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DESCRIPCION

La presente invencién se refiere a nuevas composiciones, dispositivos y métodos para simplificar y
perfeccionar la sensibilidad y especificidad de la reaccién en cadena de la polimerasa in situ, un método
de amplificacién y deteccién de secuencias especificas de acido nucleico dentro de células individuales, y
puede emplearse en los campos de la biologia molecular, ciencia forense y patologia clinica, veterinaria y
vegetal.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un método para aumentar en muchos 6rdenes de
magnitud la concentracion de la secuencia especifica de un dcido nucleico en una muestra de ensayo. El
proceso de la PCR estéd descrito en las patentes USA n°® 4.683.195, 4.683.202 y 4.965.188.

Los métodos designados con el nombre de métodos de hibridacién in situ del dcido nucleico, han
evolucionado para detectar secuencias diana en las células u orgdnulos en donde se originan (para una
revisién del tema, ver Nagai y col., 1987, Intl. J. Gyn. Path. 6, 366-379). Tipicamente, la hibridacién in
situ requiere (1) la preparacién de una seccién histoquimica o un frotis citoquimico, fijada quimicamente
(p- €. con formaldehido) para estabilizar las estructuras subcelulares proteinicas y sujeta a un por-
taobjetos de microscopio, (2) la desnaturalizaciéon quimica del dcido nucleico de la preparacién celular,
(3) la reasociacién de un 4cido nucleico senalizado, con una secuencia diana complementaria en el ADN
celular desnaturalizado, y (4), deteccién localizada de la senal reasociada a la diana, habitualmente me-
diante examen microscopico de las sefiales no isotépicas (absorbancia o tincién fluorescente) o isotépica
(autorradio-graficamente) generadas directa o indirectamente por la sefial de la sonda. Sin embargo, la
hibridacién convencional in situ no es muy sensible, y por lo general requiere decenas o centenares de
copias del acido nucleico diana por célula con el fin de tantear la presencia de la secuencia diana en dicha
célula.

Recientemente, se ha combinado el aumento de la sensibilidad, asociado con la amplificacién mediante
la PCR de la secuencia diana, con la localizacién diana de la hibridacién in situ, para crear la PCR in
situ, de forma que la PCR se realiza dentro de las células fijadas quimicamente, antes de que las células
fijadas se sujeten al portaobjetivos de microscopio, y el dcido nucleico amplificado se localiza mediante
el examen microscépico de la autorradiografia, seguido de un sondeo senalizado con isétopos (Haase y
col., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 4971-4975). Las células pueden suspenderse durante la
amplificacién in situ.

La PCR in situ requiere un delicado equilibrio entre dos necesidades contrapuestas de la PCR en una
preparacién celular: las membranas celulares y subcelulares (p. ej. la nuclear) deben estar lo suficien-
temente permeabilizadas para permitir que los reactivos de la PCR aplicados externamente alcancen el
acido nucleico diana, pero deben permanecer lo suficientemente intactas y no porosas para retrasar la
difusién del acido nucleico amplificado fuera de los compartimentos celulares o subcelulares donde tiene
lugar dicha amplificacién. Ademas, el dcido nucleico amplificado debe estar lo suficientemente concen-
trado dentro de su compartimento para dar una sefial microscépicamente visible pero debe permanecer lo
suficientemente diluido para que no se reasocie durante las etapas de desnaturalizacion y de reasociacién
de la sonda. Haase y col., (ver més arriba), confian en la fijacién de las células con paraformaldehido
para crear la suficiente pero no excesiva permeabilidad.

Haase y col., (ver més arriba) usaron unas series de pares de cebadores de la PCR para especificar unas
series de secuencias diana solapadas dentro del genoma del organismo diana, para aumentar la retenciéon
del 4cido nucleico diana amplificado dentro del compartimento celular en el que se realizé. El producto
de la PCR resultante se esperaba que fuera tan grande (mayor de 1.000 pares de bases) que su difusion
desde el lugar de origen deberia ser fuertemente retardada. Sin embargo, el empleo de multiples pares de
cebadores reduce en gran manera la practicidad de la PCR in situ, no precisamente debido al gasto inhe-
rente a la produccién de tantos oligonucledtidos sintéticos, sino incluso mas seriamente por causa de que
muchos organismos diana de la PCR, especialmente los virus patégenos, son tan genéticamente plasticos
que es dificil encontrar incluso unas pocas secuencias cortas que sean lo suficientemente invariantes para
formar buenos sitios para cebadores y sondas. Otras importantes secuencias diana, tales como los on-
cogenes activados, genes supresores de tumores inactivados y translocaciones cromosémicas oncogénicas,
implican mutaciones de puntos somaticos y reagrupamientos cromosémicos que pueden distinguirse de
la secuencia parental si los productos relativamente cortos de la PCR se amplifican a partir de pares
unicos de cebadores. Los pares multiples de cebadores y estructuras largas frustrarian la consecucion de
la especificidad a menudo necesaria para distinguir las células cancerosas de sus vecinas normales. Los
pares multiples de cebadores ponen también en peligro la PCR por un motivo distinto; promueven la
dimerizacién del cebador y el cebado erréneo, reduciendo la sensibilidad y especificidad, y aumentando
la probabilidad de resultados falsamente negativos debido a que la amplificaciéon no especifica reduce
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radicalmente el campo de la secuencia diana amplificada.

Ehrlich y col. (1991) Science 252, 1643-1651, en un articulo cientifico de revisién discute los desa-
rrollos de la instrumentacién, metodologia y aplicaciones de la PCR. Se hace referencia a un método de
PCR en el cual un conjunto incompleto de reactivos se calienta antes de su adicién al (a los) reactivo(s)
complementario(s) de la PCR. Esto minimiza la actividad no especifica de la polimerasa. Se hace también
referencia a métodos de PCR, que emplean una proteina de unién a una cadena simple. Sin embargo, la
revision no describe ningiin método in situ de la PCR.

Koch y col., (1989) en Chromosoma 98, 259-265, describe un método al que llama marcado cebado in
situ (PRINS) para andlisis de ADN, en el cual se hibrida un oligonucle6tido sintético a los cromosomas.
A continuacién, el oligonucleétido se emplea como cebador para la incorporacién in situ de los nucleétidos
marcados con biotina. La biotina incorporada se visualiza a continuacién con avidina marcada con fluo-
resceina isotiocianato (FITC-avidina).

La patente WO 91/06679 (Stratagene) describe un método perfeccionado para la hibridacién de po-
linucleétidos con secuencias complementarias de acido nucleico. Especificamente, se refiere a un método
para aumentar la especificidad de una reaccién de hibridacion de polinucleétidos en presencia de una
proteina de unién al dcido nucleico monocatenario.

La presente invencién aumenta la comodidad, sensibilidad y especificidad de la PCR in situ, elimi-
nando también toda necesidad de multiples pares de cebadores para detectar una tinica secuencia diana.
Con ello es posible también que la PCR in situ haga una distincién entre los alelos.

En un primer aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para la amplificacién por PCR in
situ de la secuencia de un acido nucleico en las células, el cual procedimiento comprende:

(a) aporte de una composicién in situ, que comprende células quimicamente tratadas con un fijador
que reticula los constituyentes proteinicos de las estructuras celulares.

(b) adicién de un primer subconjunto de reactivos de la PCR y opcionalmente una proteina de unién
al ADN monocatenario, a la composicién del paso (a) e incubacién de las células y el subconjunto de
reactivos de la PCR a una temperatura entre alrededor de 50° y alrededor de 80°C.

(c) adicién a la composicién del paso (b) de un subgrupo de reactivos de la PCR, el cual complementa
el primer subgrupo de reactivos de la PCR, de forma que el grupo completo de reactivos de la PCR
comprende un tnico par de cebadores para cada secuencia diana;

(d) sometiendo la composicién del paso (c) a un ciclo térmico suficiente para amplificar la secuencia
diana de un acido nucleico, especificada mediante el grupo completo de reactivos de la PCR, y

(e) opcionalmente, deteccién de la secuencia de dcido nucleico amplificada de forma que la localiza en
las células individuales que originalmente contienen la secuencia diana de 4cido nucleico.

Las células tratadas quimicamente pueden fijarse a un portaobjetos de microscopio entre los pasos (a)
y (b) o entre los pasos (d) y (e), en cuyo caso, el procedimiento comprende preferentemente ademsds, la
colocacion de una barrera de vapor encima de la composicién antes de que la composicién sea incubada
en el paso (b).

Un segundo aspecto de la invencién proporciona un procedimiento para la amplificacién mediante la
PCR in situ de una secuencia diana de acido nucleico en células, el cual comprende:

(a) aporte de una composicién in situ que comprende unas células quimicamente tratadas con un
fijador, el cual reticula los constituyentes proteinicos de las estructuras celulares;

(b) adicién a la composicién de un grupo completo de reactivos de la PCR, el cual comprende un
tnico par de cebadores para cada secuencia diana, y una proteina de unién al ADN monocatenario;

(c) sometiendo la composicién del paso (b) a un ciclado térmico suficiente para amplificar la secuencia
diana del acido nucleico, especificada mediante el grupo completo de reactivos de la PCR, y

(e) opcionalmente, deteccién de la secuencia de dcido nucleico amplificada de forma que la localiza en
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las células individuales que originalmente contienen la secuencia diana de acido nucleico.

Las células pueden fijarse a un portaobjetos de microscopio entre los pasos (a) y (b) 6 entre los pasos
(c) y (d), en cuyo caso, de preferencia (1) las células se fijan al portaobjetos del microscopio, (2) se coloca
una barrera de vapor encima de la composicién antes del paso (c), y (3), la barrera de vapor se elimina
antes de efectuar el paso (d).

