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DESCRIPCION
Analisis de expresion génica con oligonucledtidos etiquetados con elementos
Campo de la invencion

La invencion se define mediante las reivindicaciones. En términos generales la invencion se refiere a un ensayo
rapido y sensible que emplea el analisis elemental para el anadlisis de la expresion génica usando oligonucledtidos
complementarios marcados con etiquetas de elementos o adheridos a soportes con elementos incrustados.

Introduccién

“Muestras” bioldgicas se refiere a cualquier muestra de naturaleza biolégica que requiere analisis. Por ejemplo, las
muestras pueden incluir moléculas bioldgicas, tejidos, fluidos, y células, de un animal, planta, hongo, o bacteria.
Estas también pueden incluir moléculas de origen viral. Muestras tipicas incluyen, pero no se limitan a, esputo,
sangre, células sanguineas (por ejemplo, glébulos blancos), muestras de tejido o biopsia por puncion, orina, fluido
peritoneal, y fluido pleural, o células de los mismos. Las muestras biolégicas pueden incluir también secciones de
tejidos tales como secciones congeladas tomadas para fines histoldgicos. Otra fuente tipica de muestras biolégicas
son los virus y cultivos celulares de animales, plantas, bacterias y, hongos, donde los estados de la expresion génica
se pueden manipular para explorar la relacién entre los genes. Otros ejemplos son conocidos por los expertos en la
técnica.

“Muestra de ARN” es una preparacion de acido ribonucleico (ARN) de una muestra bilégica. Esta incluye no sélo el
ARNmM maduro sino también los intermedios del procesamiento de ARN vy los transcritos del pre-ARNm naciente. Por
ejemplo, el ARNm total purificado con columna poli (T) contiene moléculas de ARN con colas poli (A). Estas
moléculas ARN poli A+ podrian madurar en ARNm, intermediarios de procesamiento de ARN, transcritos nacientes
o intermediarios de degradacion.

“Acido nucleico” como se emplea en esta memoria se refiere tanto a un polimero de desoxirribonucledtidos o
ribonucleétidos de cadena unica o doble tal como cualquier ADN o ARN o molécula hibrida de ADN/ARN. EI término
se refiere a cualquier ADN icluido, pero no limitado a, ADN genémico, ADN mitocondrial, ADN plasmidico, ADN
cloroplastico, ADNc, fragmentos de ARN, o ADN amplificado, ARN total, ARN mensajero, ARN nuclear pequerio.

“Oligonuclestido” es un acido nucleico de cadena simple que comprende de 2 a aproximadamente 1000 nucleoétidos,
mas tipicamente comprende de 2 a aproximadamente 500 nucleétidos. También puede incluir moléculas de “acido
nucleico bloqueado” (LNA, de sus siglas en inglés).

“LNA” se refiere a analogos bi-ciclicos de ARN de alta afinidad en los que el anillo de furanosa del aztcar de ribosa
esta quimicamente bloqueado en una conformacion que imita el ARN mediante la introducciéon de un puente de
metileno- C4, O2°, dando como resultado una afinidad de hibridacion sin precedentes hacia moléculas de ADN vy
ARN complementarias. La estabilidad térmica y la discriminacion mejorada de desapareamiento de oligonucleétidos
cortos de LNA modificados les hacen utiles para los ensayos de genotipado de polimorfismos de nucleétidos
individuales (SNP), silenciamiento génico basado en la hebra antisentido y el perfilado de la expresion génica.

“Acido nucleico diana” se refiere a un acido nucleico (a menudo derivado de una muestra biolégica y por lo tanto
referido también como acido nucleico muestra), al que se hibrida especificamente una sonda de oligonucleétidos
complementaria. Los acidos nucleicos diana se pueden derivar de cualquier fuente de acidos nucleicos (por ejemplo,
incluidos, pero no limitados a, sintesis quimica, reacciones de amplificacion, muestras forenses, etc.). Esta también
la presencia o ausencia de uno o mas acidos nucleicos diana que tienen que detectarse, o la cantidad de uno o mas
acidos nucleicos diana que tienen que cuantificarse. El acido o los acidos nucleicos diana que se detectan tienen
preferiblemente secuencias de nucleétidos que son complementarias a la secuencia o secuencias de acido nucleico
de la sonda o sondas de oligonucledtidos correspondientes a la que se unen (hibridan) especificamente. El término
acido nucleico diana puede referirse a la secuencia especifica de un acido nucleico mas largo al que se hibrida
especificamente la sonda, o a la secuencia completa (por ejemplo, gen o ARNm,) cuya abundancia (concentracion)
y/o nivel de expresion se desea detectar. Otras variaciones de esta definicion son conocidas por los expertos en la
técnica.

“Sonda” se refiere a un acido nucleico que se une a un acido nucleico diana de secuencia complementaria a través
del emparejamiento de bases complementarias, usualmente por formacién de un enlace de hidrégeno. Como se
emplea en esta memoria, una sonda de oligonucleotidos puede incluir bases naturales (es decir, A, G, C o T) o
modificadas (por ejemplo, pero no limitados a, 7-desazaguanosina, inosina, etc.) como se conoce por los expertos
en la técnica. Ademas, las bases en una sonda de oligonucleétidos puede estar unida mediante un enlace distinto de
un enlace fosfodiéster, siempre que no interfiera con la hibridacion. Por tanto, las sondas de oligonucledtidos pueden
ser acidos nucleicos peptidicos en los que las bases constituyentes estan unidas mediante enlace peptidico asi
como enlaces fosfodiéster. Se puede detectar la expresion de una transcripcion particular mediante una pluralidad
de sondas, tipicamente, 5, 10, 15, 20, 30 6 40 sondas. Cada una de las sondas puede dirigirse a diferentes sub-
regiones del producto de transcripcion. Sin embargo, las sondas pueden solaparse sobre las regiones diana. Las
sondas se pueden seleccionar o disefiar usando un programa de seleccion tal como Primer3 del Instituto de
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Tecnologia de Massachusetts (MIT). Segun la invencién, las sondas se pueden marcar con un elemento marcado en
el extremo 3’0 57, o0 en la mitad del oligonucledtido. En una realizacion, las sondas son inmovilizadas al soporte a
través de uno de los extremos. Otros ejemplos de sondas son conocidos por los expertos en la técnica.

Un “soporte” es una superficie que se ha funcionalizado mediante, por ejemplo, pero sin limitacién a, pirrol-2,5-diona
(maleimida), anién del acido sulfénico, o p-(clorometilo) estireno. Un soporte puede ser, por ejemplo, una membrana
sintética, una esfera (poliestireno, agarosa, silice, etc), una superficie plana en micropocillos plasticos, placas de
vidrio, tubos de reaccion, etc (no limitados a ellos). La funcién de un soporte es actuar como una fase solida para el
acoplamiento de sondas o moléculas diana. Sin embargo, en otra variacion de esta definicion, que es conocida por
los expertos en la técnica, soporte significa cualquier superficie entre dos estados de materia diferentes: liquido y
solido, solido y sélido, liquido y liquido, liquido y gas, gas y solido, etc.

“Unido a un soporte” significa unido directamente o indirectamente al mismo incluyendo la fijacion mediante enlace
covalente, enlace de hidrégeno, interaccion idnica, interaccion hidrofébica, o usando ligandos especificos unidos al
final de la sonda de oligonucledtidos para interaccion especifica con moléculas de union al ligando adheridas al
soporte, por ejemplo una esfera. Por ejemplo, tal sistema puede incluir biotina-estreptavidina, donde la sonda
transporta un resto de biotina y el soporte esta recubierto con estreptavidina. La fijacion quimica covalente de la
sonda de oligonucledtidos al soporte puede producirse a través del 5-fosfato en el acido nucleico al soporte
recubierto a través de un enlace fosfoamidato. La union al soporte se puede conseguir por medio de una molécula
espaciadora que proporciona un espacio entre la parte de la doble cadena de la sonda y la diana’. Tales métodos
para la inmovilizacion de oligonucledtidos a soportes estan bien establecidos en la técnica®*. Sin embargo en otra
variacion de esta definicién, que se conoce por los expertos en la técnica, el acoplamiento al soporte comprende la
union funcional en la frontera entre dos estados de materia diferentes: liquido y solido, solido y sélido, liquido y
liquido, liquido y gas, gas y sdlido, etc.

“Perla marcada con un elemento” es un tipo de perla soporte (por ejemplo, pero no limitada a, poliestireno, agarosa,
silice, etc) que incorpora funcionalmente o lleva incrustado un elemento o multitud de elementos con uno o muchos
isétopos. Como se conoce por los expertos en las técnicas relevantes, un elemento puede ser una parte atdémica de
un resto quimico.

“Perla especialmente marcada” se refiere a una entidad fisica de una multitud de atomos de uno o mas isétopos de
uno o mas elementos incrustados en una perla tal que un tipo de dicha perla marcada con un tipo de dichos
elementos es distinguible de cualquier otro tipo de dichos elementos mediante analisis elemental. Cada soporte
especialmente marcado soporta una multitud de oligonucleétidos similares o diferentes capaces de hibridarse
especificamente a un acido nucleico diana particular.

