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DESCRIPCION

Obtencion de imagenes de moléculas de ARNm individuales, usando mdltiples sondas marcadas con un solo
marcador

Relacion con solicitudes anteriores

Esta solicitud reivindica prioridad sobre una Solicitud provisional estadounidense, 61/191.724, registrada el 10 de
septiembre de 2008.

Campo de la invencion
Esta invencion se refiere de manera general a métodos para la detecciéon de secuencias de acidos nucleicos.
Antecedentes

A medida que ha ido quedando cada vez mas claro que la expresion génica en las células, tomadas de una en una,
se aleja significativamente del comportamiento promedio de las poblaciones de células, se precisa de métodos
nuevos que proporcionen recuentos exactos, en forma de niumeros enteros, de los nimeros de copias de ARNm
contenidos en cada célula. En el caso idéneo, dichos métodos deberian asimismo revelar las localizaciones
intracelulares de los ARNm, puesto que la localizacion del ARNm es a menudo usada por las células para restringir
espacialmente el gen de actividad.

La hibridacion in situ, seguida de analisis mediante microscopia, es una manera bien establecida de estudiar la
expresion génica. La primera generacion de hibridaciones in situ se llevoé a cabo con sondas radiactivas. Pronto se
introdujeron mejoras en las que se unian las sondas a enzimas que catalizan reacciones cromogénicas o
fluorogénicas. Sin embargo, dado que los productos de dichas reacciones eran pequefias moléculas o precipitados
que se alejan, por difusion, de la sonda, no podia determinarse con precision la localizacion de las moléculas diana.
Y si bien las sondas marcadas directamente con unos pocos fluoréforos mantenian la resolucién espacial, la
sensibilidad que se puede lograr con ellas es relativamente escasa.

Robert Singer et col. desarrollaron un procedimiento de hibridacion in situ que no solo era lo suficientemente
sensible para posibilitar la deteccién de moléculas unicas de ARNm, sino que, ademas, restringia las sefiales a las
cercanias mas inmediatas de las dianas. Hibridaron cinco sondas de oligonuclettidos simultaneamente con cada
ARNm diana; cada sonda tenia unos 50 nucleétidos de longitud y se marcé con cinco fracciones fluoréforo. Pese a
que los autores demostraron convincentemente que se obtenia sensibilidad a un nivel de molécula Unica, y pese a
que otros grupos han usado de manera satisfactoria estas sondas, el sistema no ha sido adoptado ampliamente.
Uno de los motivos de la no adopcion de dicho procedimiento es la dificultad de la sintesis y purificacion de
oligonucledtidos abundantemente marcados. Habitualmente, las fracciones fluoréforo se introducen mediante grupos
amino primario que se incorporan a los oligonucleétidos durante la sintesis de estos ultimos. Cuando se introducen
varios grupos amino en el mismo oligonucleétido, algunos se pierden a causa de reacciones secundarias tales como
la transamidacion. La union de los fluoréforos a los grupos amino que quedan es ineficiente y exige llevar a cabo
varias reacciones de unidén consecutivas; ademas, resulta dificil purificar, a partir de oligonucledtidos unidos
parcialmente, oligonucleétidos en los que todos los sitios disefiados estén unidos a fluoréforos. Asimismo, cuando
algunos fluoréforos estan presentes en forma de varias copias en el mismo oligonucleétido, interaccionan entre si,
de modo tal que alteran las caracteristicas de hibridacion de los oligonucledtidos y realizan una severa
autosupresion. Estos problemas se evitarian si cada sonda tuviese Gnicamente un solo grupo amino terminal que
sirviese de sitio de union.

Otro problema que surge cuando se usan cantidades pequefias de sondas abundantemente marcadas es que se
pierde una porcion significativa de fluorescencia por cada sonda que no se une a la diana; ademas, cada instancia
de unién no especifica aumenta el “ruido de fondo” (o “fondo”). Esto conduce a una distribucién mas diseminada del
numero de sondas unidas a cada ARNm diana. Por ejemplo, Femino et al. calcularon que, cuando se usaban 5
sondas fluorescentes que tenian como diana un unico ARNm, la mayoria de los puntos fluorescentes observados
tenian intensidades que indicaban la presencia de tan solo 1 o 2 sondas. Science 280, 585-590 (1998). Ello dificulta
la identificacion no ambigua de dichos puntos fluorescentes como moléculas de ARNm, puesto que es imposible
determinar si la deteccion de una sonda individual se deriva de una unién deseada al ARNm diana o de una union
no especifica. Estos problemas de “procesamiento mediante umbrales” limitan la capacidad de dichos métodos para
proporcionar recuentos fiables de los nimeros de moléculas de ARNm presentes en una célula concreta.

Por ello, existe la necesidad de lograr métodos mejorados que proporcionen recuentos fiables de los nimeros de
moléculas de ARNm presentes en células individuales, asi como la necesidad de lograr sondas que sean faciles de
sintetizar y de purificar.

Resumen de la invencion

Esta invencion da a conocer un método para detectar moléculas de ARNm individuales en células permeabilizadas
fijadas, usando varias sondas de hibridacion de acidos nucleicos que se marcan fluorescentemente con un solo
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marcador, como, por ejemplo, con el mismo fluoréforo. Los inventores han descubierto algo sorprendente: que si al
menos 30, preferiblemente de 40 a 60, y muy preferiblemente 48 sondas diferentes, todas marcadas con el mismo
fluoréforo, se hibridan simultdneamente con una secuencia diana de una molécula de ARNm, se crea un punto
fluorescente que puede detectarse a partir de las fluorescencias combinadas de las multiples sondas. Las sondas no
se solapan; es decir, que la region de la secuencia diana con la que se hibrida cada sonda es Unica (no se solapa
con otra de tales regiones). Las sondas, de un conjunto de 30 o mas, destinadas a hibridarse con una secuencia
diana seleccionada, pueden disefiarse de modo que se hibriden, de manera adyacente o no adyacente entre si, con
tramos de la secuencia diana (desde con un solo nucleétido hasta con cien nucleétidos o0 mas) no complementarios
de ninguna de las sondas. Por consiguiente, en uno de sus aspectos, la invencién da a conocer un método para
detectar una primera secuencia diana de moléculas de ARNm individuales en una célula permeabilizada fijada; dicho
método comprende sumergir la célula permeabilizada fijada en una solucion de hibridacion que contiene un exceso
de un primer conjunto de al menos 30 sondas de hibridacion de acidos nucleicos no solapadas, que tienen
secuencias complementarias de dicha primera secuencia diana, que tienen de 7 a 30 nucledtidos de longitud y que
se marcan con un solo marcador: el mismo primer marcador fluoréforo de un primer color; lavar la célula fijada, para
retirar las sondas no unidas; y detectar los puntos de dicho primer fluoréforo en la célula fijada lavada.

Las sondas utiles en esta invencion pueden ser ADN, ARN o mezclas de ADN y ARN. Pueden incluir nucleétidos no
naturales, asi como uniones internucleétido no naturales. Los nucleétidos no naturales que incrementan la afinidad
de unién de las sondas incluyen 2’-O-metil-ribonucleodtidos. Las longitudes de sonda utiles en esta invencion son: de
7 a 30 nucledtidos en el caso de las sondas tipicas de ADN o ARN con afinidad de union promedio. Las longitudes
preferidas de las sondas de ADN y de ARN estan comprendidas en el intervalo de 15 a 30 nucledtidos; mas
preferiblemente, en el intervalo de 17 a 25 nucledtidos; y aun mas preferiblemente, en el intervalo de 17 a 22
nucledtidos. Los inventores han construido las sondas de modo que tengan unos 20 nucledtidos de longitud. Si se
incluyen formas de aumentar la afinidad de unién una sonda, la sonda puede ser mas corta (de tan solo siete
nucledtidos), como comprenderan los entendidos en la materia. Puede acoplarse un fluoréforo a una sonda en
cualquier posicion; por ejemplo, entre otras posibilidades, en un extremo de una sonda; preferiblemente, en el
extremo 3. Pueden incluirse las sondas en una solucion de hibridacién que contenga un exceso de las multiples
sondas; comunmente, en el intervalo de 0,2 nanogramos a 1 nanogramo por microlitro. Se afiade suficiente solucion
para cubrir y humedecer la célula de modo que ésta quede sumergida en la solucién que contiene las sondas.

Se pueden aplicar simultdneamente a una sola célula sondas para multiples secuencias diana de ARNm: para mas
de una secuencia diana de una molécula de ARNm, o para una o mas secuencias de diferentes moléculas de
ARNm. Ademas, puede aplicarse, a una secuencia diana de una molécula de ARNm, mas de un conjunto de
sondas, y cada uno de esos conjuntos se marca con un fluoréforo distinguible, y los fluoréforos son distinguibles
entre si. Por ejemplo, al aplicar sondas a la secuencia de un gen, se pueden usar al menos 30 sondas marcadas en
verde que tengan una porcién de la secuencia del gen como su secuencia diana, asi como al menos 30 sondas
marcadas en rojo que tengan una porcion diferente de la secuencia del gen como su secuencia diana. El uso de mas
de un color para cada una de varias dianas permite usar esquemas de codificacién por colores en los métodos de
aplicacion de multiples sondas conformes con esta invencion.

Los métodos de esta invencién pueden incluir la simple comprobacion de si estan presentes uno o mas puntos que
representan una secuencia diana. Ademas, los métodos conformes con esta invencion incluyen contar los puntos de
un color determinado, correspondientes a una especie de ARNm determinada. En los casos en los que se desea
detectar mas de una especie de ARNm, se pueden usar, en la misma mezcla para hibridacion, diferentes conjuntos
de sondas marcadas con fluoréforos distintos. Contando los puntos de diferentes colores se elabora un perfil de
expresion génica correspondiente a cada especie de ARNm.

Los puntos pueden detectarse utilizando microscopia. No resulta necesario usar un microscopio confocal; basta con
un microscopio de fluorescencia de campo amplio. A fin de distinguir los puntos que reflejan indudablemente una
secuencia diana a partir de los puntos difusos que pueden reflejar fluorescencia de fondo o uniones no especificas,
los métodos conformes a esta invencion incluyen la deteccion. En una realizacion, la deteccion comprende filtrar las
imagenes mediante un filtro Laplaciano de la funcién Gaussiana (filtro LoG) lineal tridimensional y aplicar un umbral
de deteccion. Si se representa graficamente el nimero de puntos en tres dimensiones, correspondientes a todos los
umbrales que oscilan entre cero y la intensidad de pixel maxima, de la imagen filtrada, se observa una meseta
ancha, indicativa de una region en la que el numero de puntos detectado no es sensible al umbral. Asi, el método
comprende, ademas, representar graficamente el numero de puntos, determinar los limites de una regiéon meseta y
seleccionar el umbral (preferiblemente, dentro de esa region).

En otro de sus aspectos, esta invencion incluye conjuntos de sondas para hibridacién in situ que permiten detectar
moléculas de ARNm individuales presentes en las células. Las sondas hacen que cada molécula devenga tan
intensamente fluorescente que puede ser vista, en forma de pequefio punto fluorescente, mediante microscopia de
fluorescencia.

Se puede usar un programa informatico para identificar y contar todas las moléculas de ARNm presentes en la
célula, a partir de la imagen de microscopio. Las hibridaciones in situ que se llevan a cabo con los conjuntos de
sondas de la invencién que se han descrito hasta aqui permiten el analisis exacto y sencillo de la expresién génica,
asi como la deteccion de patdgenos y de estados patogénicos tales como el cancer.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 624 562 T3

Por consiguiente, en otro aspecto de esta invencion se da a conocer un método para determinar si un compuesto de
prueba afecta a la cantidad o a la distribucién de una primera secuencia diana de moléculas de ARNm presentes en
una célula, y dicho método comprende (a) incubar la célula con el compuesto de prueba durante un tiempo suficiente
para generar una respuesta; (b) permeabilizar la célula; (c) sumergir dicha célula permeabilizada en una solucion de
hibridaciéon que contiene un exceso de un primer conjunto de al menos 30 sondas de hibridacion de acidos nucleicos
no solapadas, que tienen secuencias complementarias de dicha primera secuencia diana, que tienen una longitud de
7-30 nucledtidos, y que se marcan con un solo marcador: el mismo primer marcador fluoréforo, de un primer color;
(d) lavar dicha célula a fin de retirar las sondas no unidas; (e) detectar una cantidad o una distribucion de puntos de
dicho primer fluoréforo; y (f) comparar dicha cantidad o dicha distribucion con la obtenida de un control tratado de
modo similar, pero sin el compuesto de prueba.

Se puede usar un soporte legible por un ordenador, que comprenda instrucciones para: obtener una pila 3-D de
imagenes fluorescentes 2-D; filtrar dicha pila 3-D usando un filtro para 3-D; contar un numero total de puntos 3-D en
dicha pila 3-D filtrada, correspondientes a cada uno de una diversidad de umbrales de intensidad; obtener un umbral
de intensidad 6ptimo, representativo de una regién meseta, en una representacion grafica de dicho numero total de
puntos 3-D frente al umbral de intensidad al que se contd dicho nimero total; y usar el niumero total de puntos 3-D
obtenido con dicho umbral éptimo como representativo de un nimero de particulas fluorescentes detectadas en
dicha pila 3-D.

Puede usarse un kit que, en general, comprenda el conjunto de sondas y los soportes legibles por ordenador, como
se ha descrito anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la deteccion simultanea de una sola secuencia, y de una secuencia repetida, en moléculas de
ARNm individuales. La Figura 1A es una ilustracién esquematica del constructo empleado. Las 48 sondas usadas
para detectar la secuencia codificadora de la GFP (proteina fluorescente verde) fueron marcadas con Alexa-594, y
las cuatro sondas diferentes usadas para detectar la repeticion en tdndem en la UTR (region no traducida) 3’ fueron
marcadas con TMR (tetrametilrodamina). La Figura 1B ilustra las fusiones de intensidad maxima de un par de pilas z
de imagenes fluorescentes de células CHO (células ovaricas de hamster chino), tomadas en el canal del Alexa-594
(izquierda) y en el canal de la TMR (derecha), correspondientes a las sondas de la region codificadora de la GFP y
de la UTR, respectivamente. La Figura 1C ilustra una fusion, en color falso, de las imagenes de la Figura 1B,
circundadas por los recuadros de color rojo (GFP) y verde (UTR), con circulos de color rojo que representan
particulas de ARNm de GFP, identificadas informaticamente, circulos de color verde que representan particulas de
la UTR, y circulos de color amarillo que representan particulas situadas en los mismos lugares (“colocalizadas”).
Todas las barras de escala son de 5 ym de longitud.