En un tercer aspecto, la invencién proporciona una composicién para la PCR in situ, que comprende
células quimicamente tratadas con un fijador que reticula los constituyentes proteinicos de las estructuras
celulares, un primer subgrupo de reactivos para PCR, en donde el subgrupo comprende un tnico par de
cebadores para cada secuencia diana, y opcionalmente una proteina de unién al ADN monocatenario.
Las células pueden fijarse a un portaobjetos de microscopio, en cuyo caso la composicién contiene prefe-
rentemente ademds, una barrera de vapor encima de la composicién.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona una composicién para la PCR in situ, la cual com-
prende unas células quimicamente tratadas con un fijador que reticula los constituyentes proteinicos de las
estructuras celulares, un grupo completo de reactivos para la PCR, el cual grupo de reactivos comprende
un unico par de cebadores para cada secuencia diana, y una proteina de unién al ADN monocatenario.
Las células pueden estar fijadas a un portaobjetos del microscopio, en cuyo caso la composicién com-
prende preferentemente ademds una barrera de vapor encima de la composicién.

La invencién permite un método perfeccionado de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) in
situ, el cual aumenta la especificidad y sensibilidad de la amplificacién. Mediante la retencién de por lo
menos un reactivo de la PCR, de una preparacién que comprende las células fijadas, los reactivos de la
PCR y opcionalmente una proteina de unién al ADN monocatenario, hasta que la preparacién ha sido
tratada a una temperatura aproximadamente del orden de 50° a 80°C, las reacciones no especificas de
la polimerasa de acido nucleico apenas tienen lugar. El método es aplicable tanto si la ampliacion del
acido nucleico tiene lugar antes o después de que las células fijadas se hayan fijado a un portaobjetos de
microscopio.

La invencién permite también un método de PCR in situ perfeccionado, el cual proporciona una
mejor especificidad y sensibilidad, lo cual da como resultado la inclusién en la mezcla de reaccién de una
proteina de unién (SSB) al ADN monocatenario, a una concentracién que interfiere con las reacciones no
especificas de la polimerasa sin bloquear la amplificacién de la diana especifica. Existe una gran variedad
de polipéptidos, que se encuentran en la naturaleza, u obtenidos por ingenieria genética, o totalmente
sintéticos, que poseen actividad SSB, y que pueden mejorar la PCR in situ. Este método es independiente
del orden temporal de la amplificacién del 4dcido nucleico y del fijado de las células a los portaobjetos.

En versiones preferidas de la invencién, las células se han convertido en permeables a los reactivos de
la PCR, de preferencia con un tratamiento con proteinasa.

La fijacién puede seleccionarse entre el grupo formado por la formalina, formaldehido, paraformalde-
hido y glutaraldehido.

Las células pueden residir dentro de una seccién histoquimica de un frotis citoquimico.

De preferencia, el primer subgrupo de reactivos de la PCR consta de todos los reactivos de la PCR,
a excepcién de una polimerasa de acido nucleico. La proteina de unién al ADN monocatenario es de
preferencia la proteina del gen 32 del bacteriéfago T4.

Los procedimientos y composiciones de la invenciéon pueden emplearse con cicladores térmicos modifi-
cados empleados para la amplificacién PCR automatizada, en los que el compartimento para las muestras
usado para transferir el calor rdpidamente a y desde la reaccién, contiene los portaobjetos de microscopio.
El compartimento para muestras puede constar de un bloque de metal que tiene una superficie plana
horizontal dimensionada para contener uno o varios portaobjetos de microscopio con sus dimensiones ma-
yores orientadas horizontalmente. La superficie plana puede descansar en el fondo de un pozo adecuado
para contener ademés una barrera poco profunda de vapor de aceite mineral que evita el secado de la
preparacion de PCR in situ durante el ciclado térmico. El compartimento puede constar alternativamente
de un bloque de metal que contiene una o més ranuras que substancialmente y exactamente contienen
los portaobjetos de microscopio con sus dimensiones mayores orientadas en un plano aproximadamente
vertical. Dicha orientacion aumenta substancialmente el nimero de portaobjetos que pueden analizarse
a la vez. En otra version, el compartimento contiene un fluido en movimiento de transferencia de calor y
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contiene unos soportes para asegurar los portaobjetos de microscopio en el flujo de fluido, en cuyo caso
se recomienda emplear unos envoltorios de plastico que encierran los portaobjetos de microscopio y los
protegen para que no se sequen o para que el reactivo de la PCR no se elimine.

Los procedimientos y composiciones de la presente invencién mejoran la especificidad y sensibilidad de
la PCR in situ; reducen la posibilidad de falsos resultados negativos e incluso cuando las células contienen
solamente una copia unica de la secuencia de acido nucleico, pueden ser detectadas con seguridad. La
mayor especificidad simplifica la deteccién del dcido nucleico amplificado. Mientras que el andlisis in situ
del acido nucleico ha necesitado tradicionalmente la reasociacion del acido nucleico marcado de la sonda,
que contiene una secuencia complementaria a la secuencia diana, la especificidad de la alta amplificacién
permite una deteccién segura de los cebadores marcados que han sido incorporados dentro de &acidos
nucleicos largos, con un disminuido interés para los falsos resultados positivos que podrian producirse a
partir de la incorporacion de cebadores en acidos nucleicos amplificados no especificamente. Por lo tanto
ya no es necesario un paso de tratamiento adicional con sonda, aunque también puede ser empleado.
La mayor sensibilidad simplifica también la detecciéon del acido nucleico amplificado, una vez efectuada
la PCR in situ, puesto que se generan tantos analitos que las senales no isotépicas pueden substituir
las senales con isétopos registradas autorradiograficamente. Las sefiales producidas por la absorbancia,
fluorescencia y quimioluminiscencia son mas rapidas, simples y seguras de registrar que las de la degra-
dacién radioactiva. La adopcion de la deteccién no isotdpica ha de aumentar grandemente el interés de
los patdlogos clinicos y aquellos que realizan anlisis de rutina, por la PCR in situ (en contraste con la
investigacién biolégica y médica).

Los procedimientos y composiciones de la invencién aumentan también en gran manera la practicidad
y generalizacion de la PCR in situ porque eliminan la necesidad de emplear multiples pares de ceba-
dores para la deteccién sensible de una tnica secuencia diana. Aparte del coste, los multiples pares de
cebadores son dificiles de aplicar a organismos diana altamente polimoérficos, como muchos retrovirus,
o a una amplificacién especifica de alelos, como se necesita para la deteccion PCR de muchas mutacio-
nes oncogénicas somaticas. En la presente invencién, en la que es suficiente un tnico par de cebadores
para la PCR in situ, el método tendra la misma amplitud de aplicaciéon que la PCR convencional. Las
adaptaciones especiales como la PCR multiplex, cebadores degradados, cebadores alojados, amplificacién
especifica de alelos, PCR de un lado, y la PCR de ARN, pueden ser ensayados in situ con una mayor
seguridad en la transferencia del método.

El segundo y cuarto aspecto de la invencién representan también un perfeccionamiento importante.
Los métodos Hot Start”™ bloquean solamente las reacciones secundarias de preamplificacién que pro-
porcionan productos no especificos; las SSB parecen también reducir los cebados erréneos que tienen
lugar durante el ciclado térmico. Por este motivo, las SSB disminuyen més eficazmente la ampliaciéon no
especifica. También, la inclusién de una SSB en la mezcla de reactivos de la PCR elimina la necesidad de
realizar un procedimiento manual Hot Start” , el cual requiere un operador experto para efectuar una
adicién en el tiempo preciso del reactivo de la PCR que falta, sin que la preparacién de la PCR in situ se
estropee o se seque. Un método en el cual estdn juntos todos los componentes del ensayo a temperatura
ambiente y cubiertos con una barrera de vapor antes de empezar el calentamiento, es de mayor confianza
que uno que requiere la manipulacién de materiales calientes y la adicién de una barrera de vapor al
sistema caliente.

Al facilitar la aplicacién rutinaria de la PCR in situ, los procesos y composiciones de la invencién
extienden la deteccién ultrasensible del acido nucleico a nuevos mercados y problemas practicos, tales
como los que se presentan en la patologia clinica, veterinaria y vegetal. Estos campos profesionales se
fian a menudo de la informacién concerniente a la localizacién del analito en muestras bioldgicas para
emitir juicios criticos; la PCR. convencional no facilita esta informacién facilmente. Ademés, la PCR in
situ es practicamente inmune a la creacién de resultados falsamente positivos por contaminacién de las
reacciones con la diana amplificada por previas reacciones, debido a que el analito presenta una locali-
zacién subcelular, habitualmente en el nicleo. Ademds de esto, la tincién miiltiple por ejemplo, para
los antigenos de la superficie celular, permite el diagndstico y el pronéstico de enfermedades basados en
ratas infectadas de subpoblaciones celulares. La PCR in situ aplicada a muestras de sangre o biopsias
de pacientes de los cuales se sospecha que estdn infectados por un retrovirus linfotréfico, tal como el
HIV-1, proporcionarfa una valiosa informacién del prondstico tal como la fraccién del CD4 (antigeno de
superficie) mds las células conteniendo genomas viricos integrados o particulas viricas.