“Etiqueta de elemento” es un resto quimico que incluye un atomo elemental o multitud de atomos elementales con
uno o muchos isétopos adheridos a una estructura de soporte molecular. La etiqueta de elemento también
comprende los medios de uniéon de la etiqueta a un sustrato, que puede incluir (pero sin limitarse a) pirrol-2,5-diona
(maleimida), anion del acido sulfénico, o p-(clorometil)estireno (para tiol, extremo-N, o extremo-C, respectivamente).
Una etiqueta elemental puede ser distinguible de una multitud de otras etiquetas elementales en la misma muestra
porque su composicion elemental o isotopica es diferente de la de otras etiquetas.

“Elemento de transicion” significa cualquier elemento que tiene los siguientes nimeros atomicos, 21-29, 39-47, 57-
79 y 89. Elementos de transicion incluyen los elementos de tierra raras, lantanidos y metales nobles. (Cotton y
Wilkinson, 1972).

“Producto de afinidad” o “reactivo de afinidad” se refiere a moléculas bioldgicas (anticuerpo, aptamero, lectina,
péptido que se une a una secuencia especifica, etc) que son conocidas por formar enlaces no-covalentes altamente
especificos con las respectivas moléculas diana (péptidos, antigenos, moléculas pequefias, etc). Un reactivo de
afinidad etiquetado con una etiqueta elemental Unica es un producto de afinidad marcado con una etiqueta elemental
que es unica y distinguible de una multitud de otras etiquetas elementales en la misma muestra.

“Que hibridan especificamente a”, se refiere a la unién, funcionamiento o hibridacién de una molécula de acido
nucleico preferentemente a una secuencia de nucleétidos particular bajo condiciones estrictas cuando esa secuencia
esta presente en una mezcla compleja (por ejemplo, celular total) de ADN o ARN. La optimizacién de las
condiciones de hibridacion es bien conocida por los expertos en la técnica y se analizan en la patente WO 95/21944
5. El término “condiciones estrictas” se refiere a condiciones bajo las que la sonda se hibridara preferentemente a su
subsecuencia diana, y en menor medida, o en absoluto, a otras secuencias. Las condiciones estrictas son
dependientes de la secuencia y seran diferentes en las diferentes circunstancias. Secuencias mas largas hibridan
especificamente a temperaturas mayores. Tipicamente, condiciones estrictas seran aquellas en las que la
concentracion de sal es de al menos aproximadamente 0,01 a 1,0 M Na+ (u otras sales) a pH 7,0 a 83 y la
temperatura es de al menos aproximadamente 30°C para sondas cortas (por ejemplo, de 10 a 50 nucledtidos). Se
pueden conseguir también condiciones estrictas con la adicion de agentes estabilizantes tales como formamida,
como es conocido por los expertos en la técnica.
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“Hibridacion in situ” se refiere a una técnica de hibridaciéon en la que la reaccion de hibridacion entre la sonda del
acido nucleico monocatenaria complementaria y la diana enddégena se lleva a cabo en células o secciones
histologicas especialmente preparadas sin purificacion del acido nucleico diana.

“Intensidad de la sefial de fondo” se refiere a las sefiales de hibridacién resultantes de la unién no-especifica, u otras
interacciones, entre los acidos nucleicos diana y el oligonucleétido marcado (por ejemplo, las sondas de
oligonucledtidos, sondas control, etc.).

“Sondas de desemparejamiento” proporcionan un control para la unién no-especifica o hibridaciéon cruzada a un
acido nucleico en la muestra o distinta de la diana a la que se dirige la sonda.

“Oligo(dT)n-etiqueta elemental” es un oligonucleétido marcado con un metal que comprende un ndmero (n) de
nucledsidos de desoxitimidina trifosfato y nucledsidos adicionales como en complejo oligo(dT)-LNA, que se usa
como sonda de hibridacion para regiones de poliadenilacion del ARNm. El numero de nucledsidos de trifosfato de
desoxitimidina puede variar en el intervalo de aproximadamente 6 a aproximadamente 50.

“Andlisis elemental” es un proceso donde se analiza la composicion elemental de una muestra y a veces su
composicion isotépica. El anadlisis elemental se puede realizar mediante un nimero de métodos, que incluyen:
espectroscopia atdomica optica, tal como la absorcion atémica con llama, absorcién atémica en horno de grafito, y
emision atémica de plasma acoplada inductivamente, que investigan la estructura electrénica exterior de los atomos;
espectroscopia atdmica por espectrometria de masas, tal como espectrometria de masas acoplado inductivamente,
que investiga las masas de los atomos; fluorescencia por rayos-x, emision de rayos-x inducida por particulas,
espectroscopia de fotoelectrones de rayos-x y espectroscopia electronica de Auger que investiga la estructura
electrénica de los atomos interiores.

Un “analizador elemental” es un instrumento para la cuantificacion de la composicion atdmica de la muestra que
emplea uno de los métodos del analisis elemental.

El andlisis de una “particula elemental” es un proceso donde una muestra analizada, compuesta de particulas
dispersas en un liquido (perlas en tampon, por ejemplo), se interroga de tal manera que la composiciéon atéomica se
registra para particulas individuales (esfera-a-esfera por ejemplo). Un ejemplo de un instrumento analitico es un
espectrometro de masas basado en un citometro de flujo.

“Analisis elemental de una solucién” es un proceso donde una muestra analizada se interroga de tal manera que la
composicion atémica se promedia sobre el volumen total de la muestra.

“Un patrén interno” se define como una cantidad conocida de un compuesto que se afade al desconocido, que es
diferente para cada analito. La sefial del analito se compara con la sefial del patrén interno para descubrir cuanto
analito esta presente. Se puede usar un patrén interno para la interpretacion de la cuantificacion de la
espectrometria de masas. Se puede usar también un patrén interno por otros medios conocidos por el experto en la
técnica.

“Fijacion e impermeabilizacion” se refiere al entrecruzamiento quimico de componentes celulares mediante agentes
tales como glutaraldehido, formaldehido, formalina, etanol, metanol, etc., y la creacién de agujeros en la membrana
celular mediante detergentes. Se pueden seleccionar facilmente detergentes adecuados de entre los detergentes no
idonicos. Deseablemente, estos detergentes se usan a una concentracién de entre aproximadamente 0,01% a
aproximadamente 0,1%. Un detergente que se puede usar es Triton X-100 (Sigma T9284). Ejemplos de otros
detergentes adecuados incluyen Igepal y Nonidet P-40. Otro detergente adecuado se puede seleccionar facilmente
por un experto en la técnica.

El proyecto Genoma Humano ha abierto el acceso a una gran cantidad de informacién des secuencias génicas que
ayudara en el diagnostico y el tratamiento de muchas enfermedades humanas. Sin embargo, la identificacion génica
en medicina requiere del perfeccionamiento de los métodos existentes y de la introduccion de nuevas tecnologias
sensibles y robustas. Los métodos de cribado gendmicos para la monitorizacion de miles de genes simultaneamente
incluyen tecnologias tales como microarrays (micromatrices) de ADN, visualizacion diferencial, y analisis seriado de
la expresion génica (SAGE). El principio basico de todos los arrays (matrices) es la hibridacion de especies de ADNc
o ARNc marcado con biotina o un fluorescente generado por la muestra de ARN por los nucleétidos o por moléculas
de ADN complementarias adheridas a soportes solidos. Actualmente, el conjunto de los chips genéticos son la
plataforma de uso predominante, donde la superficie de placas de vidrio es el sustrato y la fluorescencia el método
de deteccion®'®. Una alternativa a los microarrays planos son los arrays de perlas que se desarrollan por Luminex,
BD Biosciences, lllumina y muchos otros. Los arrays de microesferas se crearon mediante impregnado de las perlas
con diferentes proporciones de tinte fluorescente o combinaciones de puntos cuanticos o mediante grabado de
cédigos de barras en la superﬁcie11 de la perla. Los microarrays representan esencialmente sefiales acumulativas de
muchas células individuales e implican la pérdida de informacién concerniente a células individuales. La preparacion
de la muestra y de patrones de referencia universal son criticos ya que la informacion gendmica que se obtiene de la
poblacion de células heterogénea interferira con el perfil genético de una célula cancerosa particular.
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Los métodos de diagndstico de ADN usualmente implican la amplificacion de secuencias diana para incrementar la
sensibilidad y especificidad de los ensayos por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) u otras tecnologias de
amplificacién similares. En el método™ PCR se preparan dos primeras secuencias que son complementarias a las
regiones en las hebras complementarias opuestas de la secuencia diana. Se afiade un exceso de desoxinucledsido
trifosfatos en la mezcla de reaccion con una ADN polimerasa termoestable (por ejemplo, Taq polimerasa). Si la
secuencia diana esta presente en una muestra, los cebadores se uniran a la diana y la polimerasa hara que los
cebadores se extiendan a lo largo de la secuencia diana por adiciéon de nucleétidos. Aumentando y disminuyendo la
temperatura de la mezcla de reaccion, los cebadores extendidos productos de la reaccién se disociaran de las
dianas para convertirse en nuevas dianas. El exceso de cebadores se unira a la diana y a los productos de reaccion
y se repite el proceso.