La Figura 2 muestra el analisis de intensidades de los puntos colocalizados. Las intensidades de punto
correspondientes a las sondas que tienen como diana la GFP (canal del Alexa 594, eje y) y a las sondas
multiméricas que tienen como diana la UTR (canal de la TMR, eje x) se calcularon restando, de la intensidad
maxima presente en la region de puntos identificada informaticamente, la intensidad media de una regién anular que
rodea al punto. Los histogramas de los margenes muestran las distribuciones de las intensidades de punto
correspondientes a la GFP (derecha) y a la UTR (parte superior).

La Figura 3 muestra la sensibilidad del método en funcién de los diferentes nimeros de sondas empleados. La
Figura 3A ilustra la intensidad de punto (definida como intensidad maxima dentro del punto, menos la intensidad de
fondo media registrada en una regién anular que rodea al punto), como funcién del nimero de sondas elegido. Las
intensidades correspondientes a las sondas 12 y 24 “presentan artefacto” (ruido), en cuanto a que no se podia
identificar sin dificultades los puntos en esos casos, por lo que los puntos identificados se sesgaban hacia una mayor
brillantez. La Figura 3B ilustra el nimero de puntos (es decir, componentes conectados) encontrado al establecer
umbrales para la imagen filtrada; dicho nimero de puntos se representa como funcién del valor umbral (que oscila
entre 0 y la intensidad maxima de la imagen filtrada [normalizada a 1]), correspondiente a diferentes niumeros de
sondas. La barra gris indica el umbral usado para el analisis de la Figura 3A.

La Figura 4 muestra una comparacion con el método de deteccion de ARNm empleado en Femino et al. (Science
1998). La Figura 4A es un esquema que ilustra el método que se describe en este manuscrito, con 48 sondas
marcadas con un solo marcador (izquierda), y el método de Femino et al., en el que cada sonda de 45 pb (pares de
bases) contiene cinco fluoréforos y tiene como diana un elemento de secuencia que se repite 32 veces en la UTR 3’
del ARNm diana que se expresa a partir de un transgén en células ovaricas de hamster chino. La Figura 3B ilustra
una comparacion de las intensidades de punto que se obtienen usando 48 sondas marcadas con un solo marcador o
usando una sonda de 45 pb marcada con cinco fluoréforos. Las barras de error representan una desviacion
estandar.

La Figura 5 muestra la identificacion informatica de los puntos de ARNm. La Figura 5A ilustra los datos de la imagen
sin procesar (fusion de intensidad maxima) obtenidos al tomar imagenes de particulas de ARNm de FKBP5 (proteina
5 de union a FK506) en células A549 inducidas con dexametasona. La Figura 5B ilustra la MAGE (fusién maxima)
obtenida al filtrar los datos sin procesar mediante un filtro Laplaciano de la (funcién) Gaussiana a fin de mejorar los
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puntos. La Figura 5C ilustra el numero de puntos (es decir, componentes conectados) encontrados al procesar
mediante umbrales la imagen filtrada de la Figura 5B, representados como funcién del valor umbral, que oscila entre
0 y la intensidad maxima de la imagen filtrada (normalizada a 1). La Figura 5D es una imagen que muestra los
resultados del uso del umbral representado por la linea gris de la Figura 5C; a cada punto bien diferenciado se le
asigna un color al azar. Todas las barras de escala son de 5 ym de longitud.

La Figura 6 muestra la toma de imagenes simultanea de moléculas Unicas de tres ARNm diferentes en células de
mamifero. Las Figuras 6A-6C ilustran imagenes que muestran particulas de ARNm de FLJ11127, Cox-2 y FKBP5,
en el mismo conjunto de células A549, no tratadas con dexametasona. Las Figuras 6D-6F ilustran imagenes que
muestran particulas de FLJ11127, Cox-2 y FKBP5, en células tratadas durante 8 horas con dexametasona 24 nM.
La Figura 6G ilustra la induccién (multiplicacion por un nimero de veces) de la totalidad de los tres genes, conforme
a lo medido mediante FISH (hibridacion in situ fluorescente) y mediante RT-PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcion inversa) en tiempo real; las barras de error correspondientes a la FISH se obtuvieron
mediante “bootstrapping” (remuestreo de datos), y las correspondientes a la RT-PCR se obtuvieron mediante
repeticion, conforme a lo descrito en la informaciéon suplementaria. Todas las imagenes son fusiones maximas de
una pila z de imagenes fluorescentes que abarcan la extension de las células con contratincion nuclear con DAPI en
morado, y todas las barras de escala tienen 5 ym de longitud.

La Figura 7 muestra el examen de la “bleedthrough” (transferencia no intencionada) de los puntos fluorescentes. La
Figura 7A es una ilustracion de las imagenes de un punto de ARNm de FLJ11127 marcado con TMR, tal y como se
ve a través los canales de filtrado TMR, Alexa 594 y Cy5. Debajo se proporcionan digitalizaciones lineales de la
intensidad fluorescente correspondiente a la linea que atraviesa la imagen; las diferentes digitalizaciones lineales
son las correspondientes a las mediciones tomadas al aumentar z (espaciado de 0,25 pm). La digitalizacion lineal
verde es la correspondiente al corte z que aparece en la imagen en si. Se realizé un analisis similar respecto de un
punto de ARNm de Cox-2 marcado con Alexa 594 (Figura 7B) y respecto de una particula de ARNm de FKBP5
marcada con Cy5 (Figura 7C). En todas las mediciones de la intensidad de las digitalizaciones lineales, se resto la
intensidad de fondo de la camara; dichas mediciones oscilan entre 0 y 200 unidades de fluorescencia arbitrarias.

La Figura 8 ilustra la demostracion de que el captador de oxigeno incrementa la fotoestabilidad del Cy5. La Figura
8A ilustra la media de la fluorescencia de punto maxima de una serie de ARNm de FLJ11127 marcados usando
sondas conjugadas con TMR; se represent6 dicha fluorescencia como funciéon del nimero de exposiciones de 2
segundos usando un filtro especifico para TMR. Se generaron curvas correspondientes a las imagenes tomadas
tanto con (azul) como sin (rojo) el sistema captador de oxigeno. Se realizé un analisis similar respecto de ARNm de
Cox-2 marcados usando sondas conjugadas con Alexa-594, con exposiciones de 2 segundos (Figura 8B) y respecto
de ARNm de FKBP5 marcados usando sondas conjugadas con Cy5, con exposiciones de 2,5 segundos (Figura 8C).
La Figura 8D ilustra el porcentaje de blanqueado por exposicion (en unidades de fraccion de fluorescencia perdida
por exposicion) correspondiente a las sondas conjugadas con TMR, Alexa-594 y Cy5 (Figuras 8A-8C), tanto con
como sin el sistema anti-blanqueado captador de oxigeno. El porcentaje de blanqueado se calculd ajustando la
curva de degradacion de cada particula individual a un exponencial y tomando la media de las constantes de
degradacion ajustadas. Las barras de error corresponden a una desviacion estandar. Se seleccioné un minimo de 6
particulas en cada condicion.

La Figura 9 muestra la obtencion de imagenes de ARNm localizados en C. elegans y en D. melanogaster. La Figura
9A es una ilustracion de moléculas de ARNm (rojo) de elf-2 en un embrion en estadio temprano (estadio de ~100
células) de C. elegans; los nucleos han sido contratefiidos con DAPI (azul). La Figura 9B es una ilustracion de
moléculas de ARNm de elf-2 en una larva L1 (larva de primer estadio) de C. elegans. Dentro del recuadro azul, se
muestra un solo plano focal en el que resulta visible el tracto intestinal. La Figura 9C es una ilustracion esquematica
de la expresion de los genes dpp y engrailed en los discos imaginales alares de larvas de tercer estadio de D.
melanogaster. La Figura 9D es una imagen que muestra las ubicaciones de las moléculas de ARNm de dpp (circulos
de color azul claro) y de la expresion de Engrailed detectadas mediante inmunofluorescencia (azul oscuro),
identificadas informaticamente. La Figura 9E es una imagen que contiene sefiales mejoradas de moléculas de
ARNm de dpp (azul claro) y de la expresion mejorada de la proteina Engrailed detectadas mediante
inmunofluorescencia (azul oscuro). Todas las imagenes, excepto la porcién recuadrada de la Figura 9B, son
fusiones maximas de una pila z de imagenes fluorescentes, y todas las barras de escala tienen 5 ym de longitud.

La Figura 10 muestra las imagenes obtenidas de moléculas unicas de ARNm en levaduras y en neuronas. La Figura
10Ay la Figura 10B ilustran particulas de ARNm de STL17 tanto en células inalteradas (Figura 10A) como en células
sometidas a un choque de sal con NaCl 0,4M durante 10 minutos, con contratincién nuclear mediante DAPI en color
morado (Figura 10B). La Figura 10C ilustra la expresion de ARNm de B-actina (verde) y de Map2 (rojo) en neuronas
de hipocampo de rata en un cultivo de neuronas disociadas. La Figura 10D ilustra una imagen, ampliada y con
contraste, de un segmento de una dendrita, que en la Figura 10C aparece rodeado por el recuadro rojo. Todas las
barras de escala son de 5 ym de longitud.

La Figura 11 es una ilustracién de las secuencias diana y sondas empleadas en la presente invencion.
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Descripcion detallada de la invencién

Esta invencion se refiere, en parte, a la concepciéon de un algoritmo de analisis de imagenes que hace uso de una
estrategia rigurosa, objetiva, de procesamiento mediante umbrales, y demuestra que podemos identificar y contar,
de manera exacta y no ambigua, todas las moléculas de ARNm diana presentes en la célula. La simplicidad y
robustez de este enfoque permite la deteccion fiable de tres especies diferentes de ARNm dentro de las mismas
células. Empleando un conjunto riguroso de criterios, los inventores han demostrado que el método permite obtener
imagenes extremadamente especificas de ARNm unicos, en un amplio espectro de tipos de células y de organismos
modelo.

Los inventores han aprovechado la disponibilidad de los sintetizadores de ADN de 96 pocillos para sintetizar muchas
sondas mas pequefias, marcadas en el extremo, diferentes, que tienen establecida la misma diana. Los resultados
obtenidos muestran que, cuando un conjunto de al menos 30, preferiblemente de al menos 40, mas preferiblemente,
de unos 48 (la mitad de una placa de 96 pocillos que se usa para la sintesis de grandes cantidades de ADN), o de
mas sondas, marcadas con un solo marcador, se unen a la misma molécula de ARNm, la tornan lo suficientemente
fluorescente para que se pueda ver como un punto, limitado por difraccién, en un microscopio de campo amplio. Los
sitios no especificos Unicamente se asocian con una sonda o con unas pocas sondas, y producen sefiales difusas,
mientras que las dianas deseadas (especificas) se unen a la totalidad de las sondas, o a la mayoria de las sondas, y
producen un punto claramente detectable correspondiente a cada molécula de ARNm.

Ademas, los inventores han concebido y desarrollado un algoritmo de analisis de imagenes que hace uso de una
estrategia de procesamiento mediante umbrales rigurosa, objetiva, y que demuestra que es posible identificar y
contar de manera exacta y no ambigua todas las moléculas de ARNm diana presentes en la célula. La simplicidad y
robustez de este enfoque permite la deteccion fiable de tres especies diferentes de ARNm dentro de las mismas
células. Empleando un conjunto riguroso de criterios, los inventores demuestran que el método permite obtener
imagenes extremadamente especificas de ARNm unicos, en un amplio espectro de tipos de células y de organismos
modelo.

Por lo tanto, 48 o mas sondas de oligonucledtidos marcadas con un solo marcador permiten detectar moléculas de
ARNmM individuales. Las moléculas de ARNm se visualizaron como puntos limitados por difracciéon que se pueden
detectar facilmente mediante una configuracion de microscopia de campo amplio estandar. Los puntos eran lo
suficientemente brillantes para poder contarlos de manera exacta mediante el algoritmo de procesado de imagenes
para deteccion de puntos que aqui se describe.

Los inventores obtuvieron recuentos cuantitativos de tres especies de moléculas de ARNm diferentes, dentro de
células individuales. Tal analisis facilita la determinacion exacta de multiples perfiles de expresion génica de incluso
genes que apenas se expresan, en una miriada de organismos modelo.

La base de la especificidad del sistema que aqui se describe es que la mayoria de las sondas, o la totalidad de las
mismas, se unen al ARNm diana deseado, y producen una sefial particulada, mientras que los sitios de unién no
especifica del resto de la célula se unen con una cantidad menor de moléculas de sonda y producen una sefal
difusa que el algoritmo de recuento de puntos ignora. Ello viene a subrayar una ventaja clave del presente método
frente a otros métodos de hibridacion in situ, en los que se usan sondas abundantemente marcadas, tales como los
dendrimeros. Si cada molécula de sonda es detectable, cada instancia de unién no especifica ocasionara un falso
positivo y todo ARNm al que no se una la sonda ocasionara un falso negativo. En cambio, la probabilidad de falsos
negativos y falsos positivos disminuye a medida que se incrementa el nimero de sondas y, en general, cuando se
tiene una eficiencia de hibridacion dada, aumentar el nimero de sondas diferentes estrecha la distribucién de las
sondas unidas por molécula. El analisis de imagenes conforme a la presente invencién mostré que, aumentando el
numero de sondas se obtiene una robusta deteccion de puntos que no depende de umbrales elegidos
arbitrariamente. Ello resulta crucial para contar con exactitud el nimero de ARNm por célula, que es una
caracteristica clave del método de la invencion.

Una cuestion relacionada es el disefio de la sonda configurada; en dicho disefio, un posible factor es la uniformidad
en las afinidades de hibridaciéon. Puesto que la afinidad de los oligonucleétidos esta dominada en gran medida por
su contenido relativo en GC, los inventores han creado un programa informatico con el que disefiar un conjunto de
sondas con un contenido total en GC éptimamente uniforme. Dicho programa informatico esta a la disposicion del
publico.