Los instrumentos con bloques de calefaccién modificados aumentaran la velocidad y la seguridad de
las PCR in situ sobre portaobjetos de microscopio, acelerando y haciendo mas uniforme la transferencia
de calor que tiene lugar durante el ciclado térmico.
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Para facilitar la comprensién de la invencién, se dan a continuacién las definiciones de los siguientes
términos:

“PCR?” significa un procedimiento para la amplificacién de uno o més secuencias de acido nucleico,
en el que (1) los cebadores oligonucledtidos que determinan los extremos de las secuencias que se quieren
amplificar, se reasocian a dcidos nucleicos monocatenarios en una muestra de ensayo, (2) una polime-
rasa de acido nucleico prolonga los extremos 3’ de los cebadores reasociados para crear una cadena de
acido nucleico complementaria en la secuencia a un acido nucleico al cual los cebadores se reasociaron,
(3) el 4cido nucleico de doble cadena resultante, se desnaturaliza para proporcionar dos dcidos nuclei-
cos monocatenarios, y (4) se repite el proceso de reasociacién del cebador, prolongacién del cebador y
desnaturalizacién del producto, las veces necesarias para generar cantidades facilmente identificadas y
medidas de las secuencias definidas por los cebadores. El control practico de los pasos de reasociaciéon
secuencial, extensién y desnaturalizacién se efectiia variando la temperatura del recipiente de reaccion,
habitualmente en forma ciclica repetitiva. La reasociacién y la extension tienen lugar de forma 6ptima a
una temperatura entre 40° y 80°C (el valor exacto depende de las concentraciones y secuencias del ceba-
dor, mientras que la desnaturalizacién requiere temperaturas entre 80° y 100°C (el valor exacto depende
de la secuencia diana y la concentracién).

El citado “ciclado térmico” es habitualmente automatizado mediante un “ciclador térmico”, un ins-
trumento que rdpidamente (en un perfodo de tiempo de uno a varios minutos) calienta y enfrfa un
“compartimento para muestras” un recipiente parcial o completamente encerrado, que contiene el vaso
en el que tiene lugar la amplificacién del acido nucleico y el medio para la transferencia de calor en
contacto directo con el vaso de la PCR. Lo mas corriente es que el compartimento de muestras sea un
“bloque para muestras”’, habitualmente construido de metal, de preferencia de aluminio. Los bloques
convencionales para muestras contienen unos pozos disenados para encajar herméticamente los tubos de
plastico de microcentrifuga en los cuales tiene lugar normalmente la amplificacién PCR. En el bloque
de muestras, alguno o todos estos pozos conicos pueden reemplazarse por superficies planas o ranuras
disenadas para optimizar el calentamiento y enfriamiento de los portaobjetos de microscopio. Menos
habitualmente, el compartimento es una cadmara a través de la cual circula un fluido de transferencia
caliente o frio, tal como aire o agua, que bana los tubos de reaccién.

Los “reactivos de la PCR” se refieren a los productos quimicos, aparte de la muestra de ensayo de
acido nucleico, necesarios para efectuar el trabajo de la amplificacién del dcido nucleico. Estos reactivos
consisten en cinco clases de componentes: (1) un tampén acuoso, (2) una sal de magnesio soluble en
agua, (3) por lo menos tres trifosfatos de desoxirribonucledsidos (ANTPs), (4) oligonucledtidos cebado-
res (normalmente dos por cada secuencia diana, con secuencias que definen los extremos 5’ de las dos
cadenas complementarias de la secuencia diana de dos cadenas), y (5) una polinucle6tido polimerasa, de
preferencia una ADN polimerasa, y con mayor preferencia una ADN polimerasa termoestable, la cual
puede tolerar temperaturas entre 90° y 100°C durante un tiempo total transcurrido de por lo menos 10
minutos sin perder mas de aproximadamente la mitad de su actividad.

Los cuatro dNTPs convencionales son la timidina trifosfato (dTTP), la desoxiadenosina trifosfato
(dATP), la desoxicitidina trifosfato (dACTP), y la desoxiguanosina trifosfato (dGTP). Pueden ser aumen-
tados o algunas veces reemplazados por dNTPs que contienen bases anidlogas que son pares de bases
Watson-Crick como las cuatro bases convencionales. Ejemplos de dichos andlogos incluyen la desoxiu-
ridina trifosfato (dUTP) y dUTP con marcadores moleculares tales como la biotina y la digoxigenina,
unidos covalentemente a la base uracilo mediante brazos distanciadores.

Mientras que un “grupo completo” de reactivos PCR se refiere a la combinacién completa de los
reactantes esenciales excepto la muestra de ensayo de acido nucleico, un “subgrupo” de reactivos de PCR
carece por lo menos de uno de los reactivos esenciales distinto del tampoén acuoso. El “complemento”
o “subgrupo complementario” de un primer subgrupo de reactivos de PCR, contiene todos los reactivos

3 [43 b : z
que faltan en el primer subgrupo. Los “reactantes” de la PCR se refieren a los reactivos de la PCR mas
la muestra de ensayo de acido nucleico.

La “PCR Hot Start”™?” se refiere a la ampliacién PCR en la cual un subgrupo de reactivos se conserva
separadamente de su complemento y de la muestra de ensayo hasta que los 1ultimos componentes han
sido calentados a una temperatura entre alrededor de 50° y alrededor de 80°C, lo suficientemente elevada
para minimizar la actividad polimerasa no especifica. Después de que todos los reactantes de la PCR han
sido mezclados, da comienzo el ciclado térmico, controlando la temperatura de reaccién de forma que no
descienda nunca de aprox. 50°C hasta que la amplificacién sea completa.
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“Células fijadas” se refieren a una muestra de células biolégicas que han sido tratadas quimicamente
para consolidar las estructuras celulares, en particular, las membranas, contra la disrupcién por cambios
de disolventes, cambios de temperatura, esfuerzos mecanicos y secado. Las células pueden fijarse bien en
suspensién o bien contenidas en una muestra de tejido, tal como podrian obtenerse durante una autop-
sia, biopsia o intervencién quirurgica. Los fijadores de células son generalmente productos quimicos que
reticulan los constituyentes proteinicos de las estructuras celulares, lo méas habitual, reaccionando con los
grupos amino de las proteinas. Los fijadores mds preferidos son la formalina tamponada, etanol 95 %,
formaldehido, paraformaldehido o glutaraldehido. Las células fijadas pueden también ser tratadas con
proteinasas, enzimas que digieren las proteinas, o con surfactantes o disolventes orgdnicos que disuelven
los lipidos de la membrana, con el fin de aumentar la permeabilidad de las membranas de las células
fijadas, a los reactivos de la PCR. Estos tratamientos deben seguir a la fijaciéon para asegurar que las
estructuras de las membranas no se desharan completamente cuando se eliminen los lipidos o las proteinas
se escindan parcialmente. El tratamiento con proteasa se prefiere después de una fijacién de més de una
hora, y es menos preferido cuando la fijacién se ha efectuado en un intervalo de tiempo més corto. Por
ejemplo, una fijacién de diez minutos en formalina tamponada sin tratamiento con proteasa, es estandar
después de que las células en suspensién (p. €j. de la sangre) han sido depositadas por centrifugacién en
un portaobjetos mediante procedimientos estandar con citospina de la técnica citoquimica.

Una “seccion histoquimica” se refiere a una muestra sélida de un tejido biolégico que ha sido conge-
lado o fijado quimicamente y endurecido por incrustacién en una cera o pléastico, cortado en una hoja
fina, generalmente de varias micras de grueso, y fijada a un portaobjetos de microscopio.

Un “frotis citoquimico” se refiere a una suspension de células, tales como células sanguineas, que han
sido fijadas quimicamente y posteriormente fijadas a un portaobjetos de microscopio.

“PCR in situ” se refiere a la amplificacién por PCR realizada en células fijadas, de forma que el acido
nucleico especifico amplificado esta substancialmente contenido dentro de la célula o estructura subcelular
que originalmente contenia la secuencia diana de acido nucleico sometida a la amplificacién especifica.
Las células pueden estar en suspensiéon acuosa o pueden formar parte de una seccién histoquimica o un
frotis citoquimico. Preferiblemente, las células se hardn permeables a los reactivos de la PCR mediante
digestion con proteinasa o mediante la extraccién de los lipidos con un surfactante o con un disolvente
organico. Una “preparacién de la PCR in situ” consiste en una combinacién de células fijadas con un
subgrupo o un grupo completo de reactivos de la PCR.

Una “barrera de vapor” se refiere a un material organico en el cual el agua es insoluble, que cubre una
reaccion o preparacion de PCR, de forma que reduce substancialmente la pérdida de agua a la atmosfera
durante el ciclado térmico. Los materiales para la barrera de vapor son hidrocarburos liquidos tales
como un aceite mineral o aceite de parafina aunque algunos polimeros organicos sintéticos tales como los
fluorocarbonos y el caucho de silicona pueden también utilizarse como eficaces barreras de vapor para la
PCR. Las ceras que son sélidas a una temperatura por debajo de aprox. 50°C y liquidas a temperaturas
mas altas, forman también barreras de vapor adecuadas. La barrera de vapor puede ser una pelicula
delgada de pléstico, fabricada como una cubierta que encierra completamente la preparacion de la PCR
in situ o esta pegada a un portaobjetos de microscopio, la cual contiene una preparacién de PCR in situ,
de tal forma que aisla la reaccién del contacto con la atmésfera.

Una “proteina de unién al ADN monocatenario” (SSB) se refiere a un polipéptido que se une a un
ADN de una sola cadena, con més fuerza que a un ADN de cadena doble. Las SSB que se encuentran en
la naturaleza incluyen la proteina del gen 32 del bacteridfago T4, la proteina del gen 5 del bacteriéfago
filamentoso, la SSB de la E. coli con una subunidad de peso molecular 19 kilodaltons, las proteinas de
movimiento de 30 kilodaltons de los tobamovirus y la proteina de la regién vir E2 del Agrobacterium
tumefaciens.