Existen varios métodos para la deteccion multiplexada de acidos nucleicos en células individuales, pero usualmente
no combinan cuantificacion con multiplexacion masiva. La hibridacion histoquimica semi-cuantitativa in situ (ISH) es
una técnica que se usa Para detectar la presencia y estimar la abundancia relativa de secuencias de ARN
especificas en una célula simple. La visualizacion de la sefial se consigue usualmente mediante sustratos
cromogénicos o tinciones fluorocromicas y no es facilmente susceptible para multiplexacion. Los citogenetistas han
desarrollado tamblen un método para la caracterizaciéon Unica cromosdmica denominado hibridaciéon in situ
fluorescente (FISH) s que usa acidos nucleicos marcados fluorescentemente para visualizar secuencias
complementarias por hibridacion en ambas estructuras bioldgicas fijas y células vivas. El FISH de ARN ayuda a
localizar el ARNm a su sitio de transcripcion en un compartimento celular. El trabajo de Levsky y colaboradores'®
empleando el microscopio fluorescente computacional avanzado y sondas de ADN oligomérico multiplexado ha
demostrado la viabilidad de generar un perfil FISH simultaneo para once genes en el nucleo de células cultivadas in
vitro. Ademas, utilizando la microscopia de video de lapso de tiempo es posible visualizar Ios SItIOS de transcripcién
de un array inducible, la sintesis de ARNm y de productos proteicos en células vivas'. Se ha sugerldo la
espectroscopia de Fourier basada en imagenes espectrales (Slm) para el analisis cuantltatlvo de espemes % de
ARN. Se detectaron cantidades relativas de ARN por hibridacion para seis sondas de ADNc marcadas
especialmente especificas para diferentes genes de tirosina quinasa y se analizaron imagenes espectrales usando
espectros de referencia pregrabados y un programa de deconvolucion. La hibridacion in situ fluorescente cuantitativa
(Q-FISH) en combinacién con la citometria de flujo, llamado Flow-FISH, se ha aplicado también al estudlo de la
extension telomérica en lineas celulares de leucemia usando condiciones optimizadas para analisis®’ rapidos y
rutinarios.

De este modo, el desarrollo de un sistema altamente sensible, cuantitativo y multiplexado para el analisis de la
expresion génica y proteica en restos de células individuales sigue siendo una meta esquiva para la investigacion y
diagndstico molecular. El analisis elemental, combinado con reactivos de objetivo especifico tiene el potencial para
lograr esta meta.

Las microesferas o perlas son una opcion atractiva para soportar las superficies quimicas de inmunoensayos. En
una manera similar se pueden construir o afiadir 96 pocillos, varias composiciones, capas o grupos conjugados para
proporcionar la superficie quimica requerida. Una de las ventajas de las microesferas es la habilidad para
incrementar el area de superficie de reaccién por volumen o la mezcla de reaccién, que proporciona medios faciles
para incrementar la capacidad y rango dlnamlco potencial de un inmunoensayo. En el siguiente ejemplo, se
combinaron inmunoensayos con deteccion? ICP-MS. La citometria de flujo desarrollada inicialmente por analisis
celular multiparamétrico se usé también ampllamente para detectar antigenos y sondas de oligonucledtidos
conjugadas con la superficie de microesferas?

La tecnologia de microesferas convencional, basada en la deteccidon de emision de fluorocromo, se cree que es una
gran promesa como herramienta para investigar ambas funciones gendmica y proteémica. El analisis de particula
elemental de perlas marcadas especialmente esta preparado para revolucionar los estudios de expresion génica,
diagnésticos clinicos e investigacion del cancer. Las perlas de poliestireno con metales incrustados se recubren con
una fina lamina de polisilano para prevenir la lixiviacién elemental que se usa comiunmente vinculada en la fase de
cromatografia. Las perlas de poliestireno se preparan segun la polimerizacién de una emulsién convencional con
estireno como monomero y persulfato potasico o peréxido de benzoilo como agentes de polimerizacion.
Oligonucledtidos alelo-especificos (sondas complementarias) se inmovilizan covalentemente en la superficie. Las
particulas pueden transportar 1 o mas® sondas de oligonucledtidos complementarias diferentes para los mismos
genes. La hibridacioén se lleva a cabo con ARNm aislado o productos PCR de una muestra biolégica (genes diana) al
que se le afiaden elementos etiquetados para la identificacion diana. Las particulas se somenten a analisis
elemental de flujo, por ejemplo, flujo-ICP-MS una por una para identificar categorias de particula y cuantificar el nivel
de expresion génica. Las microesferas embebidas con un elemento (Eu) y derivadas con residuos carboxilo estan
disponibles por Seradyn Inc. y estan ensayadas como prueba de su principio en experimentos de ensefianza del
solicitante. Los requerimientos para una marcaje elemental son flexibles en comparacion con aquellos para un
marcaje fluorescente ya que la naturaleza quimica de un elemento no es importante para su deteccién por ICP-MS.
Un fundamento del método requiere que los elementos marcados contengan un numero reproducible v,
preferiblemente largo de atomos de un isétopo dado. Una base para el analisis cuantitativo es la reproductibilidad en
el nimero de atomos idénticos incorporados, y un incremento en el nUmero de estos atomos mejora la sensibilidad
linealmente.
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Se puede usar un nuevo instrumento basado en el flujo ICP-MS para el perfil de la expresiéon génica de células
individuales de leucemia por analisis elemental de particula. Para esta propuesta se pueden detectar abundantes
especies de ARNm mediante hibridacion in situ. La multiplexacion se puede conseguir marcando las sondas de
oligonucledtidos con diferentes metales raros con elementos marcados que se pueden identificar especialmente
mediante el instrumento ICP-MS. La sensibilidad de la deteccion de ARN se puede mejorar mediante el uso de tres
a ocho sondas de oligonucledtidos por transcripcion y cada sonda estar marcada con multiples marcas de un
elemento dado. Antes de los experimentos de multiplexacién con varios genes, cada transcripcion se hibrida
separadamente para garantizar que el nivel de expresion es independiente de la multiplexacion. Se estima que una
célula individual expresa aproximadamente a 10.000 especies de ARNm con una cantidad total de ARN alrededor de
1-10 pg. Las transcripciones medias ricas oscilan desde 20 a 100 copias por célula, mientras que las altamente ricas
mas de 1000 copias de transcripciones de fusién en muestras de pacientes de leucemia. La comparacioén directa del
perfil de ARN de una célula simple mediante flujo-ICP-MS con un analisis previamente realizado con microarrays
puede servir para validar el nuevo método. La seleccion de genes de interés se puede realizar con la ayuda de
bases de datos disponibles publicamente tales como NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/UniGene/), Analisis
Molecular Integrado de Genomas y su Expresion (de sus siglas en inglés, IMAGE) Consortium and The Institute for
Genomic Research (http://www.tigr.org). Ademas, la hibridacion in situ usando elementos marcados
complementarios a oligonucleétidos y realizada con muestras de células homogéneas (cultivo de lineas celulares,
muestras de pacientes con leucemia en crisis blastica) se puede analizar mediante ICP-MS de la solucion para
determinar el promedio del perfil de la expresiéon génica promediada en la totalidad de la muestra (la representacion
esquematica se da en la Figura 2A.).

Preparadas las sondas de hibridacién de ADNc para algunos genes relevantes de leucemia (receptor G-CSF, Bax,
Bcl-2, c-Fos, etc) se marcan con biotina que se puede obtener de fuentes comerciales (Maxium Biotech Inc.,
GeneDetect Inc.) y laboratorios de investigacion. Se disefian sondas de oligonucledtidos usando programas
algoritmicos (comercial y publicamente disponibles) que seleccionan una secuencia con parametros de hibridacion
optimos que se conocen por los expertos en la técnica tal como la temperatura de fusiéon (Tm), contenido 50% G+C,
medida deseada de la sonda. En el proceso de seleccion se realizd6 un ensayo para minimizar la formacion de
estructuras en horquilla y dimeros entre las sondas y disminuir el cruzamiento homologo con otras secuencias diana.
Los oligonucledtidos se pueden sintetizar mediante métodos estandar conocidos en la técnica, por ejemplo mediante
el uso de un sintetizador de ADN automatizado (tales como los que estan disponibles comercialmente en Biosearch,
Applied Biosystems, etc.). Como ejemplos, se pueden sintetizar oligonucleétidos fosforotionato mediante el método
de Stein et al**. En la ensefianza del solicitante los oligonucledtidos carboxilo o amino alil-modificados se pueden
adherir a elementos marcados o a soportes marcados especialmente, por ejemplo esferas, a través de la quimica
funcional. La colocacién de un grupo funcional en el 5° terminal de la hebra de ADN y empleando un reactivo
adecuado para unir el ADN modificado a la superficie de soportes especialmente marcados, por ejemplo esferas,
facilitaran la union covalente de los acidos nucleicos al los soportes. Por ejemplo, se puede usar la quimica para unir
un amino marcado de ADN a particulas de carboxilo modificado, carbodiimida (EDC).