Desde un punto de vista practico, el método aqui reivindicado proporciona ademas notables ventajas frente al
método FISH para moléculas Unicas de ARNm que se conocia anteriormente, tanto en términos de tiempo como en
términos de coste. Gracias a los avances logrados en la sintesis en general, los investigadores pueden comprar, con
facilidad y a un coste bajo, grandes cantidades de oligonucleotidos con modificadores amino 3. Después, se puede
agrupar, acoplar y purificar en masa dichos oligonucleétidos, lo que reduce notablemente el tiempo y la mano de
obra asociados a los multiples acoplamientos y a las multiples purificaciones necesarias para generar una sonda
marcada con multiples marcadores. La simplicidad y la rentabilidad resultantes del presente método facilitaran los
estudios de nivel genédmico en los que haya que detectar muchos ARNm diferentes. Ademas, la flexibilidad del
procedimiento de hibridacion permite combinar éste con otras técnicas estandar como, por ejemplo, la
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inmunofluorescencia.
En otra realizacion, se pueden incorporar los fluoréforos a las sondas durante la sintesis automatizada de ADN.

Otros métodos para la cuantificacion del nimero de ARNm en células individuales son, entre otros, la RT-PCR de
una sola célula y la RT-PCR digital. Uno de los problemas que presentan dichos métodos lo constituyen las
dificultades practicas asociadas al ensamblaje de grandes cantidades de reacciones individuales que exigen usar
dispositivos microfluidicos o roboéticos. Ademas, dichos métodos adolecen de problemas en cuanto a las variaciones
estocasticas en la amplificacidon exponencial, cuando las entradas diana son Unicamente unas pocas moléculas. Tal
comportamiento estocastico complica el andlisis de la expresion de los genes de una sola célula, y dicha expresion
en si esta sujeta a fuerzas estocasticas. Asimismo, dichos métodos no proporciona informacion alguna sobre la
ubicacién espacial de los ARNm.

Dada la simplicidad y la amplia capacidad de aplicacion de nuestro método de deteccién de moléculas de ARNm
Unicas, dicho método resulta adecuado para una amplia diversidad de estudios. Obteniendo recuentos exactos de
ARNm en células individuales, se pueden realizar determinaciones exactas, tanto de las diferencias en la expresion
en condiciones diferentes, como en la variabilidad entre células en cuanto a la expresidon génica. Dado que este
método proporciona mediciones cuantitativas, espaciales de los ARNm individuales en células individuales, resulta
valioso en muchos estudios de los ambitos de la biologia de sistemas, la biologia celular, la neurobiologia y la
biologia del desarrollo.

De igual modo, este método puede utilizarse en multitud de ensayos, incluido, entre otros, un ensayo de
determinacion. En una realizacion, el ensayo de determinacién determina si un compuesto de prueba afecta a una
cantidad o a una distribuciéon de una secuencia diana de moléculas de acido ribonucleico mensajero (moléculas de
ARNm); dicha secuencia diana incluye al menos 30 regiones, de 7-30 nucleétidos, no solapadas, de union a sondas,
en una célula. En general, el ensayo comprende los siguientes pasos: incubar una célula con un compuesto de
prueba durante un periodo de tiempo suficiente para generar una respuesta; permeabilizar la célula; sumergir dicha
célula en un exceso de al menos 30 sondas de hibridacion de acidos nucleicos (cada una de dichas sondas se
marca con un solo marcador —el mismo marcador fluorescente—, y cada una de dichas sondas contiene una
secuencia de acidos nucleicos que es complementaria de una regién de unién a sondas diferente de dicha
secuencia diana); lavar dicha célula fijada, a fin de retirar las sondas no unidas; detectar una cantidad de
fluorescencia, o una distribucién de la fluorescencia, a partir de dichas sondas (las unidas); comparar dicha cantidad
o dicha distribucién con una cantidad o una distribucién, respectivamente, obtenida a partir de una célula de control
tratada de manera igual a la descrita, salvo por el hecho de que no se incuba con el compuesto de prueba.

Los compuestos que resultan adecuados como compuestos de prueba son, entre otros posibles, los siguientes:
compuestos basados en péptidos (por ejemplo, anticuerpos o nanocuerpos), compuestos que interfieren con el ARN
(por ejemplo, ARNsi, ARNsh, ARNmi, etc.), y pequefias moléculas. Todos estos compuestos se pueden producir de
conformidad con los métodos conocidos en este campo del conocimiento. Por ejemplo, Naito (US 20080113351) y
Khvorova (US 20070031844) proporcionan métodos para seleccionar compuestos que interfieren activamente con el
ARN. Asimismo, pueden prepararse anticuerpos mediante técnicas conocidas como, entre otras posibles, las
siguientes: uso de hibridomas, seleccidon de anticuerpos monoclonales, uso de bibliotecas de exposiciéon a fagos,
humanizacion de anticuerpos y ofras técnicas similares.

Los compuestos “pequefias moléculas” pueden seleccionarse mediante analisis de las bibliotecas adecuadas. En un
aspecto, se sintetizan bibliotecas de pequefias moléculas conforme a métodos bien conocidos y puestos en practica
rutinariamente en este campo del conocimiento. Véase, por ejemplo, Thompson y Ellman, Chem. Rev. 1996, 96,
555-600, Shipps, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 94, paginas 11833-11838, octubre de 1997, y Combinatorial
Library Design and Evaluation — Principles, Software Tools and Applications in Drug Discovery, Ghose y
Viswanadhan (eds), Marcel Dekker 2001. Como alternativa, se pueden obtener bibliotecas de pequefias moléculas
de cualquiera de una serie de fuentes que incluye, por ejemplo, el “NIH Molecular Libraries Small Molecule
Repository” (repositorio de pequefias moléculas de las bibliotecas moleculares del NIH [Instituto Nacional de la
Salud] estadounidense). Otras fuentes alternativas son, entre otras, las siguientes: AnalytiCon Discovery GmbH
(Potsdam, Alemania), que comercializa MEGADbolite®, bibliotecas de pequefias moléculas obtenidas de productos
naturales puros, y NatDiverseTM, bibliotecas de pequefias moléculas obtenidas de productos semisintéticos
andlogos de productos naturales; Quantum Pharmaceuticals Ltd. (Moscu, Federacion Rusa); y Praecis
Pharmaceuticals Incorporated (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).

Puede usarse software que ponga en practica el algoritmo de procesamiento mediante umbrales ya descritos en
esta invencion. Asi, un soporte legible por un ordenador puede comprender instrucciones para: obtener una pila 3-D
de imagenes fluorescentes en 2-D; filtrar dicha pila 3-D usando un filtro para 3-D; contar un nimero total de puntos
3-D en dicha pila 3-D filtrada, correspondientes a cada uno de una diversidad de umbrales de intensidad; obtener un
umbral de intensidad 6ptimo, representativo de una regidon meseta, en una representacion grafica de dicho nimero
total de puntos 3-D frente al umbral de intensidad al que se contdé dicho ndmero total; y usar el nimero total de
puntos 3-D obtenido con dicho umbral 6ptimo como representativo de un ndmero de particulas fluorescentes
detectadas en dicha pila 3-D.
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El procesamiento mediante umbrales puede llevarse a cabo usando un filtro Laplaciano de la (funcién) Gaussiana
(filtro LoG) lineal tridimensional.

Un kit puede comprender un soporte legible por un ordenador que ponga en practica el algoritmo de procesamiento
mediante umbrales, de la manera descrita, y un conjunto de sondas que tengan establecida como diana una
secuencia diana previamente seleccionada. Las sondas descritas en relaciéon con el método reivindicado son
también adecuadas para dicho kit.

A continuacién se describen, en los siguientes ejemplos, realizaciones concretas conformes con los métodos de la
presente invencion. Los ejemplos son meramente ilustrativos y no tienen como finalidad limitar el resto de la
especificacion/invencion en modo alguno.

Ejemplos

Ejemplo 1: Materiales y métodos
Los procedimientos que se describen en esta seccion son aplicables a la totalidad de los ejemplos, a menos que se
indique lo contrario.

Diseio de las sondas

Se disefiaron conjuntos de sondas de manera tal que comprendiesen al menos 48 oligonucledtidos cada una, con
longitudes que oscilasen entre 17 y 22 nucledtidos, y una modificacion amino 3’ (se aplicaron sondas a ARNm de
FKBPS5, FLJ11127 y Map2 usando 63, 53 y 72 oligonucledtidos respectivamente). Ademas, se mantuvo el contenido
en GC de los oligonucledtidos lo mas cercano posible a un 45%. Se agruparon los oligonucleétidos y se acoplaron a
un fluoréforo, todo ello en una sola reaccion; después, los oligonucledtidos no acoplados y los fluoréforos libres
restantes se retiraron mediante purificacion con HPLC.

Hibridacion in situ fluorescente

De cara a la FISH (hibridacion in situ fluorescente), se fijaron todas las muestras en formaldehido al 3,7% y se
permeabilizaron con etanol. La hibridacion se llevé a cabo usando tampones y condiciones similares a los que se
describen en Femino et al., con una diferencia principal: la astringencia de la hibridacion, que se redujo reduciendo
la cantidad de formamida al 10%. Se determind empiricamente la concentracion de sonda que proporcionaba una
sefal 6ptima.

Obtencion de imagenes y analisis de los datos

Todas las imagenes se adquirieron usando un microscopio de fluorescencia de campo amplio estandar. La
deteccion y el recuento de particulas, asistidos por ordenador, se llevaron a cabo con filtros lineares disefiados para
mejorar las sefiales particuladas.

Ejemplo 2: Aplicacion de sondas a secuencias repetidas y Unicas presentes en la misma molécula de ARNm

Utilizando pequefias sondas de oligonucledtidos marcadas con una sola fraccion fluoréforo, los inventores han
demostrado que las moléculas de ARNm individuales disefiadas de manera que contengan 32-96 copias en tandem
de una secuencia que se une a sondas pueden detectarse mediante hibridacion in situ. Ademas, los inventores
demostraron que los puntos individuales que aparecen en la imagen representan moléculas unicas de ARNm; para
ello, emplearon una serie de enfoques diferentes, entre ellos, correlacionar el nimero medio de copias de ARNm
obtenido mediante recuento directo de los puntos limitados por difraccion con una medicién del nimero de
moléculas diana obtenidas mediante RT-PCR en tiempo real. Asi, si se utilizan muchas sondas diferentes, y cada
una de ellas tiene como diana una region distinta de un ARNm natural, seria posible obtener sensibilidad a un nivel
de molécula unica sin tener que hacer uso de genes “disefiados”.

Para la prueba inicial de esta hipdtesis, los inventores construyeron un gen controlado por doxiciclina que producia
un ARNm que codificaba la denominada “proteina fluorescente verde” (GFP, por sus siglas en inglés) y que
presentaba 32 secuencias repetidas en tandem, cada una de ellas, de 80 nucledtidos de longitud, en su UTR 3’;
después, este gen “disefiado” se integré de manera estable en el genoma de una linea celular de células ovaricas de
hamster chino. Al ARNm expresado a partir de este gen se le aplicaron simultdneamente 48 oligonucledtidos
diferentes, cada uno de ellos, complementario de una region Unica (una sola region) de la secuencia codificadora,
asi como un conjunto de cuatro oligonucledétidos, cada uno de ellos con una secuencia complementaria en el motivo
repetido (un total de 128 sondas unidas) (Figura 1A). Cada oligonucleotido del conjunto de sondas que era
especifico de la secuencia codificadora se marcéd con un solo fluoréforo Alexa-594, y cada oligonucleétido del
conjunto, especifico de la secuencia repetida, se marcé con un solo fluoréforo tetrametilrodamina (TMR). El uso de
los conjuntos de filtros adecuados garantizé que la fluorescencia emitida por los fluoréforos TMR no se detectaba en
el canal del Alexa-594, y viceversa, como se describe a continuacion.

Tras efectuar FISH con estas sondas, los inventores descubrieron que muchas “particulas” con un diametro de unos
0,25 micrémetros eran visibles tanto en el canal de la TMR como en el canal del Alexa-594 (Figura 1B). Las
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particulas se identificaron informaticamente usando un programa de procesamiento de imagenes (que se describe
en la siguiente seccién) que categoriza las particulas como marcadas con las sondas que tienen como diana la
secuencia codificadora de la GFP (TMR), o como marcadas con las sondas especificas de UTR (Alexa-594), o como
marcadas con ambos tipos de sondas (Figura 1C). Tras identificar y localizar las particulas en cuatro campos de
visién similares a los que se ilustran en la Figura 1C, se contd un total de 599 particulas correspondientes a las
sondas que tienen como diana la secuencia codificadora de la GFP, y de 565 particulas correspondientes a las
sondas especificas de UTR. De dichas particulas, el 85% de las “particulas de la UTR” estaban localizadas en el
mismo lugar que (“colocalizadas con”) las “particulas de la GFP”; a su vez, el 81% de las particulas de la GFP
estaban colocalizadas con las particulas de la UTR. El elevado grado de colocalizacion entre las particulas
detectadas mediante el método de deteccion de la repeticion en tdndem determinada previamente y las particulas
detectadas mediante aplicacion simultdnea de sondas (48 oligonucledtidos diferentes marcados con un solo
marcador) demuestra la validez del uso de multiples sondas marcadas con un solo marcador, para la deteccion de
transcriptos endogenos. Es probable que la fraccion de particulas que no mostraban colocalizacién se corresponda a
moléculas de ARNm que habian perdido su secuencia codificadora o su UTR 3’ en el transcurso de los procesos
naturales de degradacion del ARNm.

Los inventores analizaron también la intensidad de la fluorescencia de los puntos colocalizados, tanto en el canal de
la TMR como en el canal del Alexa-594, y descubrieron que las intensidades de punto mostraban una distribucion
unimodal (Figura 2); argumentan que las particulas detectadas no son grupos de muchos ARNm, sino moléculas
individuales. Las intensidades de punto mostraron una fuerte correlacién entre ambos canales (Figura 3). Puesto
que no hay comunicacion/contacto entre ambos canales, la fuerte correlacion observada indica que la variabilidad en
cuanto a la intensidad de punto no se debia principalmente a una variabilidad aleatoria en la hibridacién de las
sondas (que no estaria correlacionada entre diferentes conjuntos de sondas), sino a otros factores, tales como la
integridad o accesibilidad del ARNm, que afectan a ambos tipos de sondas por igual.