La “deteccién” del acido nucleico amplificado por la PCR se refiere al proceso de observacion, locali-
zacién o cuantificacion de una senial analitica que se supone esté especificamente asociada con el producto
de la amplificaciéon por PCR, distinguida por los reactantes de la PCR. La senal analitica puede resultar
de la absorbancia o fluorescencia visible o ultravioleta, quimioluminiscencia o la imagen fotografica o au-
torradiografica de la absorbancia, fluorescencia, quimioluminiscencia o radiacion ionizante. La deteccion
de los productos de la PCR in situ comprende la observaciéon microscépica o el registro de dichas senales.
La senal deriva directamente o indirectamente de una “marca” molecular unida al cebador de la PCR
0 ANTP 6 a una sonda de acido nucleico, la cual marca o senalizacién puede ser un atomo radioactivo,
un cromoforo, un fluoréforo, un reactivo quimioluminiscente, una enzima capaz de generar un producto
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coloreado, fluorescente o quimioluminiscente o un grupo de unién capaz de reaccionar con otra molécula
o particula que conduce directamente o genera cataliticamente la senal analitica. Los grupos de unién
mas corrientes son la biotina, que se une estrechamente con la estreptavidina o avidina, la digoxigenina
que se une estrechamente a los anticuerpos anti-digoxigenina, y la fluoresceina que se une estrechamente
a los anticuerpos anti-fluoresceina. La avidina, estreptavidina y los anticuerpos se unen facilmente a los
croméforos, fluoréforos, dtomos radioactivos y enzimas capaces de generar senales coloreadas, fluorescen-
tes 0o quimioluminiscentes.

Una “sonda de acido nucleico” se refiere a un oligonucleétido o polinucleétido que contiene una se-
cuencia complementaria de toda o de una parte de la secuencia diana de la PCR, y también una marca
o senal que puede emplearse para localizar células en una preparacién de PCR in situ, la cual retiene la
marca o senal después de mezclar con la sonda de acido nucleico en el disolvente y las condiciones de
temperatura que promueven la reasociacién de la sonda al dcido nucleico especificamente amplificado.

Una modalidad preferida de fijaciéon de muestras de células para una PCR in situ de acuerdo con la
presente invencién, es la de incubar dichas células en formalina 10 %, fosfato Na 0,1 M, pH 7,0, durante
un tiempo de 10 minutos a 24 horas a temperatura ambiente. Las células pueden estar en forma de
una suspensién como la obtenida a partir de la sangre, o de una fraccién de la sangre como un “buffy
coat” (“leucocitos de sangre centrifugada”), o puede ser un tejido sélido como el obtenido a partir de una
biopsia, autopsia o procesos quirdrgicos bien conocidos en la técnica de la patologia clinica. Si la PCR se
efectiia en una suspensién de células, las células en suspension se centrifugan de preferencia después de la
fijacién con formalina, se resuspenden en solucién salina tamponada con fosfato, y se recentrifugan para
eliminar el fijador. Las células sedimentadas en forma de una bolita, lavadas, pueden ser resuspendidas en
tampo6n de PCR y anadidas directamente a un tubo de PCR. Si la PCR se efectia sobre un portaobjetos
de microscopio, las células suspendidas se depositan preferentemente sobre el portaobjetos con citospina,
se fijan 10 minutos en formalina tamponada, se lavan 1 minuto en agua y se lavan 1 minuto en etanol
95%. Alternativamente, las células suspendidas pueden ser centrifugadas en un tubo de centrifuga y la
bolita de células formada puede incrustarse en parafina y ser tratada como una muestra de tejido. Las
muestras de tejido pueden ser procesadas y a continuacién incrustadas en parafina y reducidas a una
serie de secciones de 4-5 um mediante procedimientos con el microtomo que son estdndar en la técnica
de la patologia clinica. Las secciones histoquimicas se colocan directamente sobre un portaobjetos de
microscopio. En cualquier caso, el portaobjetos habra sido tratado con 3-aminopropiltrietoxisilano 2 % en
acetona y secado al aire. Después de que los frotis o secciones han sido aplicados sobre los portaobjetos,
éstos se calientan alrededor de 60°C aprox. 1 hora. Las secciones incrustadas en parafina pueden ser
desparafinadas mediante 2 series de lavados de 5 minutos con xileno y 2 series de lavados de 5 minutos
con etanol 100 %, efectuédndose todos los lavados a temperatura ambiente agitando suavemente.

La seleccion de las secuencias del cebador de la PCR, la preparacién de los reactivos de la PCR y las
mezclas de reaccién y el diseno y ejecucion de las reacciones de la PCR, son procedimientos bien conocidos
en la técnica de la PCR. En el caso de que la amplificacién del acido nucleico se efectiie en células en
suspensién en un tubo estandar de PCR, las células se tratan como cualquier muestra del ensayo PCR
convencional, se diluyen en la mezcla de reaccién poco antes de que la amplificacién se ponga en marcha,
hasta alcanzar un ntimero total de células que va de aproximadamente 100 a aproximadamente 106. Para
la ejecucion del primer aspecto de la invencién en un tubo de reaccién, el inico cambio de la practica de
la PCR convencional es que se omite por lo menos un reactivo, de preferencia una enzima, pero muy po-
siblemente los cebadores, los dNTPs o el MgCls, de la mezcla de reaccién. Después de anadir 50 a 100 ul
de aceite mineral al tubo de reaccién, se coloca éste en un ciclador térmico, muchas versiones del cual
pueden adquirirse comercialmente, y se calienta a una temperatura entre aprox. 50°C y aprox. 80°C, de
preferencia entre 70° y 80°C. Mientras el tubo se mantiene a esta temperatura, se anade el reactivo que
falta, debajo de la barrera de vapor con un muestreador manual estdndar, de preferencia en un volumen
de 5 a 15 pl de tampén de PCR. Si se amplifican simultdaneamente varias muestras en diferentes tubos,
se utiliza una punta nueva del muestreador para anadir el (los) reactivo(s) que falta(n) a cada tubo, para
evitar la contaminacion cruzada. Después de que todos los tubos han sido preparados y tapados, tiene
lugar el programa del ciclo térmico de tres temperaturas de desnaturalizacion, reasociacién y extension
durante aproximadamente 10 a 40 ciclos, con un control por microprocesador del ciclador térmico. Alter-
nativamente, y a veces preferiblemente, pueden efectuarse unas series de ciclos de dos temperaturas, en
los cuales la reasociacién y la extension tienen lugar a una temperatura tunica, normalmente optimizada
para una reasociacién restrictiva del cebador al molde. Debido a que las velocidades de reaccién, pueden
ir algo retrasadas con las preparaciones celulares si se las compara con los acidos nucleicos liberados de
la célula, puede ser necesario aumentar las duraciones de la desnaturalizacién, reasociacién, extension,
o los segmentos del ciclo reasociacién-extensién, varios multiplos los valores estdndar cuando la muestra
de ensayo contiene acido nucleico liberado de la célula. Este ajuste se efectiia facilmente por tanteo
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buscando las condiciones que maximicen la intensidad de la senal observada durante la deteccion del
acido nucleico amplificado, o que minimice el niimero de ciclos necesarios para alcanzar una intensidad
dada de la sefial. Un procedimiento similar de optimizacién puede utilizarse para las concentraciones
de MgCly, dNTP, cebador y enzima, de la mezcla de reaccién; estos parametros presentan a menudo
diferentes valores éptimos para distintas dianas.

Para llevar a cabo el segundo aspecto de la invencién en un tubo de reaccidn, es necesario efectuar
varios cambios en la modalidad preferida que se acaba de describir. No hay ninguna necesidad de efectuar
el procedimiento manual Hot Start”™ descrito més arriba; todos los reactantes pueden mezclarse y la
barrera de vapor puede anadirse a temperatura ambiente antes de que empiece el ciclado térmico.

Sin embargo, es importante que los reactivos se mezclen en un orden tal, que la SSB no se anada en
dltimo lugar. De preferencia la SSB debe mezclarse previamente con los cebadores y los dos reactivos
pueden anadirse juntamente con los demds reactantes. La cantidad 6ptima de SSB variara con la iden-
tidad de la SSB y con la cantidad de ADN monocatenario de cada reaccién, y puede determinarse por
tanteo de acuerdo con los criterios descritos més arriba para la optimizacién de los parametros del ciclo
térmico. Debido a que las preparaciones celulares contienen normalmente poco ADN monocatenario, la
cantidad de cebadores en una reacciéon permite la aproximacion de la cantidad éptima de SSB, siguiendo
el siguiente camino: (1) calcular el total de moles de todos los cebadores a partir del nimero de ceba-
dores utilizados, sus concentraciones, y el volumen de la reaccién; (2) dividir la media de la longitud del
cebador por el valor conocido de la huella de la SSB particular utilizada y redondear al nimero entero
més préximo; (3) multiplicar este niimero entero por el total de moles del cebador para tener el nimero
total de moles de SSB necesarios para reaccionar con todos los cebadores, y (4) anadir una cantidad de
SSB igual a 0,5 a 2 veces la cantidad minima calculada de SSB. Un ajuste posterior puede hacerse por
tanteo. La huella de la SSB es el nimero de nucledtidos que ocupa el sitio de unién de la SSB. En la
literatura de investigacion, se ha informado de las siguientes huellas de SSB aproximadas: 8 nucledtidos
para la proteina del gen 32 del bacteriéfago T4; entre 33 y 65 nucledtidos para el tetramero de la SSB del
E. coli; 5 nucle6tidos para el monémero de la proteina del gen 5 del fago filamentoso; 4 a 7 nucledtidos
para el mondémero de la proteina del movimiento del tobamovirus de 30 kilodaltons; 30 nucleétidos por
el monémero de la proteina de la regién vir E2 de 64 kilodaltons del Agrobacterium tumefaciens.

Tanto si el primero o el segundo aspecto de la invencién se aplica a las células suspendidas en un tubo
PCR estandar, el tratamiento post-PCR preferido requerido para el analisis microscépico es el mismo.
Las células se centrifugan formando una bolita como sedimento y se lavan una vez en solucién salina
tamponada con fosfato antes de colocarlas sobre portaobjetos tratados con organosilano como se ha des-
crito més arriba, tanto si se trata de un frotis o de una seccién con el microtomo a través de la bolita
centrifugada incrustada en parafina. Calentando a 60°C durante una hora, aumenta la adherencia de las
células al portaobjetos.

