fracciones de nucleosomas que no estan unidas al agente de unién a la histona H1 y aislar una de las
fracciones;

(iii) poner en contacto los nucleosomas aislados obtenidos en la etapa (ii) con un segundo agente de unién que se une a
un epitopo epigenético de los nucleosomas derivados de tumor;

(iv) detectar y/o cuantificar la unién de dicho segundo agente de unién a dicho epitopo; y
(v) usar el nivel medido de biomarcador(es) como indicativo de la presencia de dicha enfermedad en el sujeto.

La deteccion y/o cuantificaciéon puede realizarse directamente en la muestra de nucleosomas purificada o enriquecida, o
indirectamente en un extracto de la misma, o en una dilucién de la misma. La cuantificacion de la cantidad de biomarcador
presente en una muestra puede incluir determinar la concentracion del biomarcador presente en la muestra. Los usos y
métodos de deteccion, monitorizacion y diagnostico segun la invencion descritos en la presente memoria son Utiles para
confirmar la existencia de una enfermedad, para monitorizar el desarrollo de la enfermedad valorando el inicio y la
progresion o para evaluar la mejoria o regresion de la enfermedad. Los usos y métodos de deteccidén, monitorizacién y
diagnodstico también son utiles en métodos para la evaluacién del cribado clinico, prondstico, eleccion de terapia y
evaluacion del beneficio terapéutico, es decir, para el cribado de farmacos y el desarrollo de farmacos.

Los métodos de diagndstico descritos en la presente memoria pueden comprender ademas comparar el nivel del segundo
agente de unién presente en la muestra biolégica con uno o mas controles. En una realizacion, la muestra biologica de
uno o mas controles se toma de paciente(s) sano(s) (o "normales") y/o paciente(s) con una enfermedad benigna asociada.
En una realizacién adicional, la muestra bioldgica de uno o mas controles se toma de paciente(s) sano(s).

Como se describe en la presente memoria, los métodos de la invencién pueden combinar el uso de dos inmunoensayos.
Por lo tanto, segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un método in vitro para diagnosticar o detectar
cancer en un sujeto animal o humano que comprende las etapas de:

(i) analizar la muestra para determinar los nucleosomas libres de células que contienen una caracteristica epigenética y
también contienen histona H1 mediante un inmunoensayo que usa dos agentes de unién, uno de los cuales esta dirigido
a unirse a la caracteristica epigenética particular y el otro de los cuales esta dirigido a unirse a la histona H1;

(ii) analizar la muestra para determinar los nucleosomas libres de células que contienen la caracteristica epigenética
particular, tanto con, como sin, histona H1, mediante un inmunoensayo que usa dos agentes de unién, uno de los cuales
esta dirigido a unirse a la caracteristica epigenética y el otro de los cuales esta dirigido a unirse a un epitopo de nucleosoma
central comun que incluye cualquier epitopo de la histona H2, H3 o H4, cualquier epitopo de ADN o cualquier otro epitopo
presente en fragmentos de cromatina distintos de un epitopo de la histona H1; y

(iii) usar una combinacion de los resultados del inmunoensayo obtenidos en las etapas (i) y (ii) como un biomarcador de
combinacion indicativo de la presencia de dicho cancer en el sujeto.

Métodos de tratamiento

También se describe en la presente memoria un método para tratar cancer, en un sujeto animal o humano, que comprende
las siguientes etapas:

(i) poner en contacto una muestra biolégica obtenida del sujeto con un agente de union a la histona H1;

(ii) separar las fracciones de nucleosomas que estan libres o unidas al agente de unién a la histona H1 y aislar una de las
fracciones;
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(iii) poner en contacto los nucleosomas aislados obtenidos en la etapa (ii) con un segundo agente de unién que se une a
un epitopo de nucleosomas derivados de tumores;

(iv) detectar y/o medir el nivel de union de dicho segundo agente de union a dicho epitopo;

(v) usar el nivel medido de biomarcador(es) en la etapa (iv) como indicativo de la presencia de dicha enfermedad en el
sujeto; y

(vi) tratar quirirgicamente o administrar un agente terapéutico a un sujeto diagnosticado en la etapa (v) como un paciente
que tiene dicha enfermedad.