Ademas, los inventores exploraron cémo la intensidad de sefial variaria en funcién del nimero de sondas; para ello,
efectuaron hibridaciones in situ usando las primeras 12, 24 o 36 sondas, o la totalidad de las 48 sondas del conjunto.
En el caso de este ARNm diana concreto, se descubri6 que se podia detectar las particulas con numeros
(cantidades) menores de sondas, si bien la intensidad disminuia (Figura 3A). No obstante, el algoritmo de deteccion
automatica de puntos (que se describe detalladamente en la siguiente seccion [en el siguiente Ejemplo]) proporciond
un rendimiento particularmente bueno con 48 sondas: detecté el mismo nimero de puntos usando un amplio
intervalo de umbrales (Figura 3B, véase informacion detallada adicional en la siguiente seccién). Sin embargo, es
probable que el nUmero de sondas necesario para obtener una sefal robusta dependa de la secuencia diana, puesto
que los inventores han obtenido sefiales de ARNm claras usando cantidades de sondas menores: por ejemplo, con
tan solo 30 sondas. Cuando se compar6 el método de la presente invencién con el método de Femino et al.
mediante el uso de un oligonucleétido de 45 pb de longitud marcado con 5 fluoréforos y complementario de una
secuencia repetida 32 veces en la UTR 3’ de un gen, lo que producia 160 fluoréforos por ARNm (Figura 4A), se
descubrié que la relacién sefial/fondo era mas o menos igual en ambos métodos (Figura 4B), lo que indica que el
método reivindicado en la presente invenciéon es como minimo igual de sensible, pese a que en él se usan menos
fluoréforos.

Ademas, células CHO que carecian del gen informador no produjeron sefial alguna, mientras que con células CHO
con el gen informador, que se desactivd mediante adicién de doxiciclina, se obtuvieron particulas de ARNm en tan
solo unas pocas células, lo que indica que las sefales observadas eran especificas.

Ejemplo 3: Algoritmo informatico para la deteccion de puntos

A fin de identificar fiablemente ndmeros altos de moléculas de ARNm, los inventores concibieron un algoritmo
informatico semiautomatizado para la deteccion de puntos en una pila tridimensional de imagenes fluorescentes.
Una de las dificultades asociadas a la deteccion de puntos es el “ruido de fondo” (o “fondo”) no uniforme derivado de
la autofluorescencia celular y de los niveles bajos de hibridacién no especifica de las sondas. Para superar estas
dificultades, los inventores filtraron pilas de imagenes usando un filiro Laplaciano de la (funciéon) Gaussiana (filtro
LoG) lineal tridimensional disefiado para mejorar las sefiales tipo punto del tamafio y de la forma geométrica
correctos (Figura 5A y Figura 5B) y que, a la vez, elimina el fondo que varia con lentitud. En un paso posterior en el
algoritmo, los inventores aplicaron un umbral a la imagen filtrada, a fin de definir los puntos. Para poder elegir
racionalmente un umbral, se contd el numero de puntos en tres dimensiones correspondiente a todos los umbrales
de un intervalo comprendido entre cero y la intensidad de pixel maxima presente en la imagen filtrada. Cuando los
inventores representaron graficamente el nimero de particulas como funcion del umbral, se observé una meseta
ancha, lo que indica que hay una region por encima de la cual el numero de particulas detectado es bastante
independiente del (no es sensible al) umbral concreto elegido (Figura 5C). Cuando se elige un umbral dentro de esa
region, los puntos detectados se corresponden muy bien con los que se identifican visualmente, lo que demuestra la
eficacia del algoritmo de deteccion de puntos (Figura 5D).

Ejemplo 4: Determinacion de los perfiles de expresion génica de tres especies de ARNm diferentes

Un posible uso del método reivindicado en la presente invencioén es la deteccion simultanea de moléculas Unicas de
multiples ARNm en células individuales. A fin de demostrar que el método tiene esa capacidad, los inventores
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disefiaron sondas especificas de tres ARNm codificadores de FKBP5, de Cox-2 y de FLJ11127 en la linea celular de
carcinoma humano A549. Dichas sondas se acoplaron a los fluoréforos espectralmente distintos Cy5, Alexa 594 y
TMR, respectivamente. Al efectuar FISH con la totalidad de las tres sondas simultaneamente, fueron visibles puntos
individuales en los tres canales de fluorescencia diferentes (Figuras 6A-6F); un analisis de intensidades revel6 que
los puntos fluorescentes no se transfieren a los otros canales (Figura 7).

Para demostrar que el método reivindicado de deteccion del ARNm era especifico y cuantitativo, se incubaron las
células con el glucocorticoide dexametasona, que atraviesa la membrana celular; con ello, se aumenté la expresion
de FKBP5 y de FLJ1127, y se redujo ligeramente la expresion de Cox-2 en esta linea celular concreta Los
inventores descubrieron que el nimero medio de ARNm de FKBP5 y de FLJ1127, medido combinando FISH con el
algoritmo de deteccion de puntos de la presente invencion, aumento; en cambio, el numero medio de ARNm de Cox-
2, medido de la forma indicada, disminuy6 (comparense las Figuras 6A-6C con las Figuras 6D-6F). Estos numeros
se correspondian bien con las mediciones, efectuadas mediante RT-PCR, de la induccién (multiplicacion por un
numero de veces) y represion (division por un nimero de veces) de la expresion de estos genes llevadas a cabo con
las mismas muestras, lo que demuestra que los puntos fluorescentes son los ARNm correctos y que con los
métodos reivindicados en la presente invencion (Figura 6G) se detectd la mayoria de las moléculas de ARNm.
Ademas, ello supone una demostracion adicional de la eficacia del método de deteccién de puntos en lo referente a
la cuantificacion exacta de la expresion génica.

Una dificultad técnica que surgid a la hora de obtener imagenes de varios ARNm simultaneamente fue la
fotolabilidad del fluoréforo; en particular, la del Cy5. A fin de obtener imagenes de la totalidad de las moléculas de
ARNm presentes dentro de una sola célula, se adquirieron de 10 a 30 imagenes de un “corte z’ por cada campo
visual d, utilizando una exposicion de uno a tres segundos para cada imagen y un objetivo de alta apertura
numérica. Solo la TMR vy, en un grado menor, el Alexa-594, fueron capaces de soportar esta exposicion intensa y
relativamente prolongada a la luz; Cy5, por ejemplo, se mostré extremadamente fotolabil en estas condiciones
(Figura 8). A fin de superar este problema, los inventores emplearon un medio de montaje especial en el que los
fluoréforos son mucho mas fotoestables (un método que se adaptd de Yildiz et al., con modificaciones de escasa
importancia). En dicho medio, una mezcla de catalasa, glucosa oxidasa y glucosa retira enzimaticamente el oxigeno
molecular del medio, con lo que se inhiben las rutas iniciadas por la luz, dependientes de oxigeno, que destruyen a
los fluoroéforos. El uso de esas enzimas conduce a un aumento espectacular, de x10, en la fotoestabilidad del Cy5, y
no perjudica la obtenciéon de imagenes con TMR y Alexa-594, lo que facilita la adquisicion de multiples cortes z
cuando se efectua la obtencién de imagenes con tres colores.

Ejemplo 5: deteccion de ARNm en organismos y tipos celulares modelo

Uno de los usos aceptados de la hibridacion in situ ha sido la deteccién de la localizacion del ARNm durante el
desarrollo. Los inventores probaron la eficacia del método aqui reivindicado en dos sistemas de desarrollo que se
estudian frecuentemente: el nematodo Caenorhabditis elegans y la mosca de la fruta Drosophila melanogaster. En el
nematodo, los inventores construyeron sondas con las que detectar las moléculas de ARNm del gen elt-2, un factor
de transcripcion que solo se expresa en el intestino del nematodo y solo después de que el embriéon del nematodo
se ha desarrollado hasta alcanzar el estadio de 45 células. Tras la hibridacién del conjunto de sondas en embriones
y en larvas, se observé que las moléculas de ARNm de elf-2 solo estaban presentes dentro de la regién del intestino
(Figura 9A), tanto en los embriones como en las larvas (Figura 9B), si bien, de conformidad con lo conocido sobre el
momento de la aparicion de la expresién en los embriones, solo se detectaron ARNm de eft-2 en el intestino de los
embriones con una edad superior al estadio de 45 células, lo que de nuevo subraya la especificidad del método
reivindicado en la presente invencion. Ademas, en esos estadios tempranos, solo se detectaron unos pocos
transcriptos, lo que demuestra que este método es lo suficientemente sensible para detectar incluso cantidades
pequefias de transcriptos en tejidos complejos.

En la mosca de la fruta, que es uno de los ejemplos mejor estudiados de la localizacion de la expresion génica, esta
ultima aparece durante el desarrollo de los discos imaginales alares. Los discos alares de las larvas de la mosca de
la fruta muestran un conjunto muy interesante de patrones de expresion génica; uno de dichos patrones es la
formacion de una banda de expresion del gen dpp en respuesta a los gradientes de las proteinas “Hedgehog” y
“Engrailed”. En particular, Engrailed, que regula a la baja (reduce) la sintesis de ARNm de dpp, esta presente en
cantidades altas en el compartimento posterior del disco alar, y en cantidades bajas en el compartimento anterior del
disco alar. De manera similar, Hedgehog, que regula al alza (aumenta) la sintesis de ARNm de dpp, esta presente
en cantidades altas en el compartimento posterior del disco alar, y en cantidades bajas en el compartimento anterior
del disco alar. Sin embargo, hay una region, situada entre la regidon posterior y la region anterior, en la que los
niveles de Hedgehog son lo suficientemente altos para activar a dpp, pero no lo suficientemente altos para activar a
engrailed, lo que ocasiona la sintesis de ARNm de dpp en forma de una banda estrecha (Figura 9C).

Para comprobar si se pueden obtener imagenes de esta estrecha banda de sintesis de ARNm de dpp, los inventores
construyeron un conjunto de sondas marcadas con un solo marcador que tenian como diana ARNm de dpp, y
llevaron a cabo hibridacion in situ en discos imaginales alares aislados de larvas de tercer estadio. Ademas,
combinaron este procedimiento in situ con inmunofluorescencia dirigida contra la proteina Engrailed (se muestra en
color azul). La Figura 9D muestra una imagen completa, en la que las localizaciones de las moléculas de ARNm
identificadas algoritmicamente se presentan en forma de circulos azules; y la Figura 9E muestra una porcion
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agrandada de la imagen, con las sefales del ARNm aumentadas. Las imagenes muestran que solo se encontraron
moléculas de ARNm a nivel del borde anterior del area de expresion de Engrailed, lo que viene a confirmar, una vez
mas, la especificidad de la deteccion.

Ademas, los inventores probaron el método aqui reivindicado en Saccharomyces cerevisae; para ello, disefiaron un
conjunto de sondas que tenian como diana transcriptos diana del gen STL1. STL1 es un gen, de entre una serie de
genes de levaduras, cuya expresion aumenta notablemente cuando se afiade sal al medio de crecimiento. Se
descubrié que las células no sometidas a choque de sal no contienen practicamente ninguna molécula de ARNm de
STL1 (Figura 10A), mientras que las células no sometidas a un choque de sal 0,4M de diez minutos de duracion
presentaban numeros altos de moléculas de ARNm de STL17 (Figura 10B).

Otro tipo de células en las que se estudia comunmente la localizacién del ARNm son las neuronas. Para demostrar
la eficacia del método aqui reivindicado en ese sistema, los inventores obtuvieron imagenes de ARNm de B-actina y
de ARNm de Map2 (proteina 2 asociada a los microtubulos) en neuronas hipocampicas en cultivo. La Figura 10C
muestra que un conjunto de sondas que tienen como diana la B-actina (marcadas con TMR) y un conjunto de
sondas que tienen como diana la Map2, coloreadas con un color diferente (marcadas con Alexa-594), pueden
usarse para obtener imagenes de sus dianas, y para distinguir dichas dianas, con una resolucion tan grande que se
distingue una molécula individual. Una fraccion de estos ARNm migra hasta partes distantes de las dendritas
(Figura 10D). Los recuentos de particulas indicaron que el 14% de las 791 moléculas de ARNm de B-actina estaban
localizadas en las dendritas, y que el 37% de las 140 moléculas de ARNm de Map2 estaban localizadas en las
dendritas; dichas cifras son similares a las distribuciones que se habian notificado con anterioridad.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar una primera secuencia diana de moléculas de ARNm individuales en una célula
permeabilizada fijada, y dicho método comprende:

sumergir la célula permeabilizada fijada en una solucion de hibridacién que contiene un exceso de un
primer conjunto de al menos 30 sondas de hibridacion de acidos nucleicos no solapadas, que tienen
secuencias complementarias de dicha primera secuencia diana, que tienen de 7 a 30 nucleétidos de
longitud y que se marcan con un solo marcador: el mismo primer marcador fluoréforo de un primer color;

lavar la célula fijada para retirar las sondas no unidas; y
detectar los puntos de dicho primer fluoréforo en la célula fijada lavada.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que las sondas del conjunto tienen secuencias complementarias de
diana que tienen 15-30 nucledtidos de longitud.

3. El método de las reivindicaciones 1 o 2, en el que todas las sondas del conjunto se marcan, en su
extremo 3’, con un fluoréforo.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el paso de detecciéon de puntos
incluye obtener imagenes con un microscopio de fluorescencia.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el paso de detecciéon de puntos
incluye obtener imagenes de la célula fijada lavada, de manera que se observen los puntos del primer marcador
fluoréforo, procesar la imagen a fin de mejorar los puntos, y analizar los puntos mejorados mediante el uso de un
umbral de intensidad al que el nimero de puntos detectado no es sensible al valor umbral.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que la imagen se procesa filirando la imagen mediante un filtro
Laplaciano de la (funcién) Gaussiana (filtro LoG) lineal tridimensional.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que la solucion de hibridacion contiene un exceso de un segundo
conjunto de al menos 30 sondas de hibridacion de acidos nucleicos no solapadas, que tienen secuencias
complementarias de una segunda secuencia diana, que tienen de 7 a 30 nucledtidos de longitud y que se marcan
con un mismo segundo marcador detectable, de un segundo color, que es distinguible del primer marcador
fluordéforo.

8. Un método para determinar si un compuesto de prueba afecta a la cantidad o a la distribucién de una
primera secuencia diana de las moléculas de ARNm presentes en una célula, y dicho método comprende:

(a) incubar la célula con el compuesto de prueba durante un tiempo suficiente para generar una
respuesta;

(b) permeabilizar la célula;

(c) sumergir dicha célula permeabilizada en una solucién de hibridacién que contiene un exceso de un
primer conjunto de al menos 30 sondas de hibridacion de acidos nucleicos no solapadas, que tienen
secuencias complementarias de dicha primera secuencia diana, que tienen una longitud de 7-30
nucleétidos, y que se marcan con un solo marcador: el mismo primer marcador fluoréforo, de un primer
color;

(d) lavar dicha célula a fin de retirar las sondas no unidas;
(e) detectar una cantidad o una distribuciéon de puntos de dicho primer fluoréforo; y

(f) comparar dicha cantidad o dicha distribucién con la obtenida de un control tratado de modo similar,
pero sin el compuesto de prueba.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que las sondas del conjunto tienen secuencias complementarias de
diana que tienen 15-30 nucledtidos de longitud.