En el caso de que el primer o segundo aspecto de la invencién se aplique a secciones histoquimicas o
frotis citoquimicos sujetos a un portaobjetos del microscopio, los procedimientos de amplificacién difieren
algo de los descritos mas arriba en tubos de PCR. Una modalidad preferida de efectuar el primer aspecto
de la invencién sobre portaobjetos de microscopio es la de cubrir la seccién o el frotis con aproximada-
mente 5 a 10 pl de la mezcla de reactivos de PCR a la que falta por lo menos un reactivo tal como una
enzima. A continuacién, se coloca un cubreobjetos de plédstico sobre esta preparacién, se coloca el por-
taobjetos dentro de una capsula de lamina de aluminio de 5 a 10 mm aproximadamente de profundidad,
cuyo fondo es ligeramente mayor que el portaobjetos, y la cdpsula se coloca sobre el bloque metélico
para muestras del ciclador térmico. Después de que el bloque para muestras se ha calentado a aprox.
80°C y se mantiene a esta temperatura, se levanta el cubreobjetos y se distribuye por la superficie de la
mezcla de reactivos, de 2 a 10 pl de tampén de PCR conteniendo el (los) reactivo(s) que faltaba(n). Se
vuelve a colocar el cubreobjetos antes de que la preparacion de la PCR in situ se seque, se anade una
gota de esmalte de unas a una punta del cubreobjetos para fijarlo al portaobjetos, y éste se cubre con el
suficiente aceite mineral para asegurar que todos los cubreobjetos incluidos sus extremos estan protegidos
de la atmdsfera. De preferencia el aceite debe haberse calentado previamente de forma que su adicién no
deduzca transitoriamente la temperatura de la preparacién de la PCR in situ. A continuacién se efectia
un ciclado térmico estandar de dos temperaturas o de tres temperatura de aproximadamente 40 ciclos.
Como se ha mencionado mas arriba, los pardametros del ciclo, el nimero de ciclos y las concentracio-
nes del reactivo de la PCR pueden necesitar una optimizacién para compensar la cinética anormal del
calentamiento y enfriamiento del portaobjetos de microscopio cubierto de aceite y los posibles cambios
de la velocidad de reaccién causados por la naturaleza celular de la muestra de ensayo. Después de la
amplificacién se elimina el aceite mineral del portaobjetos con un disolvente orgdnico tal como el xileno
y los portaobjetos se secan con etanol 100% o una serie creciente de concentraciones de alcohol. La
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preparacion exenta de aceite se incuba aproximadamente durante 15 minutos alrededor de 50°C en 0,15
M de NaCl, 0,015 M de citrato de Na, pH 7,0, para eliminar los reactivos PCR sin reaccionar. Este paso
es de mayor utilidad si los cebadores o los DNTP han sido marcados.

Una modalidad preferida de efectuar el segundo aspecto de la invencién sobre portaobjetos de mi-
croscopio, es seguir el procedimiento recomendado més arriba para el primer aspecto, con unos pocos
cambios. El método manual Hot Start”™ no es necesario, aunque puede usarse todavia. Se afade una
cantidad de SSB a la mezcla de reactivos, que se estime sea suficiente para unirse con todo el ADN
monocatenario de la preparacién PCR in situ. Esta estimacion se efectiia como se ha descrito més arriba
para la PCR efectuada en tubos de reaccién. Como entonces, es importante que la SSB no sea el iltimo
reactivo anadido; de preferencia se mezcla previamente con los cebadores, la forma més importante de
ADN monocatenario. Si no se utiliza el método manual Hot Start”™ , se junta la preparacién completa,
se cubre con un cubreobjetos de pléstico (sujeto al portaobjetos de microscopio con una gota de barniz
de unas, se coloca en la cipsula de lamina de aluminio, y se cubre con aceite ,mineral a temperatura
ambiente; se emplea una serie normal de ciclos térmicos, sin mantener inicialmente de 70° a 80°C. La
eliminacién posterior del aceite de la PCR y el secado de la preparacién, se efectian como se ha indicado
mas arriba.

La fase de deteccién de la PCR in situ se efectiia de la misma forma, tanto si se sigue el primero
como el segundo aspecto de la invencién y tanto si la PCR se efectiia en un tubo de reaccién como en
un portaobjetos de microscopio. Hay dos estrategias basicas para le deteccion. La primera estrategia
implica el marcaje bien del cebador de la PCR o bien por lo menos de uno de los DNTPS, con un ra-
diois6topo o con un grupo de unién tasl como la biotina, digoxigenina o fluoresceina o con otro fluoréforo.
En este caso, la marca incorporada en el acido nucleico amplificado puede ser analizada directamente,
con la condicién de que el reactivo marcado sin reaccionar haya sido eliminado por lavado después de la
PCR, y con la condicién de que el procedimiento de lavado y secado no haya movilizado el acido nucleico
amplificado de su punto de sintesis. La validez analitica de la simple estrategia de deteccion de la muestra
requiere que la invencién haya aumentado suficientemente la especificidad de la PCR in situ para que
los productos no especificos despreciables formados, sean lo bastante grande para resistir el lavado de
la preparacién ?77713777. Para ensayar y validar esta consecuencia del primero de los dos aspectos de
la invencién pueden realizarse las apropiadas reacciones de control. La reacciéon de control 1égicamente
mas convincente es realizar el procedimiento sobre células conocidas por carecer de la secuencia diana;
la validacion de la estrategia de deteccion simplificada requiere que ninguna senal sea generada en las
células de control. A menudo, dichas células de control estdn presentes en una preparacion histoquimica
o citoquimica, de forma que el anélisis estandar contiene su propio control. Un control menos convincente
es el de utilizar cebadores que difieren suficientemente de los cebadores 6ptimos para la secuencia diana
que no amplificardn la secuencia diana en las condiciones especificas de reasociacion y extension.

La segunda estrategia implica la deteccién del acido nucleico amplificado en la hibridacién in situ a
una sonda marcada de acido nucleico: un oligonucle6tido o polinucle6tido con una secuencia complemen-
taria a por lo menos parte de las secuencias amplificadas de dcido nucleico (de preferencia excluyendo las
secuencias del cebador). La hibridacién in situ, bien conocida por la técnica histoquimica y citoquimica,
tiene cuatro pasos basicos: la desnaturalizacién del ADN de la muestra de ensayo, la reasociacién de la
sonda al acido nucleico de la muestra de ensayo en condiciones restrictivas, lavado del portaobjetos de
microscopio con un disolvente en condiciones restrictivas para eliminar la sonda que no ha hibridado, y
la deteccion de la sonda que ha sido retenida en el portaobjetos.

Dejando aparte cual sea la estrategia de deteccidn utilizada, los métodos para la observacién y re-
gistro de la presencia y localizaciéon de la marca sobre el portaobjetos de microscopio, son los mismos.
Si la marca es un radioisétopo (de preferencia un poderoso emisor de radiaciones beta, tales como el
32p ¢ 1251), el portaobjetos de microscopio se recubre con una emulsién de rastreo nuclear tal como la
NTB-2 de Eastman Kodak Co (Rochester, NY), se incuba a 4°C durante un intervalo determinado por
tanteo y se revela mediante métodos estandar para dejar granos de plata microscopicamente detecta-
bles en la proximidad de las marcas inmovilizadas. Los procedimientos para el marcado con '2°I de la
sonda o el producto de la PCR, estdn descritos por Haase y col., (ver mds arriba). Si la marca es un
fluoréforo, puede observarse directamente en un microscopio de fluorescencia con filtros de excitacién
y emision optimizados para el fluoréforo particular. Este método de deteccién es particularmente ade-
cuado para multiples PCR in situ con diferentes pares de cebadores para diferentes secuencias diana de
acido nucleico. O bien diferentes fluoréforos de diferente especificidad pueden unirse a los cebadores, o
bien diferentes fluoréforos pueden unirse a sondas de diferente especificidad. Los métodos para unir los
fluoréforos a oligonucledtidos y polinucleétidos, de preferencia en los extremos 5’, ya son bien conocidos
en la quimica del 4cido nucleico y las técnicas de la PCR. Si la marca es un grupo de unién tal como
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la biotina o la digoxigenina, éste se incorpora directamente en el producto de la PCR (mediante los
cebadores 6 los ANTPs) 6 en los cebadores mediante esencialmente los mismos métodos empleados para
unir otras marcas. Sin embargo, en este caso, la generacién de la senal requiere unos pasos de deteccion
adicionales. De preferencia, el portaobjetos de microscopio se incuba en un disolvente acuoso tamponado
que contiene un conjugado covalente de una enzima de deteccién y una proteina de unién especifica para
la marca (avidina o estreptovidina) para la biotina, un anticuerpo antidigoxigenina para la digoxigenina,
un anticuerpo antifluoresceina para la fluoresceina). La enzima de deteccién preferida es la peroxidasa
de rédbano silvestre o la fosfatasa alcalina. Después de eliminar la enzima conjugada no unida, mediante
lavado con un disolvente acuoso tamponado, el portaobjetos de microscopio se sumerge en una solucién
que contiene un substrato cromogénico para la enzima empleada. Después de que se ha depositado un
color insoluble producto de la reaccién de la enzima, en los puntos del portaobjetos de microscopio en
donde el conjugado de enzima ha sido unido, el substrato que no ha reaccionado se elimina por lavado con
agua o un disolvente acuoso tamponado para evitar la formacién con el paso del tiempo de una coloracién
de fondo no especifica. Los substratos cromogénicos preferidos que generan productos insolubles ya son
bien conocidos en la técnica histoquimica y citoquimica, como son p. ej. los métodos de tincién y de
incubacién para el conjugado de enzima y lavado. Los substratos y conjugados de enzima pueden adqui-
rirse comercialmente en multitud de proveedores bien conocidos por los histoquimicos y citoquimicos.