Como se describe en la presente memoria, sera evidente qué fraccién se aisla dependiendo del agente de unién a la
histona H1 usado y si se requiere un método de seleccion negativa o positiva.

Como se describe en la presente memoria, los métodos pueden combinar el uso de dos inmunoensayos. Por lo tanto, en
la presente memoria se describe ademas un método para tratar cancer, en un sujeto animal o humano, que comprende
las siguientes etapas:

(i) obtener una muestra biolégica del sujeto;

(i) analizar la muestra para determinar los nucleosomas libres de células que contienen una caracteristica epigenética y
también contienen la histona H1 mediante un inmunoensayo que usa dos agentes de union, uno de los cuales esta dirigido
a unirse a la caracteristica epigenética particular y el otro de los cuales esta dirigido a unirse a la histona H1;

(iii) analizar la muestra para determinar los nucleosomas libres de células que contienen la caracteristica epigenética
particular, tanto con, como sin, la histona H1, mediante un inmunoensayo que usa dos agentes de union, uno de los cuales
esta dirigido a unirse a la caracteristica epigenética y el otro de los cuales esta dirigido a unirse a un epitopo de nucleosoma
central comun que incluye cualquier epitopo de la histona H2, H3 o H4, cualquier epitopo del ADN o cualquier otro epitopo
presente en fragmentos de cromatina distintos de un epitopo de la histona H1;

(iv) usar el nivel medido de biomarcador(es) en las etapas (ii) y (iii) como indicativo de la presencia de dicho cancer en el
sujeto; y

(v) tratar quirargicamente o administrar un agente terapéutico a un sujeto diagnosticado en la etapa (iv) como un paciente
que tiene dicho cancer.

Los métodos descritos en la presente memoria pueden comprender ademas comparar el nivel del o de los biomarcadores
presentes en la muestra biolégica con uno o mas controles. En una realizacién, la muestra biolégica de uno o mas controles
se toma de paciente(s) sano(s) (o "normales") y/o paciente(s) con una enfermedad benigna asociada. En una realizacién
adicional, la muestra bioldgica de uno o mas controles se toma de paciente(s) sano(s).

Por lo tanto, en la presente memoria se describe ademas un método para tratar cancer en un individuo que lo necesita,
que comprende la etapa de administrar un agente terapéutico a un paciente identificado por tener diferentes niveles del o
de los biomarcadores como se define en la presente memoria en una muestra bioldégica en comparacion con los niveles
de dicho o dichos biomarcadores en una muestra biolégica obtenida de un sujeto de control.

En una realizaciéon de la descripcion, el cancer se selecciona de: cancer de mama, vejiga, colorrectal, piel (tal como
melanoma), ovario, préstata, pulmén, pancreatico, intestino, higado, endometrio, linfoma, oral, de cabeza y cuello,
leucemia y osteosarcoma.

Los agentes terapéuticos y los métodos de cirugia usados para tratar dichas enfermedades son bien conocidos por un
experto en la técnica. Los métodos de tratamiento para el cancer incluyen, pero no estan limitados a, cirugia, quimioterapia,
radioterapia u otros agentes terapéuticos (tales como farmacos o terapias bioldgicas, tales como anticuerpos
monoclonales).

Usos

Segun un aspecto adicional de la descripcion, se proporciona un uso de un agente de union a la histona H1 para detectar,
aislar y/o purificar nucleosomas libres de células de origen tumoral de una muestra biolégica. Alternativamente, en la
presente memoria se describe un uso de un agente de unién a la histona H1 para detectar, aislar y/o purificar nucleosomas
libres de células de tejido sano de una muestra biolégica. Como se describe en la presente memoria, la presencia o
ausencia de la histona H1 o la presencia de ciertas variantes y modificaciones de la histona H1 se han asociado con
nucleosomas libres de células que se originan en tumores o tejido sano, por lo tanto, los agentes de unién a la histona H1
pueden usarse como un biomarcador para detectar dichos nucleosomas.
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En una realizacion de la descripcion, los nucleosomas libres de células se aislan y/o purifican.
Kits

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona el uso de un kit que comprende un agente de union a la histona
H1 en cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria.