La invencion como se define mediante las reivindicaciones, proporciona una mayor sensibilidad y precision en la
rapidez de analisis de cientos de miles de moléculas de ARNm. La invencién proporciona ademas una eficiencia y
precision de deteccién mejorada de los niveles de expresion génica por exclusion del marcado fluorescente de
ARNm dianas, al mismo tiempo que garantiza una medicién cuantitativa y mayor rendimiento de los niveles de ARN
en una muestra bioldgica. La invencion como se define en las reivindicaciones, se puede usar también para detectar
otros acidos nucleicos, por ejemplo, ADN genémico. Por ejemplo, una hebra de ADN simple se une a una etiqueta
elemental en un extremo y la molécula entera se hibrida a un oligonucleétido complementario amarrado a un soporte
especialmente marcado (por ejemplo una perla).

Compendio
Estas y otras caracteristicas de las ensefianzas del solicitante se establecen en la presente memoria.

La presente invencion se define mediante las reivindicaciones. En mas detalle, la presente invencién proporciona un
método para el analisis celular en una célula o particula celular, en donde dicha célula es una célula entera de origen
animal, vegetal, bacteriano, o fungico, o una particula celular de un cromosoma aislado, un nucleo aislado, un
mitocondria aislada, un cloroplasto aislado, o un virus aislado, comprendiendo el método: (a) fijar y permeabilizar la
célula o particula celular; (b) incubar la célula o particula celular en una solucidon de hibridacién con una sonda de
acido nucleico especifica para un acido nucleico diana, donde la sonda marcada con una etiqueta elemental Unica
tal que un tipo de dicha sonda marcada con un tipo de dicha etiqueta es distinguible de cualquier otro tipo de dicha
sonda marcada con un tipo diferente de dicha etiqueta mediante analisis elemental que comprende ICP-MS; (c)
separar la sonda no hibridada de la sonda hibridada al acido nucleico diana mediante estrictas condiciones de
lavado; y (d) analizar la célula o particula celular mediante ICP-MS para identificar la sonda y cuantificar la sonda
unida al acido nucleico diana, en donde cada etiqueta elemental comprende una resto quimico que incluye un atomo
elemental o multitud de atomos elementales con uno o mas isétopos unidos a una de estructura molecular de
soporte, y en donde la etiqueta elemental comprende ademas unos medios de sujecion de dicha etiqueta al sustrato.
También se describe en la presente memoria un método para analisis celular que comprende: (a) proporcionar una
célula o una particula celular; (b) fijar la célula o la particula celular; (c) incubar la célula o la particula celular en una
solucion de hibridaciéon con una sonda especifica para un acido nucleico diana, la sonda marcada con un etiqueta
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elemental Unica tal que un tipo de dicha sonda marcada con un tipo de dicha etiqueta es distinguible de cualquier
otro tipo de dicha sonda marcada con un tipo diferente de dicha etiqueta mediante analisis elemental; (d) separar la
sonda no hibridada de la sonda hibridada al acido nucleico mediante estrictas condiciones de lavado; y (e) analizar
la célula o particula celular mediante analisis elemental para identificar la sonda y cuantificar la sonda unida al acido
nucleico diana. Se pueden hibridar dos o0 mas sondas diferentes marcadas con diferentes etiquetas elementales
para dos o mas acidos nucleicos diana. El acido nucleico diana se puede seleccionar del grupo que consiste en
moléculas de acidos nucleicos intracelulares, ARN matriz, ARN micro, ARN precursor de la transcripcion génica,
ARN mensajero, ARN transportador, ARN ribosémico, ADN cromosémico, ADN mitocondrial, ADN cloroplastico,
ADN viral, ARN viral, ADN bacteriano, ARN bacteriano, y ADN plasmidico. Los métodos comprenden ademas
analisis simultaneos de superficie y/o moléculas proteinicas intracelulares, de superficie y/o moléculas lipidicas
intracelulares, de superficie y/o moléculas polisacaridas intracelulares, y/o de superficie y/o moléculas pequefias
intracelulares. Las moléculas pequefias se pueden seleccionar del grupo que consiste en vitaminas, hormonas,
haptenos y nucledsidos (por ejemplo, ATP, ADP, AMP ciclico y NADH).

Ademas de lo anterior, la célula o particula celular puede reaccionar con reactivos de afinidad especificos para
moléculas de superficie o/y intracelulares, y los reactivos de afinidad estan marcados con etiquetas elementales que
comprenden una fraccidon quimica de una multitud de atomos de uno o mas isétopos de uno o mas elementos
adheridos a una estructura molecular de soporte tal que un tipo de dicho reactivo de afinidad marcado con un tipo de
dicha etiqueta es distinguible de cualquier otro tipo de dicha etiqueta mediante analisis elemental, y seguido de
separacion de los reactivos de afinidad no unidos de los reactivos de afinidad unidos. Las moléculas de superficie
oly intracelulares pueden ser proteinas, lipidos, polisacaridos y/o moléculas pequefas. Los reactivos de afinidad se
pueden seleccionar del grupo que consiste en anticuerpos, aptameros, lectinas y moléculas pequefas. La célula
puede ser una célula entera de un animal, planta, bacteria, u hongo. La particula celular se puede seleccionar del
grupo que consiste en un cromosoma aislado, un nucleo aislado, una mitocondria aislada, un cloroplasto aislado, un
virus aislado, y una bacteria aislada. La sonda se puede seleccionar del grupo que consiste en una sonda de
oligonucledtidos, una molécula de acido nucleico bloqueado (LNA), una molécula de un acido nucleico peptidico
(PNA), un ADN plasmidico, un ADN amplificado, un amplificado, un fragmento de ARN y un fragmento de ADN
gendémico.

También se describe en la presente memoria un método para el analisis homogéneo de moléculas bioldgicas, que
comprende: (a) incubar moléculas biolégicas con reactivos de afinidad marcados con etiquetas elementales y
particulas especialmente marcadas tales que un tipo de dichas particulas marcadas con un tipo de dichas etiquetas
es distinguible de cualquier otro tipo de dicha particula marcada con un tipo diferente de dichas etiquetas por analisis
elemental, en condiciones que permiten a los reactivos de afinidad unirse con las moléculas biolégicas; (b) separar
las particulas con moléculas biologicas unidas de las particulas no unidas; (c) medir las particulas unidas mediante
analisis elemental de particula en donde las particulas estan dispersas en un liquido para medir cuantitativamente la
composicion atomica e isotdpica de particulas individuales, con lo que se detectan los tipos y los niumeros de
moléculas bioldgicas unidas a dichas particulas. Las particulas pueden ser perlas. Las moléculas biologicas pueden
ser de una muestra de tejido celular. La muestra se puede seleccionar del grupo que consiste en una muestra de un
animal, una muestra de una planta, una muestra bacteriana, y una muestra fingica. Las moléculas biologicas se
pueden seleccionar del grupo que consiste en ARNm, proteina, lipidos, polisacaridos y moléculas pequefias. La
union de moléculas bioldgicas con reactivos de afinidad pueden comprender la hibridacion de moléculas de ARNm
con oligonucleétidos adheridos a microesferas especialmente etiquetadas. Los oligonucleotidos pueden comprender
un nimero de nucleodsidos de desoxitimidina trifosfato y sondas de acidos nucleicos complementarios unidos a
microesferas especialmente etiquetadas. Las sondas de acido nucleico complementario se pueden seleccionar del
grupo que consiste en oligonucledtidos, LNA, PNA y ADN plasmidico. Las moléculas biolégicas se pueden
seleccionar del grupo que consiste en proteinas, lipidos, polisacaridos y moléculas pequefias y se unen con
reactivos de afinidad elementales marcados unidos a microesferas especialmente etiquetadas. Los reactivos de
afinidad se pueden seleccionar del grupo que consiste en anticuerpos, aptameros, y lectinas, acidos nucleicos,
péptidos de union, receptores proteicos, y fosfolipidos.

También se describe en la presente memoria un kit para la deteccién y medicion de un elemento en una muestra,
donde el elemento medido es una etiqueta elemental unida a una sonda especifica complementaria para un acido
nucleico de interés, que comprende: (a) una etiqueta elemental para etiquetar directamente una sonda
complementaria; y (b) una sonda complementaria. El kit puede comprender ademas instrucciones para i) el
etiquetado directo de la sonda con la etiqueta elemental; ii) fijar y permeabilizar una célula o particula celular; iii)
incubar la célula o particula celular con la sonda etiquetada con el elemento en una solucion de hibridacion; iv)
separar la sonda unida de la sonda no unida; v) disolver la célula o particula celular con material hibridado, y vi)
detectar y medir la sonda con el etiquetada con el elemento. La deteccion y medicion se puede hacer por analisis
elemental del volumen o analisis elemental de particula.

También se describe en la presente memoria un kit para la deteccién y medicion de un elemento en una muestra,
donde el elemento medido es un etiqueta elemental fijada a una sonda especifica complementaria a un acido
nucleico de interés, que comprende: (a) una sonda complementaria etiquetada con una etiqueta elemental. El kit
puede comprender ademas instrucciones para i) fijar y permeabilizar una célula o particula celular; ii) incubar la
célula o particula celular con la sonda etiquetada con el elemento en una soluciéon de hibridacion; iii) separar la
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sonda unida de la sonda no unida; iv) disolver la célula o particula celular con material hibridado, y v) detectar y
medir la sonda del etiquetada con el elemento.