Un procedimiento companero preferido en los pasos de deteccién de la presente invencion es la tincion
de contraste del portaobjetos de microscopio con colorantes fluorescentes (para marcas fluorescentes) o
colorantes croméforos (para la deteccién autorradiogrifica o la generacién enzimdtica de croméforos in-
solubles) los cuales emiten o absorben con diferentes caracteristicas espectrales que las senales especificas
del analito y que destacan las estructuras celulares, especialmente en células que carecen de la secuencia
diana de 4cido nucleico. Especialmente preferida para el examen de depdsitos de color azul insoluble
mediante transmisién microscdpica es la tincién de contraste mediante el “nuclear fast red” (“rojo rapido
nuclear”), estdndar en la técnica histoquimica y citoquimica. Los métodos para el examen de preparacio-
nes de PCR in situ, tintadas, por microscopia de transmisién o fluorescencia son ya bien conocidos en la
técnica histoquimica y citoquimica, como son p. €j. los métodos de registro permanente de las imagenes
microscépicas fotograficamente o mediante imagenes de video digitalizadas.

Cuando el primer o segundo aspecto de la invencién ha sido aplicado a células fijadas suspendidas en
un tubo de PCR, una modalidad de deteccién alternativa a la sujeciéon a un portaobjetos para el examen
microscépico es la citometria de flujo directa de las células en suspensién. La citometria de flujo se adapta
mejor a las senales fluorescentes, tanto si estdn incorporadas al acido nucleico amplificado durante la PCR,
in situ, como si estan unidas al dcido nucleico amplificado mediante la hibridacién de la sonda después de
la PCR. En cualquier caso es importante que las células se laven mediante sedimentacién y resuspension
en un disolvente acuoso tamponado exente de marca, para asegurar que la marca no asociada con el
acido nucleico amplificado estd completamente eliminada. Los métodos de la citometria de flujo, bien
conocidos por los bidlogos celulares, son de utilidad principalmente para el contaje de las proporciones
de células marcadas y de las no marcadas, aunque pueden también registrar la distribucién cuantitativa
de la marca entre las células.

En una modalidad preferida de efectuar los aspectos de la invencién, los bloque para muestras del ci-
clador térmico convencional, pueden modificarse para cambiar justo la superficie superior de forma que se
optimiza para el flujo caliente a y de los portaobjetos de microscopio. Se han descrito para ello dos disenos
muy distintos. Uno, para las aplicaciones de la PCR in situ en el cual pueden operarse simultdneamente
muy pocos portaobjetos, la superficie superior estd disenada para crear area horizontales planas lo bas-
tante grandes para sostener los portaobjetos de forma que las dimensiones grandes (altura y anchura)
estén horizontalmente. Estas dreas planas pueden rebajarse en pozos no muy profundos que mantienen
una barrera de vapor de aceite mineral cubriendo los portaobjetos. Las dreas deben tener por lo menos
16 mm de ancho y 77 mm de largo para ajustarse a los portaobjetos de microscopio convencionales de
vidrio. Los pozos deben ser por lo menos de 2 mm de profundidad para ajustarse al portaobjetos més el
cubre-objetos mas la barrera de vapor. Este disenio es compatible, bien con el primer aspecto o bien con
el segundo aspecto de la invencion.

Asimismo, para las aplicaciones in situ en las que se opera simultaneamente con muchos portaobjetos,
el bloque puede disenarse para contener muchas ranuras estrechas, profundas, verticales o aproximada-
mente verticales, del tamano suficiente para insertar los portaobjetos por un extremo con un minimo
espacio de separacién del portaobjetos de las superficies de metal que miran a las superficies superior
e inferior. El espacio intermedio se llena normalmente con aceite mineral u otro liquido no volatil para
proporcionar una barrera de vapor y una transferencia eficaz del calor durante el ciclo térmico. El plano
de una ranura puede estar inclinado de la vertical hasta aprox. 45° con el fin de emplear la fuerza de la
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gravedad para asegurar que una superficie del portaobjetos toca el metal del bloque para muestras. Las
ranuras deben tener una profundidad de 15 mm, por lo menos 77 mm de largo y por lo menos 2 mm de
ancho para que ajusten a un portaobjetos convencional mas el cubreobjetos. Este diseno es compatible
con el segundo aspecto de la invencién pero no se prefiere al primero porque bloquea rapidamente el
acceso a la preparacién de la PCR in situ para la eliminacién del cubreobjetos, adicién manual del (de
los) reactivo(s) de la PCR que falta(n), y reemplaza el cubreobjetos.

Pueden adquirirse en el comercio muchos diferentes cicladores térmicos, cada uno de ellos con un
diseno distinto del bloque para muestras. Sin embargo, estos disenos de bloques para muestras pueden
describirse en término s de varias caracteristicas generales: (a) composicién: pricticamente todos estdn
construidos de metal, de preferencia aluminio, para promover la durabilidad y la rdpida transferencia
de calor; la forma y todas las dimensiones de longitud, ancho y grueso; (c) las superficies inferior y
ocasionalmente las superficies laterales, disenadas para integrar los mecanismos de calefaccién y refri-
geracién que determinan la temperatura del bloque mientras el ciclador térmico estd funcionando; (d)
una superficie superior que contiene varios pozos dimensionados para sujetar herméticamente los tubos
de microcentrifuga, de preferencia alrededor de 0,5 ml de capacidad pero ocasionalmente sosteniendo de
1,5 ml, los cuales se usan habitualmente para contener reacciones de amplificacién de dcido nucleico; (e)
ocasionalmente uno o unos pocos pequenos pozos en una superficie disenada para sujetar herméticamente
una sonda termopar o termistor que retroalimenta la temperatura del bloque para muestras al circuito
de control del ciclador térmico.

Cambiando solamente la superficie superior del bloque para muestras, quedan practicamente invaria-
bles las demds caracteristicas del diseflo (excepto el grueso posible del bloque), con el fin de minimizar el
impacto sobre la fabricacién y rendimiento del ciclador térmico. Se prefiere también que el bloque para
muestras modificado tenga la misma masa que el bloque para muestras convencional del ciclador térmico
en cuestion para minimizar el impacto sobre la cinética de calentamiento y enfriamiento.

Los bloques para muestras del ciclador térmico mas corrientes, estdn fabricados mecanizando un
bloque de metal tnico, con una fresa rotativa, a las dimensiones exactas, los pozos y otros contornos
necesarios para integrar con el resto del ciclador térmico. Los orificios para sujetar con tornillos el bloque
al resto del ciclador térmico pueden practicarse con un taladro. Los mismos procedimientos de fabri-
cacion son adecuados para los bloques de muestras modificados que aqui se describen. Sin embargo la
forma rectilinea de los pozos adaptados para ajustar herméticamente a los portaobjetos de microscopio
se practican también ficilmente por estampacién o mecanizado (incluyendo el chorro de ldser o agua,
para corte) de planchas de metal relativamente delgadas que se fijan juntas con tornillos para formar un
conjunto de ldminas. El bloque entero puede ser de laminas; o solamente puede ser de laminas la parte
superior, conteniendo los pozos para los portaobjetos de microscopio y estar sujeto con tornillos a una
solida parte inferior la cual contiene las caracteristicas del bloque que se integran con el resto del ciclador
térmico.

Un diseno de bloque de muestras de un ciclador térmico puede incluir tanto pozos optimizados para
portaobjetos de microscopio como pozos disenados para contener los tubos convencionales para la amplifi-
cacién del acido nucleico. De preferencia, los pozos para los tubos de reaccién ocupan una o varias hileras
a lo largo de los bordes del bloque de muestras, reservando el drea central del bloque de muestras para
los pozos para portaobjetos de microscopio. Esta modalidad se efectiia mejor si se dejan sin modificar las
otras caracteristicas del bloque de muestras, incluyendo la masa de metal. La fabricacién es mas sencilla
cuando se realiza mediante mecanizacién, debido a la simetria cilindrica de los pozos para los tubos de
reaccién.

Unos pocos cicladores térmicos que pueden adquirirse comercialmente y disenios de cicladores térmicos
publicados prescinden de los bloques de muestras de metal y sumergen los tubos convencionales de la
PCR en una corriente que se mueve rapidamente de aire caliente o frio, agua u otro fluido de transferencia
térmica. Dichos disenos se adaptan facilmente a los portaobjetos de microscopio substituyendo los sopor-
tes de los tubos con un alambre de metal o latex de plastico que sostienen los portaobjetos firmemente
en la corriente del fluido de transferencia térmica. De preferencia, los portaobjetos estan orientados de
forma que su dimensién mas pequefia (grueso) estd de cara al flujo de fluido y el vector dominante del
flujo de fluido descansa en un plano paralelo al plano de sus dimensiones mds grandes (ancho y largo).
Un ligero biselado de los portaobjetos de microscopio pueden crear una suave turbulencia que ayuda a
asegurar una uniforme transferencia del calor.

En el caso de que el ciclador térmico contacte directamente con los portaobjetos de microscopio con un
fluido de transferencia térmica en movimiento, es necesario aislar los portaobjetos del fluido de transferen-
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cia térmica mediante una delgada barrera que bloquea la transferencia de material entre la preparacién
de la PCR in situ y el fluido de transferencia térmica. De otra manera, la preparacién puede desecarse o
sufrir un lavado(blanqueado) de los reactivos de la PCR. Las barreras preferidas son las bolsas de pldstico
fino impermeable al agua con alta conductividad térmica, tales como el fluorocarbono, poliuretano, una
poliolefina, una poliimida o una poliamida. Las bolsas deben sellarse de forma de forma que eviten la
pérdida de fluido o vapor de agua dentro o fuera de la misma. Tanto un adhesivo resistente al agua como
una grapa hermética pueden servir adecuadamente para sellar la bolsa. Si el fluido de transferencia de
calor es un liquido, un borde de la bolsa puede proyectar hacia arriba el liquido en el espacio de vapor
encima del mismo. Como una alternativa a una bolsa, la barrera de vapor puede constar de un hoja
fina de plastico con aproximadamente la longitud y ancho de un portaobjetos de microscopio con un
adhesivo resistente al agua caliente aplicado en una tira estrecha alrededor de todos los bordes sobre una
cara. La lamina se comprime firmemente a la cara superior del portaobjetos microscépico antes de poner
en marcha el ciclaje térmico y pueda quitarse facilmente después para el proceso de deteccién. Puede
reemplazarse incluso el cubreobjetos.