10. El método de las reivindicaciones 8 o 9, en el que todas las sondas del conjunto se marcan, en su
extremo 3’, con un fluoréforo.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones comprendidas entre la 8 y la 10, en el que el paso de
deteccion incluye el procesamiento a fin de mejorar la distribucion y analizar la distribucion mejorada, mediante el
uso de un umbral de intensidad al que el analisis no es sensible al valor umbral.

12.  El método de la reivindicacién 8, en el que la solucion de hibridacion contiene un exceso de un segundo
conjunto de al menos 30 sondas de hibridacion de acidos nucleicos no solapadas, que tienen secuencias
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complementarias de una segunda secuencia diana, que tienen de 7 a 30 nucledtidos de longitud y que se marcan
con un mismo segundo marcador detectable, de un segundo color, que es distinguible del primer marcador
detectable.

13. El método de la reivindicacion 8, en el que el paso de deteccidon incluye contar los puntos
correspondientes a moléculas Unicas de ARN mensajero (ARNm), a fin de obtener un perfil de expresion génica.
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A. Sondas para la secuencia multimérica repetida de la UTR 3’ (4 oligonucleétidos):

TeGACGCGGEAGACCACGCTC-GGC TIGTCTITCGOGCGCAR-TEOGACGCACGOGGEATAGTT-AGCTE
AGCTECGCCTCTGGTGCGAG COGARCAGARAGOGCGOGTT ACGUIGCGTGCGUCTATCAL TCGAC

SGECGACGAGGCACC
GCCECTGECTOCETGSE

FIG. 11

25



ES 2624 562 T3

B. Sondas para la B-actina (48 oligonucleotidos):

ATGGATGRLGATATC GO TG TG TCETOGACARCEEC TCCEECATETECARGECCGECTICEE
CAGCTGTTGOCGAGGCCETA GITCCGGCCGAAGTG

GGEGOEACGAT G T OO CCGEGOCGTCT TC OO TOC AT G TEGGOC GO TAGGACCAGGETG TGATGGTEGETAT
CCCGC TACGAGGEECCCEECAGRARAG AGETAGCACCCOGEDEEGEATC GETCCCACACTACCACCCAT

GEGTCAGARGEACTCC T ACG T oG CGACGAGG O CCAGAGCARGRAGAGLGCAT CCTGACCCTGARAGTACCCCATTGR
CAGTCTTCCTGREGATGCRC CTGCTCCGGGETCTCGTICIC GTAGGACTGGGACTTCATGGE AACT

ACACGGCAT TGICACCAN TGOGRCGATATGGAGARGAT T TGECACCACAC TTTCTACAATGRAGC TGEGTGTGEC
TGTECCGTRAACAGTGS ACCCTGCTATACCTCTICTA COTGETGTGARBGRTETTAC ACGCRCACCE

e TGAGGAGCACCC TG TGO TG T CACCGAG GO T TGAA L CCTAAGGC CAACCGT GARAAGA TGACCCAGAT
GGERCTCOCTC GERCRARCCRCGAGTGECTCCOG AGACTTGGEEATTCCGETICG TTITCTACTGEGTCTA

CATGTTTGRAGACCTTCARCACCCCAGCCATGTACGTAGCCATCCAGGCTGTGTITIGTCCCTGTATGCCTCTGLTCG
GTAC CTCTGGRAGTTGTGEGETOR CATGCATOGETAGETCOGAT ACRCEERCATACCEAGACCE

TACCACTGECAT TG T GAT GGAC T CGGAGACGGGETCACCCACAC TGTGUCCATCTATGAGGG T TACGOGCTOCT
TEETEROCETARCACTACCT GCCTCTECCCCRGTEEETET BCGECETAGATARCTCCCARTG GAGGEE

ToATGCCATCCT GG TCTGEACC T GECTGECCGEEACC TGACAGACTACC TCATGARGATCCTGRACCGAGCGTGE
AOTACCCTROCACCC CCTOCROCEGARCOCOCCOTCO CTCTCATCCARCTAOTTCTAC TECGCTCGCACC

CTRACAGCTTCRCCACCACAGC TGAGAGEGARATCGTGCGTGACAT TARAGAGRAGCTGTGCTATGTTGOCCTAGA
GATGTOGRA GTEETGTCGACTCTCOCTTT ACGCACTETARTTITCTETTIC ACGATACARCGEEATCT

CTTCERGCARGAER TGECCACTECCGCATCCTC T TCCTCCCTGGAGARGAGC TAT GAGC TGOC TGACGGTCRAGET
GhA COETTCTCTACCEETGACGED GGERGARGEAGGEERECTCTIC ATRCTCGACGEACTECCAGT

CATCACTATCGGCRATGAGCGGTTCCGATGCCCCGAGECICTCITCCAGCCTTCCITCCTGEGTATGGAATCCTG
GTAGTGATAGOCGTTACTLG AGGCTACGEGGCTCOGAGRS GToGERAGEARGERCCCATR TREERC

TEGCATCCATGA AR T A AT TR AT TCCATCATGAL G TETGACGTIGACATCOGTARAGACCTCTATGCCARCRT
ACCGTAGGTACTTT GTAAGTTAAGGTAGTACTTE CTGCAACTGTAGGECATTITCT GATRCGETTGIG

BTG TG T T GG GG A A AT ETACC A AT TECTGRCACEA TECACGA AGGASATTACTECCCTGECTCC
TCACGACA CACCGTGGTGGTACATEGET TAAMCGRCTGTCCTACGICTT CTAATGACGGGACCGRAGE

IBEEHﬁCAIGBAGhJCBAEETChTIGETCEICCIGRGCGCAAGIhEIEIGIGIGG&ITGGTGGCTCTATCETGGC
AT GETACTTCTAGTTCTAGTAR GGAGGACTCGOGTTCATGAG CACCTARCCACCGAGATAGH G

CTCACTEIC A T CAGCAGAT G TEEATCAGCAAGEAGEAGTACGATEACTCCGECCCCTCCATCGTGCACCE
GAGTGACAGGTGLARGGETC TACACCTAGTCGITOGTOCT GETACTCAGGCOGGEEGRGGET ACGTGEC

CRAATGUTTOTAL
GTITTACGRAGATC
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C. Sondas para COX-2 (48 oligonucleétidos):

ATGCTOGCCCGCECCCTGCTGCTGTGCGLGETCCTGEOGC TCAGCCATACAGCARRTCCTTGETS
CERECEHECECEEERTGRIG TGICGTTTAGGARRCGAT

TTC A CATGT CAAR A A G TG TATGTATCAGTGTGEEATT TEACCACTATARGTGCGAT TG TACCCEGAT
AnG TIGGECTCCACATACATACTD AACTGGTICATATTCACGCTA

AGCAT T TAT A GAR A TCC T A A CGCART T TTTCACAAGAATAR AATTATI TCTGAARACCCACTCCARR
ACCTCTTTTIGACGAGTTGTG AAGACTTTGGGTGAGGTTT

A AT AL TACA T AT TACCCAC T T AR GG GAT T TTGGAACGT TG TGAATAACATTCCCTTCCTTOGARATGE
G TGARTGGETGARAGTTOCCTA ACGGCEARGEARRCTTTACS

AATTATGAGTTATGTGT TGACAT CCAGATCACAT TTGAT TGACAGTCCACCARC TTACRATGC TGRCTATGGCTA
IT ACACARACTGTRGETCTAGTG ACTETCAGGTGETTERATET BCCEAT

CARANGCTGEEARGCCTICTCTARCCTCTCCTAT TATACTAGRGCCCTICCTCCTGIGCCTEGATGATTECCCGAT
GITTTCGAOCCTTIC AATATGATCTOREERAGEAS

IO T TEGETETCARRGGETARRD A T TCCTCAT TCARATEAGAT TG TCGARARATTEOTTCTARGRAGAAD,
TOCATTITTOGTCGRAGGAC ACTCTAACACCTITITAACG TICTICTIT

G TCAT OO TGA T AGEGC T ARARCATGATGT T TGO AT TCTT TGO CAGCAC TTCACGCATCAGTTTTTCAR
CARGTAGGGACT ACGTARGRARCGGEGTCOGTGA ARGTT

GACAGATCATAAGEGAGGGCCAGCT TTC AL CARACGEECTGEGCCATGGEG TGGAC TTARATCATAT TTACGETGA
CIGTCTAGTATTCGC AGTGETTECCCGRCCCGETA TARARTGDCRCT

ARCTCTGGCTAGACAGCGTARMC TGCGCCTTT TCAAGGATGGARARRTGARATATCAGATARTTGATGEAGAGAT
TIGAGRADCG TTGACGOGERAARAGTTCCTA ACTACCTUTCTA

GTATCCTCCCACAGTCARMGA TACTCAGEC ARG TGATCTACCCTCCTCAAGTCCC TGAGCATCTACGGTTTGE
CATAGGAG TCTATGAGTCCGTCTCTALT

T ETGEEECAGGAGG T CT T T GG T TG T e T G T TGAT A TG TATGCCAC AR TC TEEC TGO CGGARCACRARACAG
ACCAGRCCACGEACCAGACT AGRCCGACGCCCTIGTGTTG

AGTAT GO GATG TG T TARACAGGAGCATCCTGAR TGEGE TGATGAGCAGT TGT TCCAGACARGCAGGC TARTACT
ACGCTACACGRATTTGTCCT ACCCCACTACTCETCRARCHSR TATGER

GATAGGAGAGACTAT TARGAT TGTGAT TGARGAT TATGTGCAACAC TTGAGTGGC TATCACT TCARAC TGARATT
CTATCCICTICTGATA ATACACGTIGTGAACTCACT TGRCTTTAA

TGACCCAGRACTACT T T TCAAC AR ACAN TTCC A TACCAAR L TCETAT IGC TGO TGAATTTARCACCCTCTATCA
ACTGGGICTTG AGTITGITIGITARGGTCATG ACGRCGACTTAAATTGTGGE

TG AT T I TGO TGACACC T T TCARATTCATGACCAGAAA TACARC TATCARCAGT TTATCTACARCAR
LAGTACTGETICTITATGITS

O TATAT TG TG GARC AT AR T TAC CCAGT TG T TGARTCATTCACCAGGCARA T TGCTCECAGGETTGCTGE
ACGACCTTETACCTTRAATGE ACARCTTAGTAAGTEETOOR
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TGETAGGRATGT TCCACCCECAGTACAGAR A CTATCACAGGCTTCCATTERCCAGAGCAGECAGATGAARTACCA
TCATAGTGTCCGARGETARL

GICTIITTAATGAGTACCECARRCGC T TTATGCTGRAGCCCTATCGARTCATTTGARGAACTTACAGGAGARARGEA
ARTTACTCATGGUGT T TGOS AGTARACTICTTIGAATGTCC ICCT

AATGTCTGOAGAGT TGARGCACTCTATGGTGACATCGATGC IGTGEAGC TGTATCCTGLCC T TE TG TAGRRARE,
TTACAGROGTCTCARC ACCRCTGTAGC TACGRCACC AGGROGEEAAGACCATCTTT

GoCT GG GAT G CATC T T IGG TG ARA AT GG TAGRAGT TGCAGCACCATICTCCITEGAMGEACTTATEGE
ACCACTTTGGTACCATCTTIC AGRGGARCTTITCCTGRATAC

TAATGTTATATGT TC T OO TGO o TAC TGEARGCCARGCACTTTTGGTGGAGARGTGEETITTCARATCATCRRACAL
TATACAAGRGGACGGATGRC AARCCACCTCTTICACCCAARA

TECCTCART TCAGTCTC TCATC TG AR T ARG T GARGEGUTGTCCCTTTACT ICAT TCAGTGT TCCAGAT CCAGR
BRGTCAGRGRGTAGACGTTA ATGARGTARGTCACAAGGETC

GCTCAT TAARACAGTCACCATCARTGCARGTTC T TOCCGL T CCGERAC TAGRTGATATCRATCCCACAGTACTACT
IGTCAGTGGTAGTTACGTITC

AAAAGARCGTTCGACTGAMITGTAG
ITCTTGCRAGCTGACTTGRC

FIG. 11 (cont.)
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D. Sondas para d2EGFP (48 oligonucleétidos):

GoGEATGETEAGCAAGEGCCAGEAGCTGITCACCEEEETGETGCCCATCCTEGETCGAGCTGEACE
CTACCACTOGTTOCOGE TCGRCAARGTZECCOCAC GEGTAGGACCAGCTOGA Ge

B GACETAAR GG CACARGTTCAGCG TG T CGGCCAGEEOGAGEECEATCCCACCTACGECARGC TERCCCTER
CECTGLATTTGOOGE TCARGTOGCACRGEECG CCGETCCCGCTACGETG GCOGITCGACTGHEACT

AGTICATCTGCACCACCE G ARGUTGCCCGTGLOCTEECCACCCTORTGACCACCCTGACCTACGEOGTGRAGT
AGTAGACGTGGTGEUCG GACGGLCACGGEACCGE GERAGCACTGLTGGEEACT TGEUCGCACGTCA

GCTICAGLCGCTACCCCEAC CACA TGANGCAGCACGRCTTC T TCAAGTCCGCCATGOCCGAAGCCTACGTCCAGG
CEnac GCGATGEEGCTEETETA CCETCSTGCTGARGRARGT GGECEGETACGEECTTICCE CRGGETCC

AGCGCACCATCTTCTTCAAGGRCGACGECARC TACARGACOCGCGOCGAGLTGAAGT TOGAGGLUGACACCC TG
TCGCGTGGTA GRAGTTCCTGCTGCCGET TGTTCTGEECGCGGECTC TICAMGCTCCCGCTGTG cc

TEAACCGCATCEAGCTEAAGEECATOGACT I CARGERGEACGECARCAT CCTEEEECACARAGCTEEAGTACARCT
ACTTGGOGTAGCTCG TCCCGTAGUTGARGTTO CTGLOGTIGTAGGRACCC GTTCGACCTCATGITGA