Se entendera que las realizaciones descritas en la presente memoria pueden aplicarse a todos los aspectos de la invencién.
La invencion se ilustrara ahora con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1

Un anticuerpo dirigido a unirse especificamente a la variante de la histona H1 H1.0, H1.10 o H1.X se biotinila e inmoviliza
en perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina (Dynal) mediante el método recomendado por el fabricante. Las perlas
se lavan varias veces con tampon de carga usando un sistema de separacion magnética. El suero o plasma extraido de
un paciente con cancer se diluye en tampdn de carga y se afade a las perlas. Los nucleosomas que se originan en células
sanas que contienen la variante de la histona H1 se adsorben en las perlas. Los nucleosomas de origen tumoral (que no
contienen la variante de la histona H1) permanecen en disolucion. Las perlas se eliminan mediante separacién magnética
para dejar una disolucion de nucleosomas de origen tumoral. EIl ADNct asociado a los nucleosomas se extrae por el método
de fenol/cloroformo u otros métodos de extraccién estandar. EI ADN extraido puede analizarse para detectar
caracteristicas genéticas o epigenéticas del cancer.

Ejemplo 2

Un anticuerpo dirigido a unirse especificamente a la variante de la histona H1 H1.0, H1.10 o H1.X se inmoviliza en un
soporte solido para producir una columna de cromatografia de purificacién por afinidad mediante el método recomendado
por el fabricante en fase sélida. El suero o plasma extraido de un paciente con cancer se diluye en tampodn de carga y se
afiade a la columna. Los nucleosomas que se originan en células sanas que contienen la variante de la histona H1 se
adsorben en la columna. Los nucleosomas de origen tumoral (que no contienen la variante de la histona H1) permanecen
en disolucion y pasan a través de la columna y se recogen como eluato. El ADNct asociado a los nucleosomas se extrae
por el método de fenol/cloroformo u otros métodos de extraccion estandar. EI ADN extraido puede analizarse para detectar
caracteristicas genéticas o epigenéticas del cancer.

Ejemplo 3

Se aisla una disolucién de nucleosomas de origen tumoral usando un anticuerpo anti-variante de H1 inmovilizado en fase
sélida como en el EJEMPLO 1 o EJEMPLO 2. Los nucleosomas aislados presentes en disolucién se analizan mediante
inmunoensayo o mediante métodos protedmicos que incluyen espectroscopia de masa.

Ejemplo 4

Un anticuerpo dirigido a unirse especificamente a la variante de la histona H1 H1.1, H1.2, H1.3, H1.4, H1.5 0 H1.6 se
biotinila e inmoviliza en perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina (Dynal) mediante el método recomendado por el
fabricante. Las perlas se lavan varias veces con tampoén de carga usando un sistema de separacion magnética. El suero
o plasma extraido de un paciente con cancer se diluye en tampén de carga y se afiade a las perlas. Los nucleosomas de
origen tumoral que contienen la variante de la histona H1 se adsorben en las perlas. Las perlas se aislan de la disolucion
mediante separacién magnética. El ADNct asociado a los nucleosomas se extrae por el método de fenol/cloroformo u otros
métodos de extraccidon estandar de las perlas en fase solida. EI ADN extraido puede analizarse para detectar
caracteristicas genéticas o epigenéticas del cancer.