De la anterior descripcién y de los siguientes ejemplos, cualquier experto en la especialidad puede
apreciar los muchos diversos aspectos de la presente invencién, como se abarca en las siguientes reivindi-
caciones.

Ejemplo 1
PCR in situ y deteccion de la hibridacion del HPV integrado en el ADN gendmico humano

Se hicieron crecer células de la linea celular del cdncer cervical humano, SiHa (ATCC HTB 35), con-
teniendo una copia integrada del genoma del virus tipo 16 del papiloma humano (HPV) por genoma
humano, hasta una densidad de alrededor de 10° células/ml en medio esencial minimo de Eagle con
aminoacidos no esenciales, piruvato de sodio, y 1% % de suero bovino fetal, lavado dos veces en solucién
salina tamponada con Tris, ajustado a una densidad aproximadamente de 10* células/ml, y se agit6
durante la noche a temperatura ambiente en 10 % (vol/vol) de formaldehido en tampén de fosfato. Las
células fijadas con formaldehido se centrifugaron a 2.000 rpm durante 3 minutos y el sedimento resultante
en forma de bolita se incrust6 en parafina. Las secciones con el microtomo (4 pm de grueso) del bloque
de parafina se fijaron a portaobjetos de microscopio de vidrio los cuales habian sido banados en amino-
propiltrietoxisilano al 2-3% (Aldrich Chemical Co) en acetona, sumergiendo las secciones en un bafio
de agua. Una vez fijadas, se desparafinaron las secciones y se digirieron proteoliticamente con reactivos
de Viratype® | in situ Tissue Hybridization Kit (“kit de hibridacién de tejidos in situ) (Life Technolo-
gies, Inc., Gaithersburg, MD) siguiendo las instrucciones del fabricante. (podrian haber sido empleados
en su lugar, los reactivos equivalentes y métodos de Oncor S6800kit, Oncor, Inc., Gaithersburg, MD).
Los portaobjetos se colocaron en cipsulas de ldmina de aluminio hechas a mano, de unas dimensiones
aproximadas de 8x3x1 mm; y cada conjunto de cuatro secciones (por portaobjetos) se recubrié con 5
a 10 ul de solucién de PCR, (ver méas adelante). A continuacién se colocé un cubreobjetos de pléstico
sobre cada cuatro secciones en la preparacién de PCR in situ. Para la PCR in situ convencional, el
cubreobjetos se sujeté al portaobjetos con una gota de barniz de unas, el portaobjetos se cubrié con 1
ml aproximadamente de aceite mineral, la cdpsula de lamina de aluminio se colocé en la parte superior
del bloque de aluminio para muestras de un ciclador térmico de PCR y se puso en marcha el ciclaje
térmico. Para la PCR in situ del método Hot Start”™ manual, la cidpsula que contiene el portaobjetos
(con el cubreobjetos) se calent6 a 82°C y se mantuvo el ciclador térmico a esta temperatura mientras el
cubreobjetos se levantd, se distribuyeron 2 ul de los reactivos incompletos de la PCR, (ver més adelante)
sobre la superficie de la preparacién, el cubreobjetos fué reemplazado y fijado al cubreobjetos con una
gota de barniz de unas y encima del porta y cubreobjetos se colocé aproximadamente 1 ml de aceite
mineral calentado previamente a 82°C, en la cdpsula. A continuacién se reanudé el programa térmico
normal.

La soluciéon de PCR a pH 8,3 contenia 10 Mm TrisCl, 50 Mm KCl, 4,5 Mm MgCl,, 20 Mm de
cada DNTP, 0,2 unidades/plitro de AmpliTaq® ADN polimerasa y 6 uM de cada cebador. Para los
experimentos de “un par unico de cebadores”, los cebadores fueron el PV1 y el PV2, generando un
producto de 449 bp del genoma de HPV tipo 16. Para los experimentos de “muiltiples pares de cebadores”,
se emplearon los cebadores PV1 al PV7, que generaron unas series de productos de PCR solapandose
aproximadamente 450 bp, cubriendo una secuencia de longitud de 1247 bp. Todas las secuencias de los
cebadores estan dadas en la tabla que sigue:
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Posicion del primero

Cebador SEQ ID No Nucledtido Secuencia

PV1 (5) 1 110 5-CAGGACCCACAGGAGCGACC
PV2 (3) 2 559 5-TTACAGCTGGGTTTCTCTAC
PV3 (5) 3 501 5-CCGGTCGATGTATGTCTTGT
PV4 (3) 4 956 5-ATCCCCTGTTTTTTTTTCCA
PV5 (5) 5 898 5-GGTACGGGATGTAATGGATG
PV6 (3) 6 1357 5-CCACTTCCACCACTATACTG
PV7 (5) 7 1300 5-AGGTAGAAGGGCGCCATGAG

Para la PCR convencional in situ, todos los componentes de la relacién anterior estaban presentes
en la solucién de PCR inicialmente anadida a las secciones histoquimicas. Para la PCR in situ con el
Hot Start”™ manual, la solucién inicialmente anadida a las secciones carecia de cebadores y de Taq
polimerasa. Estos reactivos fueron anadidos separadamente en 2 pl de 10 Mm TrisCl, 50 Mm Kcl, pH
8,3, después de que el portaobjetos se calentara a 82°C. Para el primer ciclo térmico, la desnaturali-
zacién se efectué durante 3 minutos a 94°C y loa reasociacién/extension se realizé durante 2 minutos a
55°C; los restantes 39 ciclos constaron de 1 minuto de desnaturalizacién a 94°C y 2 minutos de reaso-
ciacién/extension.

Después de la amplificacién del ADN, se eliminé el aceite mineral banando en xileno, el cubreob-
jetos se retiré y las secciones montadas se secaron en etanol 100%. Cada portaobjetos se incubé con
10 ul de una solucién de 500 ng/ml de una sonda de polinucleétidos biotinilada HPV tipo 16 especifica
(Viratype Kit, Life Technologies, Inc.) en 0,03 M citrato de Na, 0,30 M NaCl, pH 7,0, 5% de sulfato
de dextrano, 50 % de formamida a 100°C durante 5 minutos y a continuacién 37°C durante 2 horas; a
continuacién el portaobjetos se traté con un conjugado de fosfatasa alcalina-estreptavidina y los subs-
tratos de la fosfatasa, fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil (BCIP) y el azul nitro de tetrazolio (NBT), de
acuerdo con las instrucciones del suministrador del kit S6800 Staining Kit (Oncor, Gaithersburg, MD).
Después de la deteccién enzimatica de la sonda biotinilada capturada sobre las secciones, dichas secciones
fueron sometidas a una tincién de contraste con rojo rapido nuclear durante 5 minutos. Se obtuvieron
los siguientes resultados en este sistema experimental, cuando los portaobjetos tintados fueron exami-
nados por microscopia de transmisién con un aumento de 40-400 X. En una PCR in situ convencional,
no se detectaron HPV dianas de copia tnica en células SiHa, con un par tnico de cebadores, pero si se
detectaron claramente en la mayoria de nicleos con pares multiples de cebadores. En la PCR in situ
con el Hot Start”™ manual, un par tnico de cebadores tintaron alrededor del 80 % de niicleos de células
més fuertemente que lo hicieron pares multiples de cebadores en el método convencional. El otro 20 %
pudo haber sido danado durante la preparacién de las secciones. La conclusién previamente publicada de
que la PCR in situ requiere multiples pares de cebadores especificando las dianas solapadas, queda por
lo tanto invalidada. El rendimiento préctico, y de hecho perfeccionado, de un tunico par de cebadores,
aumenta en gran manera la utilidad de la PCR in situ.

Ejemplo 2
Deteccion de la hibridacion PCR in situ del HIV-I integrado en el ADN gendmico humano

La linea celular de linfocitos T humanos H9 (ATCC CRL 8543), se hizo crecer a una densidad al-
rededor de 10° células/ml en medio RPMI completo, se infecté con HIV-1 como se describe en Basic
Virological Techniques (“Técnicas viricas bésicas”), pp. 66-69, y se incubé durante 4 dias a temperatura
ambiente. Aproximadamente 10* células de esta incubacién se fijaron con formaldehido, se incrustaron
en parafina , se seccionaron (4 pum de grueso), se montaron sobre portaobjetos de vidrio y se permeabili-
zaron proteoliticamente como en el ejemplo 1. La PCR in situ convencional y la Hot Start”™ manual, se
efectuaron como en el ejemplo 1, excepto que se utiliz6 un dnico par de cebadores, SK38 y SK39 (Perkin
Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT) especificando una diana de 115 bp de la regién gag del HIV-1.
El procesado después de la PCR fué como en el ejemplo 1, excepto que la sonda, SK19 (Perkin Elmer
Cetus Instruments) se marcé con digoxigenina 11-DUTP empleando cebadores al azar, empleando los
reactivos y siguiendo las instrucciones de Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN), fabricante del DNTP
marcado y el kit de marcaje Genius”™ . La tintura del portaobjetos de microscopio tratado con la sonda,
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se efectud con un conjugado fosfatasa alcalina-antidigoxigenina y los croméferos BCIP/NBT, siguiendo
igualmente las instrucciones del fabricante.