ACRACAGECCAC ARG TCTATATCATGECCGACARGCRGR AGRECEECATCARGATEARCTTCARGATCCGC AL
TGICGETGTIGCAGATA TADCGGEUTGTTCGTCTT GUOGTAGTTCCACTTGA TCTAGGUGETET

ACATCGAGGACGGCAGCGTGURGC TOGCCCADCAC TACCAGCAGAACACCCOCATCEGLGACGGLCCCGTGITGE
TGTAG CTEOCGTCGCACGTCGA GCTGETEATGETCOGTCT GEEGGTAGCCECTEECE CACGACGE

TG GACARCCRC TACC TGAGCRACOCAG TCOGCCC TGAGCAAAGACCCCARC GAGAAGCGOGATCACATGETCC
ACGGGCTGIT GATGGACTCGTGGEGTICA GGGRCTCGTITCTGGEEE CICITCGLGOTAGTGTA GE

TGECTGEEAGTTCETGACCECCGCCEEEATCACTCTOGECATGEACGAGCTOTACARCGAAGCTTAGCCATEGECTICC
ACGACCTCAAGCACT  GGOGGCCCTAGTIGAGAG — TRACCTGCOTOGACATGTT  CGRATCGGTACUGAAGG

COCCGGAGHTBEAGGAGCAGGATGATGECACGC TGOCCATGTC T TG TGCCCAGGAGRGLGEEATGEALCGTCACC
GCCTOCACCTCCTOGTC CTACOGTGCGACGEETA AACACGGGTCCTCTOGE ACCTGGCAGTGS

CTGCAGCC TG TG T T TG TAGGATCAAT TG TAGGAAT TG TGACATGATARGATACAT TGATGAGTTTGGALCA
GACGET MCRCGRAGACGATCCTER TTACACATCCTTRAGCA TACTATTCTATGTRACT CAAMRCCTGT

AR A AR TAGAA TG A G TGAR AR AR TCCTITATI TG TGARAT TTGTCGATGCTATTIGCTITTATTTIG
ITGETGTIT CITACSTCACTTITITY AAATAARCACTITARAC ACGATAACGAARTARALD

FIG. 11 (cCont.)
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E. Sondas para dpp (48 oligonucleétidos):

ATGCGCGCA TG T T CTAC T CCTCGCAGTGU TG GACTT T TCAAACGATTGTTOGAGT TGO T AL
CGCGCGTACCGARGATGAGS CARCEGACCEGCTGRRRRGTTTG AGCTCAACGATC

CACCGAGGATATATCCCAGAGAT TCATCGCCGLCATAGCGCCCGT TECCGC TCATATTCCGUTGECATCAGUATC
GIGGCICC GTRGCGGECEETATCGOGEEC GECEACCGTAGTCGTIAG

AGGATCAGGATCAGERCGATCTGGATCTAGAT CGGTAGGAGCCTCGACCAGCACAGC AT TAGCARALGCAT TTAR
TCC GUCATCCTOCSCAGETEGETOR

AT T AL AL UL UG T T U AL T AL A TR L AR A AU AT LA T ASR AT A AU A PR AT AR,
GTOGCTOGGEOGEGAGCRALGT TCACTATITTICGETAGLCTC

ARGTEACGCGAACCEACAGT TCARCGARGTGCATAAGCCRAGARCAGRCCARTTAGRARATTCCARARATAAGTC
GUGCTTGGOTGTCAMGTTGE

TARACAATTRAGT TARTAARCCCARCCACARCARRATGECTETCARGERECAGACEAGCCACTACARGERBERECCH
GITOCTCGTOTOCTOGETGE CTCGGT

CCACCA T e GO A AR GGG G TECATCCACAGAATC TCATCAATCCTCGTCGAT TGRATCART
GGTGETAGLGTOGEE CETCCGGTCACGTRAGETETC

CTTOGTGGAGGAGCCGACGETGE T TCEACCGCGAGETGEOCTCCATCARACGTGCCCECCAACGOCARGEECAT
GrACCTOCTCGECTGOGRLC GEACGEGOGETTELGETICC

CAICGCOGAGCAGGECCCGICCACCTACAGCARGEAGGCECTCATCARGEACARGCTEGARGCCAGACCCCTCCAC
GECTCGTCCCGEECAGETEE TCGACTTCGGETCTGEEGEAGE

TCTAG T OGAGATCGAGARGAGCC TECTC T CGC TETTCARCATGAAGCGECCGCCCARGATEGACCGCTCCARGAT
CTCTTCTCGGROGRGAIGOGR GECGEETICTAGCTGGELEAG

CATCATCCCOGRGOCGATGRAGARGCTC T ACGCCGRAGATCATGEGCCACERGCTCEACTCGETCARCATCOCCAR
AGTAGGGGCTCGGCTACTTC CEECTCTAGTACCCGETGCT GTAGGGGETT

GoCGGETC TGO T GAC AR TG O AR A A TGO GARC TTT TACACAC AN ACATAG TAARA TOGRCGATCGATT
CGEGCCCARGRCG TTCAGCCGETTGTGTCACGT

TG AL A CACCGG T TTOGEC TGCACT T GACG TGRAGRGCAT TOCCG O GRACGAGRAGC TGARGGCGHEIGEA
GETGEETEGCCARRGOCGREG GUTCI TOGAG T TOGGC0GG0

GLTGLAGC TGAC O GGEGAC G AC T AG T AR A TG TR CAGCRAGA T CG TCGECEAATCGEACGCGCTACCA
GICGACTGLGECCCTEGOGTEA CCACCGETCETCTAGCAGCC GOCTECGCGEATGET

GETGC T TG T TR GA AT AL GGG TG EEE TR G T e TCAG G GEAGL CGAGCTATC TGO TG TTGGACADCRA
CCACGA GTGCGCGCAGCCCCACGTRC CCTGTIGGETT

GACGGTCCEGCTTAACAGCACGGACACEG TEAGCCTCGATET CCAGCCGECCGTGEACCGETGECTOECGAGTOC
CIGCCAGEOCE CETGCCTGTGOCACTCGGAD CEGCACCTEECCACCGACCE

GCAGCECAACTACGGACTECTGETGGAGE T GEACGETCCGC TCCC TRRAGCOGECCCCACACCACCATGTALG
TCGCGTTGATGCCTGROGAC CCACGCCTGCCAGGCGAGGE GIGTGETGETACATGC
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CCTGOGCCGCAGCECGEACEACGCGERCGAGCHGTGECAGCACARGCAGCCGCTCCTGT TCACCTACACGGACGA
GGEAC GIOGCGCCTEOTCCGOGTGE CCGTOGTET TCGTCEGOGRG GEATGTGCCTGOT

CEEGCEECACAR GGG T CAT TEGEGACGTCTC IGECEGAGAGGEECETEEEAAGECCEEECEEARACAAGEG
GOOCGCT GACCGOCTCTOCCGLCACCG iz

GCAGCCGAGACGECCTALGAGGCGCARNGARCCACGACGACACCTGOCGGLGECAC TGO IGTACGTGGACTTCTC
CETOGGCTCTROCGEATET GTGEACGGELCGCCGTGAGCG GhG

e G T GGG T GGG A G TGeGAT TE T GGG T T GGG TACGATGCATATTAC TGO CACGGGARGTGUCCCTT
CCTGCACCCGACCCITGC ACRCCGCGEAGACCCGATEE CACGEGEAR

G T GG A AT TTAAC T OGACCAATCACGOGT GG T GUAGAC CC TG TCARCAATATGARTCCCGGTARM
GEEEGACCGEC AGTECEGCACCACGTCTIGES GEGCCETT

GETECCEAAGECETECTECETECCCACGCARCTGGACAGCGT GECCATGCICIATCTCARCGACCAARGTACGET
CCRCGECTTCOE CECACGGGTEOGTTGACCTS GOTGGETTITCATGOCA

GETGECTGAAGARC TAC A GEACATGACCGTGATGEGCTGIGECIGTCGATAG
CCACG ACTGECACCACCCGACACCG

FIG. 11 (Cont.)
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F. Sondas para elt-2 (48 oligonucleoétidos):

ATGGATARTAACTACAA TG A TART G T CAACGGCTGEGCCGARR T GERACCATCTCARCCARTGGE
GTTGCCGRCCOGECTTITACT TAGAGTTGGTTACCC

AGGTCTGOGCCTACCARC TCAGRAACAT GGATCCACCAGRGCAAPATARTGAGTCACART TGRGTGAACT ACCGAG
TCOCAG GERTGETIGAGTCTTGTACC TGETCTCGITITATTACTCA TARCTCACTIGATGGECTC

AATGRARATTGATAATGAT TACGCATCTCCART TGARCGGCAMGTGTTATCACARGT GGCACAAMTAACTATGA
IT TTAACTTGOCGITTCACAAT TICACCGTGITIATTGATAC

GOCGARAGTGEARACTGTTACATCATTTT TCCATACTGGCATAGACTACTCAARCTTTGGAATGT TGGACCAARC
CITICACCTITTGACAATGIA ARRAGETATGARACCGTATCTGA TTTGAaACCTTACARCCETGS

TACCATGCARCCGTTTTATCCTCTITACA GTGGART TCCCGTAMCACTCT TGGAACT T TTTCGEGATATACAMNR
ATGGTACGTTGGCAARATAG ARTCT CACCTTAAGGGCATT AGARRCCTTGRAARAGCCCTA IIT

CTCCATATACGACAARCCCTCTCTGTACG ACCCCAGTATTCCTACCATTARCATCOCTTCTACTTATCCARCTGT
GAGGTATATGCTGITIC BERCATGC TCGGGEETCATARS GIAATIGTAGGGARGATGAR TTGRCE

GGCTCCAACT TACGARTGCOGTCAARTGCT CACARAGT TG TGGGECCGEGATGAAGGCAGTARNCGEAGGRATGAT
COGAGETTGARTGE GUAGTTTACGRGTGITTCAR COGGCCCTACTTOCGTCATT TCCITACTR

GTGCGTCAACTGTTCAACACCARARACCACGTATTCTCCTCCAGTCGCGTATAGCRACTTCT TTGGGACARMCCCCC
CACGCAGTIGA IIGTGEITITIGET GCATAN AGGTCAGCGCATATCETIGAA COCIGITEEEEE

G T TCTGGARATACCT TCAGRGCAGCCAR CTGCTARRAT TGCCARGCARTCCTCTRAARAASTCAAGTAGCTCARA
CTARGACC TGGARGTCTCGTOGETTGAC TTARCGGTTCGTTAGGAGAT CASTTCATCGAGTTT

TAGCEEETCARACGEATC TGCETCCCGTCEECAGGEAC T IGTGTGCTCCARTTGCAATGETACCARCACARCTCT
ATCCC TITGCCTACACGCAGGGECAG CCOTGARCACACCRGGETTAR ACCATGETTIGIGTIGAGA

CTGEAGAAGARATGC T GARGGAGA TCCEGTCTGCARTGC T IGCGEECTITACT ICARACTCCATCACATCCCTCG
GA TTCTITACGACTTOCCTCTAG GACGTTACGARCGCCOGARR GITTGAGGTAGTGTAGGGAG

G EA T AR TCAAGARAG ARG T T TTACAGACARGAARGAGARARTC AR A ACCGEAGRC TCTTCCACACT
CTGGAGTTACTTCTITICITC TITITCGCCTCTGAGAAGGT

ATCARCGTCAL GG GAGARAGGAAG T TTGAGAGAGCCICT TC T TOGACCGAR ARG TCRARGGTCATCTAR
TAGTTGCAGTGOCOGEECTC CTTCAAACTCTCTCGGRGAR CTGECTTTTCCGAGTTTCCA ATT

CCGECETGCGEEAAGTGCARAAGC AGAC CGAGARCTGAGCACTGCTGUCGTCGCAGC TGCGACTGUCACATATGT
GEOCGCACGCCCTTCAC TCETCTGECTCTTGACTCGT TATACH

GTCAC AT G CGAC TTETATCC G T T IO T A TGO G T RO T TGO CAGATCARACGTACASTARTTACTATCR
CRAGTGTACGGECTGA AGGGCAARGGRGT CGARCGET GRACGGTCTAGTTTGCATGT

ATGGARCAC TGO TACAGCTEGGT TGATGATGET TCCARACGAT CRAAARC TACGTGTAT GCAGUARCRARCTA
ATGTCGACCCARCTACTACC TCGTTGTITGAT

O AGAL TGGECC T AAGAL C TGO CGAT AR AT CARG T TCATGIGATGCCAGT TCAGGATGATGARACCRAARAGLTGE
GGTCTGAC TICTGGACGEGCTATTGTAGG AGTRCACTACGGTCAAGTCC ACTTIGGTTTICGACG
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GECTCGCGATTTGGARGOGGTOGACGGAGATTOTTAR
CCGAG APRCCTTOGCCAGCTGCCTC

FIG. 11 (Cont.)
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G. Sondas para FKBPS5 (63 oligonucleétidos):

ATGRCTACTGATGRAGETOCCARGARCARTGARGARAGCCOCACAGCCACTETIGCTGAGCAGES
TACTTCCACGGTTICTTG

ACAGGATATTAC T A AR A A A ECAGTAT TAAAGAT TG TCAAAACAGTOCECAATCETGAGGARRCGCC
TCCTTITGCGE

GATGATTGGAGACARAGT TTATGTCCAT TACAARGGAAAAT TG TCARATGEARAGARAGTTTGATTCCAGTCATGA
CTACTARR  CTGITTCABATACAGGT GTTTCCTTTTARCAGTT CTTTCTTCAAACTAAGG GTRCT

LAGAAATGAAUCAT I TG LT I TAGICT IGECAAAGGUCAAGICALCAAGGUA I GGGACAT 1GGEGIGECTACCAL
ATCTTTACTTIGG  ACAGARATCAGRACCGT  CGGTTCAGTAGTICCGT — CTGTAACCCCACCGATG

GAMGAAAGGAGAGATATGCCATTTACTGTGCARACCAGAATATGCATATGGCTCGGC TGECAGTCTCC O TARART
CTITCTTTCCTCTCTATA IAARTGACACGTTTGSET ATACGTATACCGAGCCE GTCAGAGGGATTTTA

ToCCTCGAATGLARCTCTCTTTT T TGAGAT TGRGC T O TTGAT TTCARAGGAGRGGAT TTAT T TGARAGARATGGAGE
A GUITTACGTTGAGRGRAR CTCTARCTCGAGGAARCT GITICCTCICCTIAARTA TICTACCTCC