Los kits descritos anteriormente pueden comprender ademas una multitud de sondas especificas complementarias a
una multitud de acidos nucleicos y una multitud de etiquetas elementales Unicas para cada tipo de sonda
especialmente etiquetada. Los kits descritos anteriormente pueden comprender ademas (a) un reactivo de afinidad
para una molécula bioldgica intra o extracelular seleccionada del grupo que consiste en una proteina, un lipido, un
polisacarido, y una molécula pequefia; y (b) una etiqueta elemental para marcar el reactivo de afinidad para la
molécula bioldgica. Los kits pueden comprender instrucciones para (i) etiquetar el reactivo de afinidad para la
molécula bioldgica, (ii) incubar la célula o particula celular con el reactivo de afinidad para la molécula bioldgica; (iii)
separar el reactivo de afinidad unido para la molécula biolégica del reactivo no unido para la molécula biolégica; y
(iv) detectar y medir el reactivo unido para la molécula bioldgica. Finalmente, los kits pueden comprender una
multitud de reactivos especificos para una multitud de moléculas bioldgicas y una multitud de etiquetas elementales
para marcar especialmente cada tipo de reactivo de afinidad para cada tipo de molécula bioldgica.

También se describe en la presente memoria un kit para la deteccion y medicion de un elemento, donde el elemento
medido es una etiqueta elemental Unida a un oligo(dT)n que esta unido a particulas marcadas con un elemento
distinguible, que comprende: (a) una etiqueta elemental para etiquetar directamente el oligo(dT)n; (b) oligo(dT)n; (c)
una multitud de particulas marcadas con elementos distinguibles; y (d) una multitud de sondas complementarias. El
kit puede comprender ademas instrucciones para i) unir directamente la multitud de sondas complementarias para
particulas marcadas con elementos distinguibles; ii) realizar la purificacion del acido nucleico; iii) unir del elemento
marcado al oligo(dT)n; iv) hacer reaccionar las sondas complementarias con el elemento marcado oligo(dT)n; v)
hibridar las sondas complementarias adheridas al elemento marcado oligo(dT)n que estan adheridas a particulas
con elementos marcados distinguibles en una solucion con un acido nucleico diana; vi) separar particulas unidas de
las particulas no unidas; vii) detectar y medir las particulas unidas mediante analisis elemental de particulas. Las
particulas pueden ser esferas. La multitud de sondas complementarias se pueden marcar directamente con
elementos marcados distinguibles.

También se describe en la presente memoria un kit para la deteccion y medicion de un elemento, donde el elemento
medido es un elemento marcado unido a un oligo(dT) que esta unido a particulas marcadas con un elemento
distinguible, que comprende: (a) un elemento marcado para marcar directamente el oligo(dT)n; (b) oligo(dT)n; (c)
una multitud de sondas complementarias adheridas a una multitud de particulas marcadas con un elemento
distinguible. El kit puede comprender ademas instrucciones para i) realizar la purificacién del acido nucleico; ii) unir
la etiqueta elemental al oligo(dT)n; iii) hacer reaccionar las sondas complementarias con el oligo(dT)n etiquetado con
el elemento; iv) hibridar las sondas complementarias unidas al oligo(dT)n etiquetado con el elemento que estan
unidas a particulas con etiquetas elementales distinguibles en una soluciéon con un acido nucleico diana; v) separar
las particulas unidas de las particulas no unidas; vi) detectar y medir las particulas unidas mediante analisis
elemental de particulas.

También se describe en la presente memoria un kit para la deteccion y medicion de un elemento, donde el elemento
medido es una etiqueta elemental unida a un oligo(dT)n y elementos de particulas marcadas especialmente unidas a
una sonda complementaria, que comprende: (a) un oligo(dT)n marcado con una etiqueta elemental; y (b) una
multitud de sondas complementarias adheridas a una multitud de particulas especialmente marcadas. El kit
comprende ademas instrucciones para i) realizar la purificacion del acido nucleico; ii) hibridar las sondas
complementarias unidas a particulas especialmente marcadas con acido nucleico purificado; iii) hacer reaccionar
particulas especialmente marcadas con el oligo(dT)n marcado con metal; iv) separar las particulas unidas de las
particulas no unidas; v) detectar y medir los elementos de las particulas unidas mediante analisis elemental de
particulas.

La particula se puede sustituir por un soporte solido. Por ejemplo el soporte podria ser una placa plana (por ejemplo
vidrio o plastico), un pocillo, una sonda (insertada dentro de la muestra) u otro material sélido. En este caso, la
superficie sdlida no tiene que estar necesariamente marcada con elemento, ya que la posicién (en la placa o pocillo)
podria indicar la identidad de la sonda complementaria que esta unida a ella. Las instrucciones serian similares a los
apartados (i) a v) descritos anteriormente, pero en este caso sélo se mide el elemento unido al oligo(dT)n.

Los kits descritos anteriormente pueden comprender ademas reactivos y dispositivos que se seleccionan del grupo
que consiste en soluciones de disociacion, columnas giratorias con membranas de unién a acido nucleico, columna
de purificacion para aislamiento y purificacién de acidos nucleicos de muestras bioldgicas, reactivos y soluciones
para amplificacion de acidos nucleicos purificados, patrones, tampén diluyente, tampon de disociacion, tampon de
lavado, tampdn de hibridaciéon y tampén de ensayo. Los acidos nucleicos endégenos se pueden amplificar in situ en
células morfolégicamente intactas. El elemento se puede medir utilizando un espectrometro de masas. El elemento
puede ser un isotopo o i6n. El elemento se puede seleccionar del grupo que consiste en elementos de transicion,
metales nobles, lantanidos, elementos de tierras raras, oro, plata, platino, rodio, iridio y paladio. El elemento puede
incluir mas de un elemento y/o mas de un isétopo y/o mas de un atomo de un is6topo. Los productos de afinidad se
pueden seleccionar del grupo que consiste en un anticuerpo, Fab, aptamero, antigeno, hormona, factor de
crecimiento, receptor, proteina y acido nucleico. Los kits también pueden incluir la instruccion para el analisis
elemental de particulas.
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Breve descripcion de las figuras

La persona experta en la técnica entendera que las figuras, descritas a continuacion, son solo para fines ilustrativos.
Las figuras no pretenden limitar el alcance de las ensefianzas del solicitante de ninguna manera. La invencion se
ilustra en las figuras, que entiende que son ilustrativas y no limitantes.

Figura 1. (A) Hibridacion in situ y deteccion por citometria de flujo de ARNr 28S usando oligonucleotidos antisentido
biotinilados (“oligos”) en tres condiciones diferentes. (1) — corresponde al control negativo de células hibridadas con
un oligonucledtido biotinilado sin-sentido (“oligo”), (2) — células fijadas con un 4% de paraformaldehido durante 15
minutos, seguido por Proteinasa k (5U/ml) durante 15 minutos a temperatura ambiente e hibridado con oligo ARNr
288S; (3) — células tratadas con un 4% de paraformaldehido durante 15 minutos y Proteinasa K (5U/ml) durante 15
minutos a 37°C e hibridado con oligo ARNr 28S; (4) — células fijadas con un 4% de paraformaldehido durante 15
minutos, seguido por un 0,3% de Triton-X100, seguido de Proteinasa K (5U/ml) durante 15 minutos a 37°C e
hibridado con oligo ARNr 28S. Las condiciones indicadas por (4) se eligieron para experimentos relacionados. (B)
Comparacion de la hibridacion in situ de ARNr 28S analizado mediante citometria de flujo (grafico izquierdo) e ICP-
MS (grafico derecho).

Figura 2. BCR/AbI (del inglés, Break point cluster region/Abelson leukemia) anadlisis de la expresion génica en
células de leucemia mediante ICP-MS. (A) Esquema de la hibridacion in situ de células fijadas/permeabilizadas con
una sonda de oligonucledtidos biotinilada para el gen de fusion BCR/Abl. La biotina se identifica mediante
estreptavidina (StrAv) marcada con terbio (Tb). El sedimento celular se disuelve en HCL y se analiza por analisis
elemental ICP-MS de la solucion. (B) Resultados experimentales para células KG-1a (grafica izquierda) y células
K562 (grafica derecha), hibridada con BCR/AbI antisentido, ARNr 28S (control positivo) y sondas oligo sin-sentido
(B/A) y sin sonda (control); se restaron los valores de fondo y de respuesta a la sonda sin-sentido. Las muestras se
realizaron por triplicado. Los datos se presentan como la razén normalizada de terbio (Tb) a iridio (Ir) en sefal
estandar interna.

Figura 3. Andlisis de la expresion génica del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en células de
carcinoma adherente por ICP-MS. Las células A431 se hibridaron con sondas génicas especificas para EGFR,
ciclina-D, ARNr 28S (control positivo) y control negativo sin-sentido, B/A. (B/A es un oligo aleatorio usado con el
nombre aleatorio de control negativo). Las muestras se hicieron correr por triplicado. Los datos se presentan como la
razoén normalizada de sefial de patrén interno terbio (Tb) a iridio (Ir).