El examen microscépico del portaobjetos mostré que alrededor del 90 % de niicleos de células habian
sido tefiidas con BCIP/NBT después de la PCR in situ Hot Start?™; en cambio, la PCR in situ conven-
cional no proporcioné ntcleos tenidos. Incluso un producto de 115 bp pudo ser detectado sin el empleo
de isétopos, mediante (y solo mediante) el método mejorado Hot Start”™ .

Ejemplo 3
Mejora de la especificidad de la PCR in situ resultante del método Hot Start

Se prepararon portaobjetos de microscopio llevando secciones histoquimicas de células SiHa fijadas
e incrustadas, Las secciones se trataron con aproximadamente 50 ul de leucocitos periféricos humanos
(aproximadamente 5.000 células/ml) de un dador HPV negativo, preparados a partir de un buffy coat
(“leucocitos resultantes de sangre centrifugada”), y depositados sobre el portaobjetos mediante citos-
pina. Las células anadidas se fijaron durante 5 minutos a temperatura ambiente en formaldehido 10 % en
tampén de fosfato. Los portaobjetos se sometieron a la PCR in situ convencional o Hot Start”™ manual,
como se ha descrito en el ejemplo 1, con la diferencia de que los DNTPS se aumentaron con 5 Mm de
digoxigenin-11-DUTP (Boehringer Mannheim). Se empleé el par de cebadores de HPV, PV1 y PV2.

Después de la amplificacién del ADN, todo el ADN marcado con la digoxigenina, que no habia
sido eliminado durante el lavado y la deshidrogenaciéon, se tiié con un conjugado fosfatasa alcalina-
antidigoxigenina y substratos de fosfatasa, BCIP y NBT, segiin recomendacion de Boehringer Mannheim,
proveedor de los reactivos de tincién, con la diferencia de que los volimenes de reactivo se redujeron
aproximadamente un 95 % para adaptar las secciones histoquimicas antes que las membranas de South
blotting. Después de la tincién del ADN amplificado, los leucocitos se tifieron inmunohistogimicamente
mediante un par de anticuerpos primarios monoclonales de ratén contra el antigeno comtun del leucocito
(DAKO-LCA, conteniendo los anticuerpos pD7/26 y 2BN; DAKO-PATTS) y un kit Histostain-SP para la
deteccién del anticuerpo primario de ratén (Zymed Laboratories Inc., South San Francisco, CA). Este kit
emplea un anti anticuerpo secundario de ratén biotinilado, peroxidasaestreptavidina de rdbano silvestre
y el substrato de peroxidasa cromogénico, aminoetilcarbazol. Tanto los anticuerpos primarios como el
kit de tincion se utilizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El examen microscépico mostré que la PCR in situ Hot Start”™ tiné alrededor del 80 % de niicleos
de células SiHa, pero ninguin nicleo de leucocito, demostrando la especificidad y sensibilidad del procedi-
miento Hot Start”™ , incluso con un tnico par de cebadores. En contraste, la PCR in situ convencional
fué tan inespecifica que todas las células, tanto las SiHa como los leucocitos, se tineron, lo cual indicé
que tiene lugar una considerable amplificacién no inducida por la diana, cuando no se emplea el procedi-
miento Hot Start”™ . Aunque las sondas especificas para la diana pueden distinguir el ADN amplificado
especifica y no especificamente de%pués de la hibridacién in situ (ver ejemplo 1), el presente ejemplo
demuestra que el método Hot Start”™ puede hacer que no sea necesario utilizar las sondas, simplificando
mucho la deteccién y con ello potenciando todavia mas la practicidad de la PCR in situ.

Listado de secuencias

INFORMACION PARA SEQ ID NO: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA : simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: distinta al 4cido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 1:

CAGGACCCAC AGGAGCGACC
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INFORMACION PARA SEQ ID NO: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) CADENA : simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: distinta al 4cido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:

TTACAGCTGG GTTTCTCTAC

INFORMACION PARA SEQ ID NO: 3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) CADENA : simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: distinta al 4cido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 3:

CCGGTCGATG TATGTCTTGT

INFORMACION PARA SEQ ID NO: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) CADENA : simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: distinta al 4cido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4:

ATCCCCTGTT TTTTTTTCCA

INFORMACION PARA SEQ ID NO: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 bases

(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) CADENA : simple

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: distinta al 4cido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 5:

GGTACGGGAT GTAATGGATG

INFORMACION PARA SEQ ID NO: 6:

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico

(if)

) CADENA : simple

(C
(D) TOPOLOGIA: lineal
T

TPO DE MOLECULA: distinta al 4cido nucleico
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 6:

CCACTTCCAC CACTATACTG
INFORMACION PARA SEQ ID NO: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA : simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: distinta al 4cido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 7:

AGGTAGAAGG GCGCCATGAG
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la amplificacién PCR in situ de una secuencia de acido nucleico diana en
las células, el cual procedimiento comprende:

(a) adicién in situ de una composicién que contiene células quimicamente tratadas con un fijador que
reticula los constituyentes proteinicos de las estructuras celulares;

(b) adicién de un primer subgrupo de reactivos de la PCR y opcionalmente una proteina de unién al
ADN monocatenario, a la composicién del paso a), e incubacién de las células y del subgrupo de reactivos
de la PCR a una temperatura entre alrededor de 50° y alrededor de 80°C;

(c) adicién a la composicién del paso b) de un subgrupo de reactivos de la PCR, el cual complementa
al primer subgrupo, de forma que el grupo completo de reactivos de la PCR contiene un tnico par de
cebadores para cada secuencia diana;

(d) sometiendo la composicién del paso (c) a un ciclaje térmico suficiente para amplificar la secuencia
diana de acido nucleico especificado por el grupo completo de reactivos de la PCR, y

(e) detectando opcionalmente la secuencia amplificada de dcido nucleico de manera que la localiza en
las células individuales que originalmente contienen la secuencia diana de acido nucleico.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que las células tratadas quimicamente estdn sujetas
a un portaobjetos de microscopio entre los pasos (a) y (b) 6 entre los pasos (d) y (e).

3. El procedimiento de la reivindicaciéon 2, comprendiendo ademds la colocacién de una barrera de
vapor encima de la composicién antes de que la composicién sea incubada en el paso (b).

4. Un procedimiento para la amplificacion de la PCR in situ de una secuencia diana de acido nucleico
en células, el cual comprende:

(a) adicién in situ de una composicién que contiene células quimicamente tratadas con un fijador que
reticula los constituyentes proteinicos de las estructuras celulares;

(b) adicién a la composicién del grupo completo de reactivos de la PCR, en donde el grupo completo
de reactivos de la PCR comprende un tnico par de cebadores para cada secuencia diana, y una proteina
de unién al ADN monocatenario;

(c) sometiendo la composicién del paso (b) a un ciclaje térmico suficiente para amplificar la secuencia
diana de acido nucleico especificado por el grupo completo de reactivos, y

(d) opcionalmente, detectando la secuencia amplificada de dcido nucleico de manera que la localiza
en las células individuales que originalmente contienen la secuencia diana de acido nucleico.

5. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que las células estan sujetas a un portaobjetos de
microscopio entre los pasos (a) y (b) o entre los pasos (¢) y (d).

6. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que (1) las células estdn sujetas a un portaobjetos
de microscopio, (2) se coloca una barrera de vapor encima de la composicién antes del paso (c), y (3) se
elimina la barrera de vapor antes de efectuar el paso (d).

7. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que las células se
han convertido en permeables para los reactivos de la PCR.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que las células se convierten en permea-
bles por tratamiento de las mismas con una proteinasa.

9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el fijador se
selecciona entre el grupo formado por formalina, formaldehido, paraformaldehido y glutaraldehido.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que las células tratadas
quimicamente residen dentro de una seccién histoquimica o un frotis citoquimico.
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11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la proteina de unién al
ADN monocatenario, es la proteina del gen 32 del bacteriéfago T4.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el primer subgrupo
de reactivos de la PCR consta de todos los reactivos de la PCR a excepcién de la polimerasa de dcido
nucleico.

13. Una composicién para la PCR in situ, que contiene células quimicamente tratadas con un fijador
que reticula los constituyentes proteinicos de las estructuras celulares, un primer subgrupo de reactivos
de la PCR en el que dicho subgrupo comprende un tnico par de cebadores para cada secuencia diana, y
opcionalmente una proteina de unién al ADN monocatenario.

14. Una composicién para la PCR in situ, que comprende células quimicamente tratadas con un fija-
dor que reticula los constituyentes proteinicos de las estructuras celulares, un grupo completo de reactivos
de la PCR, de forma que el grupo completo comprende un tnico par de cebadores para cada secuencia
diana, y una proteina de unién al ADN monocatenario.

15. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 13 o la reivindicacién 14, en la que las células se
han convertido en permeables para los reactivos de la PCR, de preferencia mediante un tratamiento con
proteinasa.

16. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 13 o reivindicacion 14, en la cual el fijador se
selecciona del grupo formado por la formalina, formaldehido, paraformaldehido y glutaraldehido.

17. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 13 o reivindicacién 14, en la cual las células estan
sujetas a un portaobjetos de microscopio.

18. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 13 6 reivindicacién 14, en la cual las células se
encuentran dentro de una seccién histoquimica o un frotis citoquimico.

19. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 13 6 reivindicacién 14, que comprende ademas,
una barrera de vapor encima de la composicion.

20. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que el primer subgrupo de reactivos de
la PCR consta de todos los reactivos de la PCR a excepcién de la polimerasa de acido nucleico.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE)
y a la Disposicién Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la
aplicacién del Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a
Espafia y solicitadas antes del 7-10-1992, no producirdn ningun efecto en Espainia en
la medida en que confieran protecciéon a productos quimicos y farmacéuticos como
tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada
reserva.
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