CATTATCCGGAGARCCAARCGGARAGGAGAGGGATAT TCARATCOCAAA CGARGEAGC AR MG TAGARATCOCACCT
ETRATRG ICTTGETTTECCITICE CCCTATRARGTTTAGHETT TICCICGTIGTCATICTT GIGER

GGAAGECCGCTGTGOTEGARGGAT T TTGAC TGCAGRGATCIGECATTCACTGTGGGCGAMGGAGANGRCCACERA
CCTTCCGGCGAT ACCTTCCTACARNOTER CTCTACRCOETRAGTGR CCGCTITCCTCITOTGET

CATTCCAATTGGAAT TGRACAAAGC TCTGGAGARARTGCAGCGEGEAAGARCAATGTATTTTATATC TTGGROCARG
GTARGETTAACCTTAAC TICGACGARCCTCTTITAC GCCCTICTTGTTACATR ITATRCGARCCTESETIC

ATATGETTT TGERGAGGCAGGEAAGCCTARAT T TGGCAT TGANC CTARTGCTGAGC I TATATATGAAGT TACACT
Ta CaaRACCTETCOGTECT GGATTTRBACCETARCT ATTRCGRCTCGRATATE ITCARTGTGA

TARMGAGCTTCGARARAGGCCRARGARAT CUTGGEAGAT GGATACCAARGRARARAT TGGAGCAGEGLTGCCAT TGTCRA
TTCTCG CTITICCGSTITTCTTAG CCTCTACCTATGGTTITC TTAACCTCGTCCGACESE CAGTT

hOAGARGEERACOGTATAC T TCARGEERGGCARA T ACH TECAGGCGETEAT TCAGTATGGEAMGATAGTGTCC TS
ICTCTIOCCTTG TATGRAGTITOCCTCOGT TETACGTICOGOCACTAR ATACCCTICTIATCACASD

GITAGRGATGEAA TATEET I TATCAGAR AR GEARTCGRR G TICTEAATCATTICTICCTIGCIGOCITITICIGAR
CRATCTCTACCTTATAC ATAGTCTTTTCCTTAGE COARGACTTAGTARAGR ACGRCGGARAGACTT

CCTIGGECCATGTGC TACCTGARGC TTAGRGAATACACCARAGT TET TGAATGC TG TGACAAGGCOCTTGGACTGGR
&G GOTACROGATEGACTTC TCTCTTATGTIGATITCS ACTTACGACACTETTCE ARCCTGACCT

AT G AR T GA G AR A T TG TATAGCA GGG T ARG A TEC T AT GARCCAGT T TGASTCAGCCRAGES
GTCACGE CTCTTITOCGARCATATC COCACTTOGEETOGROG ACTIGCTCRARCTOAGT TTLCC

TEACTTTEAGRA G TECTECERAGTRARCCCCCAGRATARGECTECARGAC TECAGATCTCCATGTECCAGRARASR
ACTGAAACTCTT CoRCCTTCATTTGGGEGEE TATTCOGADGTTCTGAC TAGAGGTACACGETCTT

GECCAAGGEAGCAC AR GO EEEACCECAGGATATACGCCARCATGTTCARCGAAGT TTECAGAGCAGEATECCAR
COGGTTCCTCGTGTTGE COCTGGCGTOCTATATG TTGTACAAGTTCTTCAR TCTCGTCCTACGGTT

FIG. 11 (cont.)
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FEARGAGGCCART A RRGCRATGEECARGARGACT TCAGAAGGGETCACTARTGRARRAGGARCAGACAGTCRA AGT
cC TCCGGTTATTTCGTTAC TTCTTCTGARGTCTTICC GTGATTACTITTITCCTT TGICAGTICG

AR TGGAAGAMNGAGRAMN CTGAGGECCACGTATGA
TTACCTT CTCTTTGGRCTOCCGEET

FIG. 11 (Cont.)
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H. Sondas para FLJ11127 (53 oligonucleétidos):

ATGEECEECERCAAGGAGCCCCACGEGEECARGEGAGOGEEAGCEGTCTGECGCTOOCGECGCAGE
TICCTCGEEGETEOECCT CCCTOGCOCTOGCCAGR CEAGEGECGEGECETCC

ARGTGACCARGT TCACTCCTGGATGC TAGC TRACAAGCCAAGCCTTAGACACTGTCTGEAGARA TGECAARAGGCTT
TIC GGTTCRAGTERGEACCT ATCGATGTTCGGTTOGE CTGTGRCAGRCCTCTTA ITITCCGAR

TETGAT GTTGGCAGTTTCAT TTCTGG TG TGO CATC TG TACTTCCEGEAGGC TACATTTATATTCAGGGCAC AR
ACRCTACE GCTCRARCTARRGACCAD CEGTAGACGATGARGLT CEATETARATATRAASTC TIGIT
GUT AR TG T SEATT WSS AT AT T A A 5 AR SR T LU AR RA L T AU T A T TGEEA LS AL AL T TEAT T T ALT
CGACTTTACCRACC CUTATAGACGTICTCTITT GITTICCITGGAGTCAL TCCGICTOCARCTAART

CAGTTATTGTGCARGAGARA TEGAARGEAG AGACACCCCGTAACRAGCTGATGAGGARGGCTTATGRAGGAGCTATT
TCARTAACACGTTICTOT CTTTCCTC TOTIGTGRGE TGTTCGACTACTOCTTIC ATACTCCTCGATAR

TG EC GG AT R T TAR A TET T T GAC AN T A A G A A A TR ACTATCATCETC TCAGATCASTSTTATTITICA
AAC CGTAGTGTARTTTACAC CTGTTCATTCCTOTOTA ATACTACGAGAGTCTAG CAARTAARGT

AT T TR GO A G T TCT T TICCAT CATGCATGAR A GARARCEACATTETIAACCTTCCTGARRRBCTGCT
CTATARGT TOOCGTAGRGAARAGET ACCTACTTIICTTTIICCT ACARATTOGARGERCTTT ACGR

GITT TR ARG T TG T AATTGGAT TG AGT ACAGT I T TG TCCTGAGAAGTATACAGGCTOGAATGTETTTIGS
CAARAAGTGTTCCA TTAACCTARGTCGTCAT AAARCCAGGACTOTTCR GTUCGAGTTTACARCARR

AR A TR GGR AN TATGTGERATTAT TGA AR ACAGTGGACTGAATTTAATGECATTACGAGATTATCACARGRG
TTTGATGCCITTATRACA  TAATAACTTTTGTGTICA GACTTARAATTACCGTAM CTAATASTGITCTC

A G GARGTAT G TG AAC AT T T I T I AGA TGO AT T TGGARTATAARC TTTATGARAGC TTTAARGTTCATCAT
TCC ATACRCGTTGETGEEAAR GTOTROCGGTAAGRADCTT TITGAAATACTTOGARAR CRAGTAGTA

GCTGTATC ARG TR TGRAGT TTATGAR AR AT ARG TARRL AGETCATTCCCAGTCTITITAGACTCCTGIT
CGACATAG AGTGACTTCARATACTT TACTICTGATTITICCA  AGGGTCAGARARATCTIG ACRA

T AGGGAGAC AT T TGAT OO T T IGAGC T T AT GATGAATCACC TGAR TTC TG TAGECGACARCATGTGEALT
AAGGTCCCTCTGT AGRACTAGGARAC T CGAMA CTARCTTAGTGGRACTTAM ATCCGCTGTGTACACCT

ARG CAGATTGATATGTT TATACT TGGAT ACTCCC TIGAAGTARRGATARARGTGTTCAGACTGTTCAAGTTTAR
CICGTOTAACTATACAR TEARCC TR TEAGEEAMT ATTTCTATTITCRCRAG GROARAGTTCAMATT

CTCCAGAGAC T T TGAAGT TG TAC O AGACGAGCC T TEAGGGAC TEGCC GEAGATC TCCCTGC TGACOGAGAR
GAG TCTGAARCTTCAGACGH GTCTCCTOGEAGRGTCC ACCGECCTCTAGAGGEGEA CTGGCTCTIT

A CGLCACTACCACATTCCAGTCTITT A
GCTGGCGE TGGETGTARGGTCAGARRA
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l. Sondas para Map2 (72 oligonucleotidos):

ATGGCTGACGAGAGEARAGACGAAGEARAGGCACCACACTGEACATCAGCC TCACTCACAGAGET
CTGCTTCCTTTCCGIGETGT CGERGTEAGTGTICTCCS

AGCTGCACACCCCCACTCGOCAGAGATGAAGGACCAGEG TG TCAGGEGAAGEGC TGAGOCGCAGCGCCAATGS
TCG GTGAGCGSTCTCTACTTICCT AGTCCCCTITCCCGACTOREE cc

ATTTOCATACAGAGAGGAGGAGGARGECGCCT TTEEEEAGCACGEETCACKREGECACCTATTCAGRTACCARAGE
IAAMGGTATGTICTCTCCT CEGARACCCCTOSTECCCAE ATARGTCTATGETTICT

GAACGGEATCAAC GGAGAGCTGACC TCAGC TGACAGAGALA CAGC AGAGEARGTGICTECARGGATAGT TCAAGT
CIT CCTICTCGACTGGEAGTCGACT CETCTCCTTCACDAGACGTTC CA

AGTCACAGC TR GC TG TAGCAGTCCTCARACCTGARCAMCRERACGEAGECCCARCACARCEATCACCCTGCAGT
TCAGTGICGACTTOGACA TITCCACTTIGITOTICOTTONT TTOCTRAGTCGGRCGTOG

ICTGCCT I TAGCAGC TGAAGARACAGT TARTC TGO ACC TTOCCCACCACCATCGCCAGCATCAGARC ARACAGT
AGA CGACTTCTTITGTCAATTAGR GETEETGETAGCEGTCGTAS Cis

TECACTEGAAGARGCCTCGRAGAT GGAATTCCCTGRGCAGCAGAAATTGCCTTCCTCAT TOGC TGAGCCTTTAGA
ACGTGACCTICTTCGGEAG AAGGGACTCGTCGTCTITAA ALGCGRCTCGGAANTCT

CAAGGAGGAARCGGAGT TTARGATGCAAMNS TAAGCCTGE TGAAGACTT TGARCATGCTECCTTASTICCTCAGCC
GTT CTCARARTTCTACGTTTCATT CIGEARARCTTGTACGRCGERA el

GEACARCAAGTARMMCTCCCCAGGATAMARAGEATCCCCANGRCATGEARGEACARMAETCGCCTECCAGTOCATT
CCTGIGTTCATTITIGAGS TTCCTAGGGGTTCTGTACCT AGCGGEACGETCAGETAR

TR AGAC T T T GG T AR A TG EAAGAC AT A AR ACAGATCACAGARC CARGCATARACAGTACC TAGCAT TGS
ALG CCATGGTTGGACCTTCTGTA TGICTTGGITCGTATTGICA cC

CCTCTCCGAGAGC OO C TAGC TCCAARAGA TCAGARAGAC TEGTTCATCGARATGCCOGTGGAATCAARAGAAGGA
GEAGAGGCGTCTCGEGEGEN CTRGTCTTICTGACCARAGTA CACCTIAGITICTITCCT

TEAATGEGET T TAGC TGO OO AR TATCTCC TGO TTGACACCCATGAGGCAARAMGATGTGC TGGAGGATAT
ACT CERCGGEETTATAGAGGACC GEGTACTCCCITITICTACA TR

COCARGA TOGEEAMGGRA MG AT T TG T T CCATGOC TAGCCCC T TO A AGTGGRAGTITCACTCTTICCCTT
GEETTCTACCOCTTOCTTT AGRAGGHTACHGRTOEEEGERR TCAAAGTRAGRAGERGLR

AGARTRCTGTGARRGATGAGAGAG T ACAGARGGETCACAR O T TTGCCCCTGICITCTTCCAATCAGATGACAR
ICT CTACTCTCTCAGTGTCTTCC AAACGEGEACAGHAGAMEET T

AT GTC T TG A A ARG TG T T ARG TAC T TCCAAMGAGAG T TCTARAGAT GAGGAGCCACAGARAGATAR
TTACRGAGRCGTCCTGETG CEATEAAGGTTTCTCTCARS CTCEETGTCTTITICTATT

A AGAC ARG T GGG TG T T T G T T A ARG T A CAC T CT AL TCEGACGATE T TCACASTOCRAGE TGTGER
TCG CETCTACRAGGRCAGRGETCT CATGACCCTCTACAAGTGTC CT

AT T TG T e EEAGA R A TT TCRGCACARGAR A b G TAC A AGATC AR GAGR AR R CAGACTTOGRCRCT
TCCGRARCAGOCCCTCTT CTICTTITOCCATGGTGTCT ITICTCTGRAAGCTGTGEE
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CAGTGTACAGCAACCTACACTCAC TG R CTCGARCCRC AGACAR LG TTGARGACACATCARACGTITCCATCGA
=10 GEAIGTGAGTGACTTTGACT TICGAACTTICTCTGTAGTITT CT

AGAARCTGTEGC AR ARG AGGAATCCT TGARL TTAR S A A TELTARAGCAGGTETAATTCAGRCTTCCACCER
TCTITGACACCGITTICT ARCTTITRATTITCTACTIATT TARGTCTGRAGGTGGOT