Figura 4. Analisis simultaneo de la expresion génica y proteica en células de leucemia K562 mediante ICP-MS. (A)
Hibridacion in situ con ARNr 28S y sondas oligo sin-sentido (B/A); (B) inmunomarcado de proteina BCR/Abl y
valores de IgG de control negativo durante la hibridacion. Las muestras se hicieron correr por triplicado. Los datos se
presentan como la razén normalizada de sefial de patrén interno europio (Eu) o terbio (Tb) a iridio (Ir).

Figura 5. Diagrama de flujo de trabajo para el analisis de hibridacion in situ y de la expresion génica por ICP-MS.

Figura 6. Diagrama de flujo de trabajo para el analisis de la expresion génica de una perla marcada con un elemento
mediante analisis elemental de particulas.

Figura 7. Diagrama de flujo de trabajo para la expresion génica y proteica simultanea mediante analisis ICP-MS.
Descripcion de varias realizaciones

La presente divulgacion comprende el uso de etiquetas elementales. La eleccion del elemento a emplear en los
métodos de las ensefianzas del solicitante se selecciona preferiblemente basandose en su abundancia natural en la
muestra objeto de investigacion y de si es toxico para la muestra objeto de investigacion.

Se prevén para su uso en la ensefianza del solicitante muchos metales de los grupos de transicion vy tierras raras.
Conviene elegir elementos que tengan baja o nula citotoxicidad y tengan una baja abundancia en el medio de
crecimiento y en las muestras biolégicas. Por ejemplo, vanadio y mercurio pueden ser toxicos para ciertas células,
mientras que Fe, Cu, y Zn se pueden presentar en mayores concentraciones en algunas células del medio de
cultivo. Por ofro lado, Pr, Ho, Tb, La, por ejemplo, son normalmente bien tolerados por células mamiferas y no
abundan en el medio ambiente.

Se puede usar una composicion inusual de isétopos del elemento etiquetado para distinguir entre elementos
presentes naturalmente en la muestra y el material de la etiqueta. Es una ventaja si la abundancia relativa de los
elementos etiquetados es suficientemente diferente de la abundancia relativa de los elementos en una muestra dada
objeto de analisis. Por “suficientemente diferente” significa que bajo los métodos de la presente invencion es posible
detectar la etiqueta elemental diana sobre los elementos de fondo incluidos en la muestra objeto de analisis. De
hecho, es la diferencia en las razones inter-elementales de los elementos etiquetados y la matriz de la muestra que
se puede usar ventajosamente para analizar la muestra.

Es viable seleccionar etiquetas elementales, que no produzcan sefiales de interferencia durante el analisis (por
ejemplo, que no den superposicion de sefiales por tener las mismas masas). Por lo tanto, se pueden realizar dos o
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mas determinaciones analiticas simultdneamente en una muestra. Ademas, debido a que la etiqueta elemental
puede contener muchas copias de los mismos atomos, la sefial medida se puede amplificar enormemente.

Los aspectos de las ensefianzas del solicitante se pueden comprender ademas a la luz de los siguientes ejemplos,
que no deberian interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de las presentes ensefianzas.

Experimento 1

En una realizacién, en donde el diagrama de flujo de trabajo se presenta en la Figura 5, la hibridacion in situ para la
deteccion por ICP-MS se realiza tratando primero el tejido o muestra celular de tal manera que dé acidos nucleicos
cromosomicos y extracromosomicos diana disponibles para la hibridacion a sondas complementarias
(fijacion/permeabilizacion); después se expone la muestra a una sonda o multiples sondas marcadas con diferentes
etiquetas elementales y complementarias a genes de interés; en tercer lugar, se lava la muestra para eliminar el
exceso de sonda no unida y que no interacciona especificamente; finalmente la muestra se somete a analisis
elemental de particulas o de solucién.

Experimento 2

Para el andlisis génico de una perla marcada con un elemento mediante ICP-MS (diagrama de flujo de trabajo
mostrado en la Figura 6), se aisld ARN total a partir de una muestra bioldgica y se hibrid6 con esferas especialmente
marcadas conjugadas a sondas de oligonucledtidos; la sonda oligo(dT)20 etiquetada con el elemento; se afiaden a
la mezcla; finalmente, las perlas se someten a un analisis ICP-MS de particulas simples.

Se aisld el ARN total a partir de una muestra dada usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede
usar el método de extraccion acida en guanidinio-fenol-coloroformo o se puede usar un reactivo comercial tal como
Reactivo TRIzol GIBCOL Life Technologies) para el aislamiento de ARN a partir de un tejido de mamifero.
Adicionalmente, el ARN mensajero se puede aislar por cromatografia en columna de oligo dT o mediante el uso de
perlas magnéticas (dT)n (véase, por ejemplo, Sambrook et al.?®, F. Ausubel et al.?®). Convenientemente, el ARN total
se puede aislar a partir de células mamiferas usando un kit de aislamiento de ARN Total RNeasy, por ejemplo
(QIAGEN). Puede ser beneficioso una segunda limpieza después del paso de precipitacion de etanol en la
extraccion TRIzol usando el kit de aislamiento de ARN total RNesay. Se puede requerir una segunda ronda de
amplificacion de ARN (Kit Ambion). Sera apreciado por un experto en la técnica que esto proporciona una reserva
antisentido (ARNa). Cuando se usa ARN anti-sentido como un acido nucleico diana, se eligen sondas de
oligonucledtidos que sean complementarias a subsecuencias de los acidos nucleicos anti-sentido. En cambio,
cuando la reserva de acido nucleico diana es una reserva de acidos nucleicos sentido, se seleccionan sondas de
oligonucledtidos que sean complementarias a subsecuencias de acidos nucleicos sentido. Finalmente, cuando la
reserva de acido nucleico es de doble hebra, las sondas pueden ser tanto sentido o anti-sentido ya que los acidos
nucleicos diana incluyen ambas hebras sentido o anti-sentido.

Los controles en el nivel de expresién son sondas que hibridan especificamente con genes expresados
constitutivamente en la muestra biolégica y que se usan para la normalizacion. Practicamente cualquier gen
expresado constitutivamente proporciona una diana adecuada para los controles del nivel de expresién. Tipicamente
las sondas de control del nivel de expresion tienen secuencias complementarias a subsecuencias de “genes
constitutivos® expresados constitutivamente que incluyen, pero no se limitan al gen de beta-actina, el gen receptor de
transferencia, el gen GAPDH, HPRT, CPB, G6PD, ARNr 28S y similares.

El método descrito en la presente memoria se puede usar para la deteccion de acido nucleico, junto con la deteccion
de proteina para la identificacion de bacterias, ciencia forense, y analisis de la expresion génica y proteica
simultanea.

El método puede usar también un soporte conocido por los expertos en la técnica, por ejemplo un portaobjetos,
placa o pocillo, en lugar de las esferas o las particulas.

En una variacion de este método, las moléculas biolégicas (por ejemplo, pero no limitadas a, proteinas, lipidos,
polisacaridos), moléculas pequefias de union especifica (por ejemplo, pero no limitadas a, farmacos, hormonas,
feromonas, azlcares) que se marcan con etiquetas elementales que se unen a soportes especialmente etiquetados
recubiertos con “reactivos de afinidad” frente a moléculas bioldgicas. Los soportes se analizan después mediante
analisis elemental para identificar la reaccion de dichas moléculas biolégicas con las moléculas pequefas (por
ejemplo, como un receptor de unién a un factor de crecimiento). En este caso, las moléculas pequefas estan
etiqguetadas directamente y el reconocimiento de los analitos de moléculas pequefias es en virtud de su unién, a
través de un reactivo de afinidad a una perla marcada con un elemento, y la concomitancia de la firma elemental de
la perla con la firma de la etiqueta de la molécula pequefia confirma y cuantifica la molécula pequefia.

Experimento 3

En otra realizacion, las primeras series de ejemplos se realizaron usando la instrumentacién convencional ICP-MS
como detector y reactivos de afinidad comerciales que contienen metales (lantanidos). Se entiende que se pueden
usar otros de metales y que se puede usar ofra instrumentacion para analisis elemental. Se usaron experimentos
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que emplean sondas de oligonucleotidos biotinilados anti-sentido disefiados para hibridarse in situ a genes
especificos de enfermedades relevantes en células de leucemia humanas. Las sondas se identificaron mediante
asociacion con estreptavidina marcada con lantanido (véase la Figura 2A).

La viabilidad de realizar la hibridacion in situ con deteccion ICP-MS se ensay6 sobre un modelo de una linea celular
de leucemia humana y los resultados se compararon por citometria de flujo como se muestra en la Figura 1. Los
experimentos se llevaron a cabo para definir las condiciones de fijacion y permeabilizacion éptimas y los parametros
de hibridacién in situ para células en suspension que se usaron posteriormente para el analisis de la expresion
génica por ICP-MS. Las células KG-1A se fijaron como se indica en la Figura 1 (leyenda) y después se incubaron en
solucién de hibridacion con 500 ng/ml de sonda de ARNr 28S biotilinada (5 -biotina- ATCCAACGCTTGGTGAATTC-
3, ARN ribosémico 28S humano GI:337381) o una sonda biotilinada anti-sentido (B/A; control negativo). Después
de lavar y bloquear, se afadio estreptavidina-PerCP (estreptavidina marcada con proteina peridina clorofila). La
Figura 1A muestra los histogramas de la intensidad de la fluorescencia obtenida en un citometro de flujo
FACSCalibur (BD Biosciences). La Figura 1B muestra un volumen de andlisis por ICP-MS: las células hibridadas
reaccionaron con estreptavidina-Tb (DELFIA), se lavaron y se disolvieron en HCI concentrado con 1ppb de Ir (patron
de iridio interno). Hay una clara sefial de hibridacion para ARNr 28S humano detectada mediante citometria de flujo
(FCM) e ICP-MS. Asi, usando reactivos de afinidad secundarios marcados con metal (estreptavidina-Tb) se
establecieron las condiciones experimentales para identificar satisfactoriamente las abundantes transcripciones
constitutivas en células de leucemia mediante ICP-MS.