Ejemplo 5

Un anticuerpo dirigido a unirse especificamente a la variante de la histona H1 H1.1, H1.2, H1.3, H1.4, H1.5 0 H1.6 se
inmoviliza en un soporte sélido para producir una columna de cromatografia de purificacién por afinidad mediante el método
recomendado por el fabricante en fase sélida. El suero o plasma extraido de un paciente con cancer se diluye en tampén
de carga y se afiade a la columna. Los nucleosomas de origen tumoral que contienen la variante de la histona H1 se
adsorben en la columna. Los nucleosomas de origen celular sano (que no contienen la variante de la histona H1)
permanecen en disolucién y pasan a través de la columna. La columna se lava y el ADNct asociado a los nucleosomas se
extrae por el método de fenol/cloroformo u otros métodos de extraccion estandar. EI ADN extraido puede analizarse para
detectar caracteristicas genéticas o epigenéticas del cancer.
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Ejemplo 6

Se aisla una preparaciéon de nucleosomas de origen tumoral unidos en fase sélida usando un anti-variante H1 en fase
solida como en el EJEMPLO 4 o EJEMPLO 5. Los nucleosomas aislados se analizan mediante inmunoensayo o mediante
métodos protedmicos que incluyen espectroscopia de masa.

Ejemplo 7

Un anticuerpo dirigido a unirse especificamente a la histona H1 per se se biotinila e inmoviliza en perlas magnéticas
recubiertas de estreptavidina (Dynal) mediante el método recomendado por el fabricante. Las perlas se lavan varias veces
con tampon de carga usando un sistema de separacién magnética. El suero o plasma extraido de un paciente con cancer
se diluye en tampdn de carga y se afiade a las perlas. Los nucleosomas que contienen la histona H1 se adsorben en las
perlas. Los nucleosomas de origen tumoral (que no contienen la histona H1) permanecen en disolucién. Las perlas se
aislan de la disolucién mediante separacién magnética. Una vez que se han eliminado las perlas, los nucleosomas aislados
presentes en disolucion se analizan mediante inmunoensayo o mediante métodos protedmicos que incluyen
espectroscopia de masa.

Ejemplo 8

Un anticuerpo dirigido a unirse especificamente a la histona H1 per se se inmoviliza en un soporte sélido para producir
una columna de cromatografia de purificaciéon por afinidad mediante el método recomendado por el fabricante en fase
sélida. El suero o plasma extraido de un paciente con cancer se diluye en tampdén de carga y se afiade a la columna. Los
nucleosomas que contienen la histona H1 se adsorben en la columna. Los nucleosomas de origen tumoral (que no
contienen la histona H1) permanecen en disolucién y pasan a través de la columna. La disolucién de nucleosomas de
origen tumoral se recoge como eluato. Los nucleosomas aislados presentes en disolucién se analizan mediante ELISA o
mediante métodos protedmicos que incluyen espectroscopia de masa.

Ejemplo 9

Se prepara una disolucién de nucleosomas de origen tumoral como en el EJEMPLO 7 o EJEMPLO 8. El ADNct asociado
a los nucleosomas se extrae de la disolucién mediante el método de fenol/cloroformo u otros métodos de extraccion
estandar. El ADN extraido puede analizarse para detectar caracteristicas genéticas o epigenéticas del cancer.

Ejemplo 10

Los nucleosomas de origen tumoral en una muestra de fluido corporal tomada de un sujeto se aislan usando un anticuerpo
anti-H1 inmovilizado en fase sélida como en cualquiera de los ejemplos EJEMPLO 1-9. Los nucleosomas aislados y/o el
ADN asociado presentes en disolucion se analizan mediante métodos conocidos en la técnica.