GOATT T I T T AR AR A G ARG A A GGCCARGARC RGRCR A TCGARGCATTARAACAACACTOCTTTOOTAT
CGT TITCTTICTGGTCTTTCOGCT

AT T ACAR A GG AT TAC R GA T AGCCA TR RO C A A GO TTGER B A EET TACGTCTEAGEC AGRGGEE

ALTAALT AR AR A e A R T A AT T T T T A A S A A TAT AT TR A A AT A S RO TOEAR BECECTES
CEAGCTTCCGCGACT

GICTGCARC AT AGCCGAGE T TGAGAT GO CAT T I TATGARGATAARTCAGEEATGTCCAACTACTTIGARRCATC
CAGAC

TGECAT TGAMRGAAGE TG TGACCAGAAGCACTEEGT TGGGCAGTGATTACTACCGAGC TEAGTGAC TCAAGAGERAR
GETCTTUGTGACCCARDCCG

TG ARG AR T T T TGAT AL TG TATC TO O CAA AR L AR ARG TEAARAGGRAC T TCTEGGCARARGC T TOCOCA
AGGGET

BT AT T e A A A G AN A G TACAGC A T T TR CAGRG TTATACATCTEGATCATCCGTOCGAGTT
CGEATCAGGAGETOG

ACCTGRAGARCCAAGTTCTCC TCARGARAGRAATGT TCACTATTGACCCCAARGT TTATGGEGAGARARAGGGEACCT

TCATAGTARCGAACAANGATGATCTGRCACT TAGTCGARAGCT TEGEECTEEECEEANGETCTGCARTAGARCAGAG
GUITCGARCCOOGACCOGEOT

A GCAT T AT TAACT TGO T AT G T T TG T T GA T TC TAT TGCCCT TEGGTI TARCTT TECCCGGEGCCATGA
GAARCCGELCCCGETALT

TCITTCCCC T e G T ICTGATAT T TAAC AR AC TAGCGGANCEATGEATGARAGGAGATGATTACCTGCOCCT
Al GGACGEEESE

A A R T A T GEAGARGAT T T TGO TTTCCRAA T AG ARG RGO ARAG ARG CARGRAGATARGAC RGAGCARGT
GTGGTGTGEAC

ARAAGTGAC TGGAGEGCARAC TACCCARGT TGARACATCCTOUGAGTCACCC TTCCCAGCCAARGRATAT TACAR
GECTCAGTGEEARGELTCGE

AR GG A TETCAT U CCC TR TGO TGAGATGE TAGATCTAGCAGGEACCAGETCCAGATTAGUTTCTGT
CAGTACCGGGERACTGEACGE GATOGTCOCTGGICCAGGTC

GAGTGCAGATGE TEAGGT TGO AGGAGGARATCRAGTCCCAT OGGRGECTETEGTTGCAGRGAGCAGTACTGSETTT
GTCAGGGTAGCCTCOCGACAC
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GUCACC TG T IGCTGATGAC AGCC AR OO G TARANC CAGAC AGTCAAC T TGARGACATEEGLETACTG TG TG ICAR

CARGTACACAG T T T A TG CAGT TCARGACAG TG AGAAT TTGICAGGAGAGAGTGETTCGTTITATGA
GEGAGAGGETAGCGGTCAAG

AGGARCCGATGACAARGTCCGTAGRGAT T TGECCACTGACC TTICACTAAT TGAGGTARARCT TGLAGC TGLTEE

ARG AGTCAARGATGART T AL TG TGAGARAGAGGCATCTCCACCC T TIC TG TCACAARATCAGGACTGAGTAG
GEAGTTTGACC ARG AGEAR R G T AR T GACAR G T EEATACTETCCTACA AR AGARECGARGAGCATETTGATTC
ARAMGAMCATGCCRAGGRGTCAGRAGAGGT TEGGEATARAGTACGAGCTCT TCGGAT TAGGTETARCCTATGAGEA
AACCTCTGUCARAGARC TGATAACARC TARAGARACAGCACC TGAGAGAGCAGAGARAGGTCTCASTTCAGTGLD
AGAGGTAGC TGAGGTAGARALARCCACRARAGC TGACCAAGGTCTAGATG T TG IGCCAAGARRGATGATCAGAG
T AT TAGATATARARG TCAGTGAC T TIGGACAGATSGE T IO TGGGATGAGTC TAGATGC TGGEARANCCATAGA
G TARGTTCGAGG I TEATCRG LA A T T TCATCCGARGCACC TCAGEA A A AGATTCATTCATGEETAT
TGAGTCC RGO oA G TEAA G GA T CE TGO ARG TCAGTGARACAGE AGTCARRGAGARGGTCECARRGOCTGASTT

GETGECATCAGGAGGC TGTEERCARAGARGRGTCCTATGRAGTCTAGTGETEAGCATGRAMGCCTCACCATGEAGTC
G

COTGARGCCTGATEAGEGCARGAR AGAN A AT TCCAGAGACE TCACTCATACA ARG TEARGT TEGCCCTCARACT
GGARCTTOGEGACTACTCOCCG

GICTGTAGRR A T T TGO AT ARG T T T GARGCTCAT TCATCCAT TGATGAGA RGECGEAGETCCAGAT
CITCCGLCTCCAGGTCTA

GEAAT TTATTCAGC TG CARAGGAAGAGAGCACAGRGACTCCGEATATACCTGCCATACCTTCTGATGTCACCCA
cC CAGTGGGET

GCCACAGCCTGARGCAGT TG TG TCCGAACCAGCAGRGGT TOGAGG TOAGEARGANGAGAT CGAAGC TEAGHEAG,
CEGTGTOGEACT

ATATCACAMAC TG TCTTCCGECTCAGAC A T CACATCACCGACCTEC TIGT ICCAGGARSTAGGEAGGAGTT
GEOGAGTCTGTGEEAGETCT

IGTGGAGACC TEC oL AGGGEAGCACARAGE TG TGG T TGAGTCOGTGETAACCATCGAGGATGATITCATCACTGT
CCTCTEGEACGEETCCOCTCG
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AGTACRARC R GAC TGATGRG GG AGT TEGGAT ARG T S TECGOT TTGCAGE TCCAGTTCAGC O TRAGGR
CCCTAGSGTGTCACACGCGA

AR R ARG AT A T T A T ARG A G T TEARGTAC TEATCECACCAGA RO A GECAGART R AGES
CEEGETCCGTICTOGGETTICCT

TG TCTOCAGA TG TCCAGT TR TGAGAARAGARGRGGT TCCAT TCTCAGAATATAARACAGARRCCTACGA
CCGAGAGGTCTACGAGETCG

CGAT TACARAGATGAGACCACCATTGATGRC T CCAT TATGEATGCCGACAGCCTGTGEGETGGACACTCAAGRAT GA
COGCTETCGGEACACCCACCT

TEATAGRAGCATCTTGACAGAGLAGT TAGRAARC TAT TCC TARMAGAGGAGAGAGC TGAGAAGSAAGC TCEGRGALCT
CCTTCGRGCCTCTGS

GTCTCTCGAGRANCAT AGAMAAGARARMCCTT TTARAAC TGGGAGARGECAGAAT T TCCAC TCCTGAAAGARRRGT
ChGEAGE

AGCTARARAGGARCCTAGCACGETCTOCAGGGATGAAGT GAGAAGGAMMAAAGCAGT TTATAAGAAGGC TGARCT
GEATOGTGCCAGAGGTCCCT

TECTAAARARTCAGAAGT TCAGGCCCACTCTCCTTCCAGGAARCTCATTTTARAACCTGCTATCAAATACACTAG

ACCARCTCATCTCTCC TG TG T TARGCGGARAACCACAGCARC ARG TGETGAATCAGC TCAGGUTCCCAGTGCGTT
GTCGRGTCCGAGGGETCACGC

TARACAGGCGARGGRCAAAGTCACTGATGGARATAACCARGAGCCCAGARARACGTICTICCCTOCCAMGROCTTC
GGEARGGETTCTEGARG

CIC AT IO T O TG AGGGEEUGTA DO AGGRGACAGEGRAGEAGARCTCGTICICTCTGAACAGCTCCATCTC
GAGS

TTCAGCACGACGEACCACCAGGTCAGAADCART TCGLAGAGCAGGRARAAGCGECACC TCAACACCTACTACCCT
TGGATCTACTGCAATCACCCCTGECAC TOC TCCARGC TACTCT TCACGTACCCCAGGCACCCCTIGGAACDCCGAG
CTATCCCAGGRCACCAGGARCCCOCARAT TTGGCAT C TTGG TGO AGTGAGARGARAGTTGCCATCATTCGOAD
TCCTOCARAGTCCCCAGC TACTCOC ARG AGCTICGECTCAT TARCCARCCTC TECCAGRACC TGARGARCGETCAR
GTCCARMRTCGEATCARACCGACARCAT CARTACCAGCCTAMGEEGETCAGGTACARATTGTI TACTARGRAGAT
AT TR AT G T A T IO AR TE T G GC IO T AR A G AR A TCC G T ACAGGLCAGGTGE TGEACGOGTEAR

GATTGAGAGTGTARAGCTEGATTTCARGG AGAAGGCCCARGC TARRGSTTGECTCACTTEGACARTGCTCACCATGT

FIG. 11 (Cont.)

40



ES 2624 562 T3

ACCTGEASGTGETARCGTGAAGAT TEGACAGCCARRAGE TGARC T TOCGAGAGUAT GUARAGGCCOGOGTCGROCA
CGEEECTEAGATCATCACACACTCGCCAAGCAGETCARCCETGECGTCTCCCCEGCGAC TCAGCAATETCTCCTC
TTCTGEAMG AT CAACC TGO TCGAATCOCC TCAGC TG CACT TTGECTGAGGACGT CACTGOGEOGCTCGLTAR

GCAGGGCTTGTGA

FIG. 11 (Cont.)
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J. Sondas para STL1 (48 oligonucleétidos):

ATGARGGAT TTAAAAT TATCGAATT TCARRGGCARAT T TATAAGCAGAACCAGTCACTGEGGALT
TTAATAGCTTARAGTTTCCG TATTCGTICTTGGICAGTGAC

ITACGEETRAGAR G T TGO GG TAT I TCATCAC TATOGCAT CTATGACGEGC I TCTCCCTG T I TGEATACGAC ARG
TGCCCATTCTTCARCGOCAT AGLGTAGATACTGCCOGARS ACCTATEGCTGETTCC

GITGATGGCAAGTCTAAT TRC T GG TAARCAGTTCAACTATGAAT T TCCAGCAACCARAGARRATGGCGATCATEA
CARCT AATGACCATTTGTCRAGTTG ITACCGCTAGTACT

CRGACACG AR TETAGTGCAGEECEC TACAACCTCCTGT TATGART TAGETTGITTCGCAGGTICTCTATTICGT
GTCTGT ARTCCAACAARGUETOCARSG AGCE

AT T TCT GGG TERANCAA T TG TAGA R AR CCATTARTCCTEATGEGT TOCGTAATARCCATCATTGGTGCOGT
ATACARGRCGCCACTT ATTARGGACTACCCARGGOAT

TAT T LA AT GG AT T T G TG T T T GG A T TAGEC CAGT TTATCATCGEAMGEGTCETCACCGETETTES
ARGATGTACGCGTARAGCAL ATCOGGTCARATAGTAGCCT

AR AGGET T AR T A AT T A TAT T OO G T T TG AR T A GARATETCAAR A G TEARA A TAGRGGEETTECTGET
AAGGGCAMRACCGTTAGTCTT TCGRCTITITATCTCCCARCS

CRART T TRAGRAGGT T CAC AT TG ITI TG TAC T AT GAT TEC T TATIGGAT TCAT ITIGGEITGTC T TATACCAR
BATCTTICCARGGTGTTRACG TAACCTARCTARRACCCARD TGEETT

CRGT IO TG T T A T GAGART TG G T AR TG e AR TCGT T I I TGO TCIC I ICCTGCITGCTITICATGATTAR
GTCAAGACARGTCAL AGCAMRMAMCGAGAGAAGGAL ATT

A TRCCTGART G AT TG TGAT I I TCAR ARG TCEARCAGARGR A G TCCCTACT TEGTAGCRACRCTAGR
TGATGGACTTAGCGGTG ARMGAGTTTCAGCTTGTCTITC

RGO GGAT O ARR TR T A ARG TTA TAR R A R T TG TATGC T TCACGATEC TG T TARCAGGACCARACA
MCTACTCCTTCAATATTGTC ROGARGTGUTACGARCART TG TGT

CeRGAAMC AT TCACTGTCAAGT TTG T TC T CCAGAGGCAGET CCCAAMA T CTTCAGRGGECTTTGATTGCAGCTITE
GCTCTTTGTAMGTGACE BCARRGRGGTICTCCGTCCAGS AGRAGTCTCCCGRARC TARG

AR GCAATT T T T CAGCART T TAC TG T T GTARC GO TGO CATATACTACTC TACTGTATTATICARCRAARCAAT
AMATGACCRA CATTGOGACG TGATGAGATGACATAMT ARG

TAART TAGACTATAGAT TATCARTGATCATAGGTGEGETCT TOGCAACARTCTACGUCTTATCTACTATIGETTC
TAGTTRCTAGT ATCCROCCC AGATGOGGAMTAGATSATAM

ATTTTITCTAAT TGAARAGC TAGETAGAC GTARGC TGT ITTTATTAGGTGCCACAGGTCAAGCAGTTICATTCAL
ITCGATCCATCTGCATTCGA ATAATCCACGGIGICCAGTT

AATTACATTTGCATGCTTGG TCARRGAA AT AAAGARARCGLAMNGAGGTGC TEGCOGTUGECTTATTITTIGTICAT
ARTGETARACCTACGARCCAG TITCTTTTGCGTTCTCCACG ARCARGTA

TACATTCT T TGGT T TGTCI TGO TATCAT TACCATGGATATACCCACCAGAR T IGCATCAATGAAMGTTCGTGE
ATGTARGAARCC ATGETACCTATATGLETERET TCARGCRACG
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ATCAAC ARG TT T T A A TG TACTAR TTGET I TG TARC TTTGOGGTIGTCATGT TCACCCCAATATTTAT
TAGTTIGITTGE ARCCARCACATTEASBEGE00 BAATA

IGGAC G T GG T T ECG T I T AT A T T T T I TG TG T I ATCAATTATTTATACAT TCOAGTTATCTICTITIT
ACCTETCAGGCCARD TAAARARCGACARTACTTAR TAGARGRRAMR

CTACCCTGARRCCGOOGGRAGR AT T TOGAGEARN TCGRCA TCATCTTTECTARRGCATACGAGGATGECRCTCA
GATGGGACT ACCTCCTITAGCTGTAGTAG TICGTATGUTCCTACCGTGR

A AT G EAGA T T TAAC AT T TGO ARG T TAT CCC TAC ARGAR G TOGAAGATCATGOCAATGCATIGGEOTE
TEETAARCGGGT TCARTAGH ACGTAARCCCOGAG

ITATGACGACGRAR TEEARARAGAGGAC TTT G TGARGATAGRG TAGARAGAC ACC TATARC CARAT TRACGGIGA
BATACTGC TARCCTTTTTCTCCTGARRCE TCTCATCTTCTETCEATATT TIGCOGET

TAATTCGTCTAGTICT T CAAACAT CAARARTGAAGATACAGTGAACGATARAGCARLT TTTGAGGGTITGA
LTTAAGCAGATC TITACTICTATGTICACTTGE
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