Experimento 4

La siguiente realizacién demuestra que la hibridacioén in situ con deteccion ICP-MS es lo suficientemente sensible
para detectar moderadamente la abundancia de especies de genes especificos para leucemia. Para este objetivo se
usaron una linea celular de leucemia mieloide crénica humana (K562), que es conocida por expresar la quinasa
oncogénica BCR/AbI codificada por el gen b3a2, y oligonucledtidos anti sentido. En la Figura 2A se muestra un
esquema para el experimento. Comparamos la expresion de la fusién del gen b3a2 en células K562 y en células KG-
1A (modelo de linea celular de leucemia mieloide aguda; no expresa la transcripcion BCR/Abl) usando una sonda
antisentido especifica 5°-BCR/AblI biotinilida (BCR/ABL), una sonda 5-ARNr 28S biotilinada (control positivo) y una
sonda biotinilada anti-sentido (B/A). Las células se fijaron y se permeabilizaron como se describe en la Figura 1,
después de separar las muestras celulares se incubaron en una solucién de hibridaciéon que contiene tanto sondas
BCR/AbI biotinilada, ARNr 28S, anti-sentido, o sin sondas. Después de lavar y bloquear se afiadié estreptavidina-Tb.
Se realizé el analisis por analisis elemental de la solucién donde las células marcadas se disolvieron en HCl/Ir y la
muestra entera (células 0,3e6 KG1a y células 3e6 KG562 por muestra) se sometieron a analisis elemental por
instrumentacion convencional ICP-MS. Los resultados se presentan en la Figura 2B. El grafico de la izquierda
demuestra que mientras el nivel deARNr 28S en células KG-1a es muy alto, la sefial de la sonda BCR/AbI esta a los
niveles de las respuestas de la anti-sentido (B/A) y la de control negativo (ctrl). Por otro lado, las células K562
(grafico derecho de la Figura 2B) se hibridan fuertemente con la sonda BCR/AbI, aproximadamente 14 veces menos
que con ARNr 28S. Asi, ICP-MS detecta de forma fiable los niveles del gen BRC/Abl en las células K562.

Experimento 5

En otra realizacion se realizé un experimento de hibridacion in situ usando células adherentes A431 de carcinoma
epidérmico humano. Estas células son conocidas por sobreexpresar el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR). Las células se sembraron dentro de un cultivo tisular en 96 placas multipocillos y se les dejoé adherir y
proliferar durante dos dias (~75e3 células por pocillo). Las células se fijaron y permeabilizaron segun el método (4)
en la leyenda de la Figura 1; se lavaron e hibridaron con sondas de oligonucleétidos antisentido 5’-marcadas con
biotina; ARNr 28S, EGFR, ciclina-D y B/A en los pocillos. Se establecié la triplicacion de los pocillos para cada
sonda. Las sondas reaccionaron con estreptavidina-Tb. Después de lavar, las células se disolvieron en HCL/Ir y se
analizaron mediante solucion ICP-MS. Como es evidente a partir de la Figura 3, las células A431 expresaron una
mayor cantidad de EGFR en el ARNm, con niveles sustancialmente menores que los de ciclina-D (no proliferaron
todas las células) y que muestra una respuesta robusta para la sonda positiva, ARNr 28S.

Experimento 6

El siguiente experimento ilustra la capacidad Unica de las ensefianzas del solicitante para detectar simultaneamente
la expresion génica y proteica en las mismas células (véase la Figura 7). Se usaron para este objetivo el modelo de
linea celular K562, que expresa altos niveles de proteina p210 BCR/AbI. Los anticuerpos que reconocen primero la
proteina BCR/AbI (Cell Signalling Technol., Inc) o al isétopo control de IgG se aplicaron a las células fijadas y
permeabilizadas en solucién PermFlow (InVirion, Inc.). Las células se lavaron después con PBS y reaccionaron con
el conjugado anti-conejo-Eu (DELFIA, Perkin Elmer) (véase la Figura 4B). Tras el marcaje de las células
inmunoldgicas se prehibridaron con DAKO en una solucion de Hibridacion In Situ (DAKO, Inc.) e hibridaron con la
sonda antisentido de ARN ribosémico 5’-biotinilada-28S o con la sonda sin-sentido B/A 5°-biotinilada asi como la de
control negativo durante 2 horas a temperatura ambiente. Se realizaron estrictos lavados con 4xSSC, 2xSSC,
0,2xSSC y PBS para minimizar la hibridacion no-especifica. Finalmente, las células se incubaron con estreptavidina-
Tb conjugada (DELFIA) y se disolvieron en HCI/Ir (Figura 4A). Como es evidente al comparar la Figura 4A y la
Figura 4B, las células se tifieron para la expresion de la proteina BCR/AbI (Eu) y demostraron una expresion génica
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ribosomal (Tb) que daba sefiales significativamente mayores que las células que tefiian para el control de IgG y la
sonda B/A.

Kits:

También estan descritos en la presente memoria los kits que comprenden los componentes para practicar los
métodos descritos en la presente memoria.

Por ejemplo, se proporciona un kit para la deteccion y mediciéon de un elemento en una muestra, donde el elemento
medido es una etiqueta elemental unida a una sonda especifica complementaria para un acido nucleico de interés,
que comprende: (a) una etiqueta elemental para el marcaje directo de una sonda complementaria; y (b) una sonda
complementaria. El kit puede comprender ademas instrucciones para i) el marcaje directo de la sonda con la
etiqueta elemental; ii) fijar y permeabilizar una célula o particula celular; iii) incubar la célula o la particula celular con
la sonda marcada con el elemento en una solucién de hibridacion; iv) separar la sonda unida de la sonda no unida;
v) disolver la célula o particula celular con el material hibridado; y vi) detectar y medir la sonda marcada con el
elemento. La deteccion y medicion se puede hacer por analisis elemental de la solucién o por andlisis elemental de
particulas.

Se proporciona también un kit para la detecciéon y medicion de un elemento en una muestra, donde el elemento
medido es una etiqueta elemental unida a una sonda complementaria especifica para un acido nucleico de interés,
que comprende: (a) una sonda complementaria marcada con un elemento marcado. El kit puede ademas
comprender instrucciones para i) fijar y permeabilizar una célula o particula celular; ii) incubar la célula o particula
celular con la sonda con la etiqueta elemental en una solucion de hibridacion ; iii) separar la sonda unida de la sonda
no unida; iv) disolver la célula o particula celular con material hibridado, y v) detectar y medir la sonda marcada con
el elemento.

Los kits descritos anteriormente pueden comprender ademas una multitud de sondas complementarias especificas
de acidos nucleicos para una multitud de etiquetas elementales Unicas para marcar especialmente cada tipo de
sonda. Los kits descritos anteriormente pueden comprender ademas (a) un reactivo de afinidad para una molécula
biolégica intra o extracelular seleccionada del grupo que consiste en una proteina, un lipido, un polisacarido y una
molécula pequeia; y (b) una etiqueta elemental para marcar el reactivo de afinidad para la molécula bioldgica. Los
kits pueden comprender instrucciones para (i) etiquetar el reactivo de afinidad para la molécula bioldgica, (ii) incubar
la célula o particula celular con el reactivo de afinidad para la molécula bioldgica; (iii) separar el reactivo de afinidad
unido a la molécula biolégica del reactivo no unido a la molécula bioldgica; y (iv) detectar y medir el reactivo unido a
la molécula biolégica. Finalmente, los kits pueden comprender una multitud de reactivos especificos para una
multitud de moléculas biolégicas y una multitud de elementos marcados para el marcaje Unico de cada tipo de
reactivo de afinidad para cada tipo de molécula bioldgica.

Se proporciona otro kit para la deteccion y medicién de un elemento, donde el elemento medido es una etiqueta
elemental unida a un oligo(dT)n y a elementos de particulas marcadas especialmente, que comprenden: (a) un
elemento marcado para marcar directamente el oligo(dT)n; (b) oligo(dT)n; (c) una multitud de particulas marcadas
especialmente; y (d) una multitud de sondas complementarias. El kit puede comprender ademas instrucciones para
i) unir directamente la multitud de sondas complementarias a particulas especialmente marcadas; ii) realizar la
purificacion del acido nucleico; (iii) unir la etiqueta elemental al oligo(dT)n; iv) hibridar las sondas complementarias
unidas a particulas especialmente marcadas con acido nucleico purificado; iii) hacer reaccionar particulas
especialmente marcadas con el oligo(dT)n etiquetado con metal; iv) separar las particulas unidas de las particulas
no unidas; v) detectar y medir los elementos de las particulas unidas mediante analisis elemental de particulas. Las
particulas pueden ser perlas. En otro aspecto, la particula puede reemplazarse por un soporte sélido. El soporte
puede ser por ejemplo una placa plana (por ejemplo vidrio o plastico), placa de pocillo, una sonda (insertada dentro
de la muestra) u otro material sélido. En este caso, la superficie sélida no tiene necesariamente que tener la etiqueta
elemental, ya que la posicion (en el plato o placa de pocillo) podria indicar la identidad de la sonda complementaria
que esta adherida a ella. Las instrucciones seran similares a los apartados de la (i) a la (v) descritas anteriormente,
pero en este caso solo se mide el elemento adherido al oligo(dT)n.