Ejemplo 11

Un anticuerpo dirigido a unirse especificamente a la histona H1 per se, o0 a una variante de la histona H1, se biotinila e
inmoviliza en perlas magnéticas recubiertas de estreptavidina (Dynal) mediante el método recomendado por el fabricante.
Las perlas se lavan varias veces con tampon de carga usando un sistema de separacion magnética. El suero o plasma
extraido de un paciente con cancer se diluye en tampén de carga y se afiade a las perlas. Los nucleosomas que se originan
en células sanas que contienen la variante de la histona H1 se adsorben en las perlas. Los nucleosomas de origen tumoral
(que no contienen la variante de la histona H1) permanecen en disolucion. Las perlas se eliminan mediante separacion
magnética para dejar una disolucién de nucleosomas predominantemente de origen tumoral. La disolucién de
nucleosomas tumorales se ensaya entonces para determinar el ADN metilado usando un método ELISA para el nucleétido
5-metilcitosina asociado a nucleosomas usando un anticuerpos de captura en fase sélida de anti-epitopo de la histona H2,
H3 y/o H4 o anti-nucleosoma que se une a nucleosomas intactos y un anticuerpo de deteccidon monoclonal
anti-5-metilcitosina biotinilado como sigue: una disolucion de anticuerpo anti-histona H2, H3 o H4 en tampon fosfato 0,1M
pH 7,4 se afiade a pocillos de microtitulacion (100 pL/pocillo) y se incuba toda la noche a 4 °C para recubrir los pocillos
con anticuerpo de captura. Se decanta el anticuerpo antihistona en exceso. Se afiade una disolucion de albumina de suero
bovina (20 g/L) a los pocillos (200 uL/pocillo) y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente para bloquear los
sitios de unién a proteina en exceso en los pocillos. Se decanté la disolucion de albumina de suero bovina en exceso y los
pocillos se lavaron tres veces con tampoén de lavado (200 uL/pocillo, tampén TRIS/HCI 0,05 M pH 7,5 que contenia Tween
20 al 1 %). Se afiaden a los pocillos la muestra (10 pL/pocillo) y el tampdn de ensayo (50 pL/pocillo, TRIS/HCI 0,05 M pH
7,5 que contiene NaCl al 0,9 %, desoxicolato de sodio al 0,05 % y sustituto de Nonidet P40 al 1 %) incubados durante
90 minutos a temperatura ambiente con agitacién suave. Se decanta la mezcla de muestra y tampon de ensayo y los
pocillos se lavan tres veces con tampdn de lavado (200 pL/pocillo). Se afiade una disolucién de anticuerpo de deteccion
anti-5-metilcitosina biotinilado (50 uL/pocillo) y se incuba durante 90 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave.
Se decanta el anticuerpo de deteccion en exceso y los pocillos se lavan de nuevo tres veces con tampén de lavado
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(200 pL/pocillo). Se afiade una disolucion que contiene conjugado de estreptavidina-peroxidasa de rabano picante
(50 yL/pocillo) y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacién suave. Se decanta el conjugado en
exceso Y los pocillos se lavan de nuevo tres veces con tampén de lavado (200 yL/pocillo). Se afiade una disolucion de
sustrato coloreado (100 pL/pocillo, sal de diamonio del acido 2,2'-azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico]) y se incuba
durante 20 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Se midié la densidad éptica (DO) de los pocillos a una
longitud de onda de 405 nm usando un lector estandar de placas de microtitulacion. Se observa una curva de respuesta a
la dosis de color creciente con concentracion creciente de anti-5-metilcitosina asociada a nucleosomas con una baja sefial
de fondo observada en ausencia de 5-metilcitosina (suero fetal de ternera). La sefial ELISA positiva indica que la
5-metilcitosina detectada por el ELISA se incorpora en los nucleosomas intactos que comprenden tanto la proteina histona,
pero no la histona H1, como el ADN, ya que (i) los nucleosomas que contienen la histona H1 se han eliminado mediante
purificacion por afinidad, (ii) el anticuerpo de captura se une a los epitopos de la histona H2, H3 y/o H4 en |la muestra y (iii)
el anticuerpo de deteccidn se une al componente 5-metilcitosina del ADN.

Ejemplo 12

Los nucleosomas de origen tumoral en una muestra de fluido corporal tomada de un sujeto se aislan usando un anticuerpo
anti-H1 inmovilizado en fase sélida como en el EJEMPLO 11. Los nucleosomas aislados se analizan mediante el método
ELISA descrito en el EJEMPLO 11, pero usando un anticuerpo de deteccién monoclonal anti-histona modificada biotinilado;
por ejemplo, un anticuerpo dirigido a unirse a H3K9(Me)3.