Se proporciona otro kit para la deteccion y medicién de un elemento, donde el elemento medido es una etiqueta
elemental unida al oligo(dT)n que esta unido a particulas marcadas con un elemento distinguible, que comprende:
(a) un etiqueta elemental para etiquetar directamente el oigo(dT)n; (b) oligo(dT)n; y (c) una multitud de sondas
complementarias unidas a una multitud de particulas marcadas con un elemento distinguible. El kit puede
comprender ademas instrucciones para (i) realizar la purificacion del acido nucleico; (ii) unir la etiqueta elemental al
oligo(dT)n; (iii) hacer reaccionar las sondas complementarias con en el oligo(dT)n etiquetado con el elemento; (iv)
hibridar las sondas complementarias unidas al oligo(dT)n etiquetado con el elemento que esta adherido a particulas
marcadas con elementos distinguibles en una solucién con un acido nucleico diana; v) separar particulas unidas de
las particulas no unidas; vi) detectar y medir las particulas unidas mediante analisis elemental de particulas.

En otro aspecto, la particula puede reemplazarse por un soporte solido. El soporte puede ser, por ejemplo, una placa
plana (por ejemplo vidrio o plastico), placa de pocillos, una sonda (insertada dentro de la muestra) u otro material
solido. En este caso, la superficie sélida no tiene necesariamente que tener la etiqueta elemental, ya que la posicion
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(en el plato o placa de pocillo) podria indicar la identidad de la sonda complementaria que esta unida a ella. Las
instrucciones seran similares a los apartados de (i) a (v) descritos anteriormente, pero en este caso sélo se mide el
elemento unido al oligo(dT)n

Los kits descritos anteriormente pueden comprender ademas reactivos y dispositivos que se seleccionan del grupo
que consiste en soluciones de disociacion, columnas giratorias con membranas de unién a acido nucleico, columna
de purificacion para aislamiento y purificacién de acidos nucleicos de muestras bioldgicas, reactivos y soluciones
para amplificacion de acidos nucleicos purificados, patrones, tampoén diluyente, tampon de disociacion, tampon de
lavado, tampdn de hibridacién y tampdn de ensayo. Los acidos nucleicos enddgenos se pueden amplificar in situ en
células morfolégicamente intactas. El elemento se puede medir utilizando un espectrémetro de masas. El elemento
puede ser un isotopo o i6n. El elemento se puede seleccionar del grupo que consiste en elementos de transicion,
metales nobles, lantanidos, elementos de tierras raras, oro, plata, platino, rodio, iridio y paladio. El elemento puede
incluir mas de un elemento y/o mas de un isétopo y/o mas de un atomo de un is6topo. Los productos de afinidad se
pueden seleccionar del grupo que consiste en un anticuerpo, Fab, aptamero, antigeno, hormona, factor de
crecimiento, receptor, proteina y acido nucleico. Los kits también pueden incluir la instruccion para el analisis
elemental de particulas.

Los kits pueden comprender los siguientes componentes:
(a) reactivos para amplificacion in situ
(b) reactivos y dispositivos para la purificacion de acido nucleico

(c

(d

)
) tampdn de hibridacion in situ
) solucién de fijacion y permeabilizacion
(e) solucion de lavado
(f) reactivo de disolucion
Las ensefianzas del solicitante proporcionan los métodos divulgados anteriormente. Los métodos permiten:
(a) la multiplexacion
(b) el analisis simultaneo de la expresion génica y proteica
(c) métodos con o sin etapas de amplificacion
(d) analisis de bajo coste sin enzimas polimerasa caras

(e) el analisis genético en una sola célula

(f) la cuantificacion absoluta de la expresion génica
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REIVINDICACIONES

Un método para el analisis celular en una célula o particula celular, en donde dicha célula es una célula entera
de origen animal, vegetal, bacteriano o fungico, o dicha particula celular se selecciona del grupo que consiste
en un cromosoma aislado, un nucleo aislado, una mitocondria aislada, un cloroplasto aislado, y un virus
aislado, comprendiendo el método:

(a) fijar y permeabilizar la célula o la particula celular;

(b) incubar la célula o la particula celular en una solucién de hibridacion con una sonda de acido
nucleico especifica para un acido nucleico diana, donde la sonda marcada con una etiqueta elemental Unica
tal que un tipo de dicha sonda marcada con un tipo de dicha etiqueta es distinguible de cualquier otro tipo
de dicha sonda marcada con un tipo diferente de dicha etiqueta por analisis elemental ICP-MS;

(c) separar la sonda no hibridada de la sonda hibridada al acido nucleico diana mediante estrictas
condiciones de lavado; y

(d) analizar la célula o particula celular mediante ICP-MS para identificar la sonda y cuantificar la
sonda unida al acido nucleico diana,

en donde cada elemento marcado comprende un resto quimico que incluye un atomo elemental o una multitud
de atomos elementales con uno o muchos isétopos unidos a una estructura molecular de soporte, y en donde
la etiqueta elemental comprende ademas unos medios de unién de dicha etiqueta a un sustrato.

El método de la reivindicacion 1 en donde dos o mas sondas diferenciales marcadas con etiquetas elementales
diferenciales estan hibridadas a dos o mas acidos nucleicos diana.

El método de la reivindicacion 1 6 2, donde el acido nucleico diana se selecciona del grupo que consiste en
moléculas de acidos nucleicos intracelulares, ARN matriz, ARN micro, ARN precursor del producto de
transcripcion génica, ARN mensajero, ARN transportador, ARN ribosémico, ADN cromosémico, ADN
mitocondrial, ADN cloroplastico, ADN viral, ARN viral, ADN bacteriano, ARN bacteriano, y ADN plasmidico.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas el andlisis simultaneo de
moléculas proteicas de superficie y/o intracelulares.

El método de la reivindicacion 1, donde después de la etapa (b) la célula o particula celular se hace reaccionar
con un reactivo de afinidad especifico para una molécula de superficie y/o una intracelular y el reactivo de
afinidad se marca con una etiqueta elemental, tal que un tipo de dicho reactivo de afinidad marcado con un tipo
de dicha etiqueta es distinguible de cualquier otro tipo de dicha etiqueta por ICP-MS, y seguido de separacion
del reactivo de afinidad no unido del reactivo de afinidad unido.

El método de la reivindicacion 5, en donde la molécula de superficie oly intracelular es un lipido, un
polisacarido, o una molécula pequefa.

El método de la reivindicacion 5, en donde el reactivo de afinidad se selecciona del grupo que consiste en un
anticuerpo, un aptamero, una lectina, y una molécula pequefia.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 donde la sonda se selecciona del grupo que consiste en
una sonda de oligonucleétidos, una molécula de un acido nucleico bloqueado (LNA), una molécula de un acido
nucleico peptidico (PNA), un ADN plasmidico, un ADN amplificado o un fragmento del mismo, un ARN
amplificado o un fragmento del mismo, un fragmento de ARN, y un fragmento de ADN gendmico.

Un método para el analisis de moléculas de ARNm en solucién homogénea, que comprende:

incubar las moléculas de ARNm con oligonucledtidos, en donde los oligonucleétidos estan marcados con
etiqguetas elementales que comprenden un elemento de transicion, y estan marcados con una microesfera
especialmente etiquetada, tal que cada uno de los tipos de dicha microesfera etiquetada con un tipo de dicha
etiqueta es distinguible de un tipo diferente de dicha microesfera marcada con un tipo diferente de dicha
etiqueta mediante ICP-MS, bajo condiciones que permiten a los oligonucleétidos hibridarse con las moléculas
de ARNm diana;

separar las microesferas unidas a las moléculas de ARNm diana de las microesferas no unidas; y

medir las microesferas unidas mediante ICP-MS en donde las microesferas estan dispersas en un liquido para
medir cuantitativamente la composicion atémica e isotopica de las microesferas individuales, y asi detectar los
tipos y los nimeros de moléculas de ARNm diana unidas a dichas microesferas.

El método de la reivindicacién 9, en donde las moléculas de ARNm son de una muestra de tejido o célula.
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El método de la reivindicacion 10, en donde la muestra se selecciona del grupo que consiste en una muestra
animal, una muestra de una planta, una muestra bacteriana, y una muestra fungica.

El método de la reivindicacion 9 en donde los oligonucleétidos comprenden un numero de nucledsidos de
desoxitimidina trifosfato, y sondas complementarias de acido nucleico unidas a microesferas especialmente

etiquetadas.
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FIG 2
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FIG. 3
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FIG. 7
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