Ejemplo 13

Los nucleosomas de origen tumoral en una muestra de fluido corporal tomada de un sujeto se aislan usando un anticuerpo
anti-H1 inmovilizado en fase soélida como en el EJEMPLO 11. Los nucleosomas aislados se analizan mediante el método
ELISA descrito en el EJEMPLO 11, pero usando un anticuerpo de deteccién monoclonal anti-isoforma de histona biotinilado;
por ejemplo, un anticuerpo dirigido a unirse a H2AZ.

Ejemplo 14

Los nucleosomas de origen tumoral en una muestra de fluido corporal tomada de un sujeto se aislan usando un anticuerpo
anti-H1 inmovilizado en fase sélida como en el EJEMPLO 11. Los nucleosomas aislados se analizan mediante el método
ELISA descrito en el EJEMPLO 11, pero usando un monoclonal biotinilado dirigido a unirse a una proteina no histona
aducida a un nucleosoma libre de células circulante aislado; por ejemplo, un anticuerpo dirigido a unirse al receptor de
androgenos. Los resultados muestran que los nucleosomas libres de células de origen tumoral aducidos a la proteina en
cuestion estan presentes en la circulacion sanguinea (u otro fluido corporal) del sujeto.

Ejemplo 15

Se obtuvieron muestras de suero de 29 sujetos sanos, 29 sujetos diagnosticados con cancer colorrectal y 11 sujetos
diagnosticados con cancer pancreatico.

Los pocillos de microtitulacién de plastico se recubrieron con un anticuerpo dirigido a unirse a una proteina de cromatina
no histona y se bloquearon de acuerdo con procedimientos estandar. Un anticuerpo dirigido a unirse a la histona H1 per
se y un anticuerpo dirigido a unirse a una histona central comin presente en todos o la mayoria de los nucleosomas se
marcaron mediante biotinilacion. Se llevaron a cabo dos inmunoensayos en cada muestra.

En el primer inmunoensayo; se afnadieron a los pocillos la muestra (10 yL/pocillo) y tampén de ensayo (50 uL/pocillo,
TRIS/HCI 0,05 M pH 7,5 que contenia NaCl al 0,9 %, desoxicolato de sodio al 0,05 % y sustituto de Nonidet P40 al 1 %)
incubados 90 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Se decanto la mezcla de muestra y tampéon de ensayo
y los pocillos se lavaron tres veces con tampén de lavado (200 pL/pocillo). Se afiadié una disolucidon de anticuerpo de
deteccion anti-histona H1 biotinilado (50 pL/pocillo) y se incubd durante 90 minutos a temperatura ambiente con agitacion
suave. Se decanté el anticuerpo de deteccidon en exceso y los pocillos se lavaron de nuevo tres veces con tampén de
lavado (200 pL/pocillo). Se afiadié una disolucién que contenia conjugado de estreptavidina-peroxidasa de rabano picante
(50 uL/pocillo) y se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Se decanté el conjugado en
exceso Yy los pocillos se lavaron de nuevo tres veces con tampén de lavado (200 uL/pocillo). Se afiadié una disolucion de
sustrato coloreado (100 uL/pocillo, sal de diamonio del acido 2,2'-azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico]) y se incubd
durante 20 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Se midio la densidad 6ptica (DO1) del inmunoensayo 1
de los pocillos a una longitud de onda de 405 nm usando un lector estandar de placas de microtitulacién. Todas las
mediciones se realizaron por duplicado y se utilizé un resultado medio.

En el segundo inmunoensayo; se afiadieron a los pocillos la muestra (10 yL/pocillo) y tampdn de ensayo (50 pL/pocillo,
TRIS/HCI 0,05 M pH 7,5 que contenia NaCl al 0,9 %, desoxicolato de sodio al 0,05 % y sustituto de Nonidet P40 al 1 %)
incubados 90 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Se decanto la mezcla de muestra y tampéon de ensayo
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y los pocillos se lavaron tres veces con tampon de lavado (200 pL/pocillo). Se afiadié una disolucién de anticuerpo de
deteccion anti-nucleosoma central biotinilado (50 uL/pocillo) y se incubd durante 90 minutos a temperatura ambiente con
agitacion suave. Se decanté el anticuerpo de deteccién en exceso y los pocillos se lavaron de nuevo tres veces con tampdn
de lavado (200 pL/pocillo). Se afiadié una solucién que contenia conjugado de estreptavidina-peroxidasa de rabano picante
(50 pL/pocillo) y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacién suave. Se decanto el conjugado en
exceso Y los pocillos se lavaron de nuevo tres veces con tampén de lavado (200 pL/pocillo). Se afiadié una disolucién de
sustrato coloreado (100 uL/pocillo, sal de diamonio del acido 2,2'-azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico]) y se incubd
durante 20 minutos a temperatura ambiente con agitacién suave. Se midi6 la densidad 6ptica (DO2) del inmunoensayo 2
de los pocillos a una longitud de onda de 405 nm usando un lector estandar de placas de microtitulacién. Todas las
mediciones se realizaron por duplicado y se utilizé un resultado medio.

Para cada muestra, se calculd la relacion DO2:DO1. Los resultados de la relacion DO2:DO1 para los 69 sujetos se
muestran en la Figura 1. Para los 29 sujetos sanos, la relacion media de inmunoensayo encontrada fue de 8,7. Para los
29 sujetos diagnosticados con cancer colorrectal, la relacién media fue de 15,9. Para los 11 sujetos diagnosticados con
cancer pancreatico, la relacion media fue de 17,1. Esto demuestra que una relacion creciente estaba asociada con
nucleosomas de origen canceroso.

Ademas, los resultados individuales para cada sujeto se usaron como un biomarcador para el cancer con niveles de punto
de corte crecientes. Con un punto de corte de 12; la relacion dio un resultado positivo para el 73 % (8 de 11) de los sujetos
diagnosticados con cancer pancreatico y el 41 % (12 de 29) de los sujetos diagnosticados con cancer colorrectal con una
especificidad clinica del 79 % (6 resultados falsos positivos entre 29 sujetos sanos). Con un punto de corte de 22; la
relacion dio un resultado positivo para el 36 % (4 de 11) de los sujetos diagnosticados con cancer pancreatico y el 34 %
(10 de 29) de los sujetos diagnosticados con cancer colorrectal con una especificidad clinica del 93 % (2 resultados falsos
positivos entre 29 sujetos sanos). Los resultados de la Figura 1 muestran que los métodos descritos en la presente memoria
pueden usarse para detectar cancer. Estos resultados también demuestran que los resultados de los inmunoensayos
combinados como se describen en la presente memoria pueden usarse como un biomarcador de combinacion para
enfermedades cancerosas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para analizar los nucleosomas libres de células de origen tumoral a partir de una muestra bioldgica
mediante purificacion por afinidad en donde dicho método comprende las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1;
(ii) aislar los nucleosomas de la muestra que no estan unidos al agente de union a la histona H1; y
(iii) analizar los nucleosomas aislados mediante inmunoensayo o espectroscopia de masa.

2. El método in vitro de la reivindicacion 1, en donde el agente de union a la histona H1 se selecciona de: un agente de
unioén que se une a la proteina histona H1, variante, isoforma o modificacion de la misma.

3. El método in vitro de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde el agente de unién a la histona H1 se selecciona
de: un agente de union que se une a la proteina histona H1 o a una variante de la histona H1 seleccionada de H1.0, H1.10
o H1.X.

4. El método in vitro de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde los nucleosomas aislados se analizan
mediante inmunoensayo o espectroscopia de masa para determinar la inclusién de una caracteristica epigenética
seleccionada de: una modificaciéon de histona postraduccional, una isoforma de histona, un nucleétido modificado o una
proteina no histona aducida.

5. Un método in vitro para aislar ADN tumoral purificado a partir de una muestra biolégica, en donde dicho método
comprende las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un agente de unién a la histona H1;

(ii) aislar los nucleosomas que no estan unidos al agente de unién a la histona H1;
(iii) extraer el ADN de la muestra de nucleosomas aislados en la etapa (ii); y

(iv) analizar el ADN extraido.

6. El método in vitro segun la reivindicacion 5, en donde la etapa de analizar el ADN extraido comprende: secuenciacién
del ADN, analisis de secuenciacion del ADN metilado, PCR, BEAMing, NGS (genoma diana o completo), PCR digital, PCR
en frio (coamplificacion a menor temperatura de desnaturalizaciéon-PCR), MAP (pirofosfordlisis activada por MIDI), PARE
(analisis personalizado de extremos reorganizados) o espectrometria de masa.

7. El método in vitro de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende adicionalmente poner en contacto los
nucleosomas aislados con un agente de union a la histona H3.1 y/o H3.2 y/o H3t.

8. Un método de inmunoensayo in vitro para detectar un epitopo epigenético de nucleosomas derivados de tumores en
una muestra bioldgica, en donde dicho método comprende las etapas de:

(i) poner en contacto la muestra con un primer agente de unién que comprende un agente de union a la histona H1;
(ii) aislar los nucleosomas que no estan unidos al primer agente de union;

(iii) poner en contacto los nucleosomas de la etapa (ii) con un segundo agente de unién que se une a dicho epitopo;
(iv) detectar y/o cuantificar la union de dicho segundo agente de union a dicho epitopo; y

(v) usar la presencia o el grado de dicha unién como una medida de la presencia del epitopo particular de nucleosomas
derivados de tumor en la muestra.

9. El método in vitro segun la reivindicacién 8, en donde el epitopo comprende: una modificacion de histona (tal como
H3K27Ac); un nucleétido modificado (tal como 5-metilcitosina); una variante o isoforma de la histona H2A, H2B, H3 o H4;
0 un aducto de nucleosoma o una variante del mismo.

10. El método in vitro segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la muestra biolégica comprende sangre,
suero, plasma, sangre menstrual, fluido cefalorraquideo (CSF), fluido endometrial, orina, saliva u otro fluido corporal (heces,
fluido lagrimal, fluido sinovial, esputo), aliento, p. ej., como aliento condensado, o un extracto o purificacion de los mismos,
o dilucion de los mismos.
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11. El método in vitro de la reivindicacion 10, en donde la muestra biolégica comprende una muestra de sangre, suero o
plasma.

12. Un método para detectar cancer en un sujeto animal o humano que comprende las etapas de:

(i) analizar una muestra bioldgica obtenida del sujeto para determinar los nucleosomas libres de células que contienen una
caracteristica epigenética y también contienen la histona H1 mediante un inmunoensayo que usa dos agentes de union,
uno de los cuales esta dirigido a unirse a la caracteristica epigenética particular y el otro de los cuales esta dirigido a unirse
a la histona H1;

(i) analizar la muestra para determinar los nucleosomas libres de células circulantes que contienen la caracteristica
epigenética particular, tanto con, como sin, histona H1, mediante un inmunoensayo que usa dos agentes de unién, uno de
los cuales esta dirigido a unirse a la caracteristica epigenética y el otro de los cuales esta dirigido a unirse a un epitopo de
nucleosoma central comun que incluye cualquier epitopo de la histona H2, H3 o H4, cualquier epitopo de ADN o cualquier
otro epitopo presente en fragmentos de cromatina distintos de un epitopo de la histona H1; y

(iii) usar una combinacion de los resultados del inmunoensayo obtenidos en las etapas (i) y (ii) como un biomarcador de
combinacién indicativo de la presencia de dicho cancer en el sujeto.

13. El método de la reivindicaciéon 12, en donde el cancer se selecciona de: cancer de mama, vejiga, colorrectal, piel (tal
como melanoma), ovario, prostata, pulmon, pancreatico, intestino, higado, endometrio, linfoma, oral, de cabeza y cuello,
leucemia y osteosarcoma.

14. Uso de un kit que comprende un agente de union a la histona H1 en un método descrito en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13.
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