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@Resumen:

La presente solicitud de patente se refiere a un
procedimiento para la obtencién de imagenes
confocales de la tincién histolégica Xgal, el cual se
puede combinar con otros fluoréforos usados en
inmunofluorescencia permitiendo por tanto el marcaje
multiple y la localizacién del precipitado Xgal a nivel
celular. Ademas se reivindica un método correctivo
que permite la visualizacién en microscopia confocal
del precipitado Xgal y otros precipitados opacos.
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DESCRIPCION

Procedimiento para detectar el precipitado de X-gal u otros precipitados opacos mediante microscopia confocal,
Sector de la Técnica

El &rea cientifico-técnica en el que se desarrolla la invencion es en el campo de la investigacion biomédica y se
refiere a un nuevo procedimiento para realizar adquisicién de imagenes confocales de la tincion histolégica Xgal, una
técnica de amplio uso en el ambito de la Biomedicina (Biologia, Medicina experimental, Bioquimica,
Farmacologia....), asi como al disefio de un software que automatice y facilite la adquisicidon de dichas iméagenes.

El sector de actividad en el que se aplicaria la invencién es en la investigacion e industria biomédica, mas
concretamente en el campo de la microscopia confocal. Igualmente podria tener interés en el campo de las ciencias
de los materiales.

Estado de la técnica

La tincién histolégica Xgal se ha desarrollado en los ultimos afios como uno de los principales método de
visualizacion de la expresidon génica en animales de experimentacion. Este método se basa en la utilizacion del gen
bacteriano LacZ, que codifica la expresién de la enzima (-galactosidasa, como marcador de expresion génica
(Sanchez et al., 1996; Studer ef al., 1996). El sustrato empleado para visualizar la tincion Xgal es el 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl B-D-galactopiranosida (Xgal). La adicién de dicho sustrato, tras la correspondiente reaccion de la B-
galactosidasa, permite una facil e inequivoca deteccidén de expresién génica mediante un precipitado azul, el cual
puede ser visualizado mediante microscopia de campo claro. La tincidn Xgal se puede realizar tanto en secciones de
tejido como en 6rganos completos, siendo el método mas utilizado para la inequivoca deteccion de la expresion
génica mediante el uso de determinadas lineas de animales genéticamente modificados. Entre estas lineas de
ratones genéticamente modificados se incluye la linea de ratones inducibles mediante la Cre-recombinasa ROSA-26
(Soriano, 1999) la cual es la linea de animales mas utilizada en estudios de visualizacion de la expresién génica.

El unico sistema para la visualizacion de la expresion génica que rivaliza con la tincién Xgal es la proteina
fluorescente verde (GFP, del inglés "Green Fluorescence Protein"), sin embargo la tincion Xgal ofrece un menor
umbral de deteccidon y una mejor relacién sefial-ruido que la GFP. No obstante la tincion Xgal tiene una gran
desventaja frente a la GFP, ya que no permite realizar adquisiciones con microscopia confocal. Esto impide que
aunque se combine con un segundo marcador (ya sea mediante inmunofluorescencia o la propia GFP) se pueda
realizar una correcta localizacién celular del precipitado Xgal en secciones de tejido, imposibilitando determinar de
forma fehaciente el tipo celular responsable de dicha expresion génica (Seymour et al.,, 2007). La gran desventaja
que supone el hecho de no poder adquirir imagenes confocales con la tincién Xgal se intenta salvar mediante
inmunofluorescencia con anticuerpos especificos contra la enzima {-galactosidasa. Sin embargo, esta solucion
ofrece los problemas clasicos de la inmunofluorescencia: un umbral de deteccion alto y una gran susceptibilidad a
ofrecer falsos positivos. Recientemente se ha descrito un método que permite la visualizacion fluorescente del
precipitado Xgal y por tanto la realizacién de microscopia confocal (Matei et al., 2006). Sin embargo este método
requiere un complejo proceso previo de fotoactivacion del precipitado Xgal mediante un laser de zafiro dopado con
titanio, el cual no es comunmente instalado en la mayoria de microscopios confocales. Ademas, este método de
fotoactivacion del precipitado Xgal resulta en la emisién de fluorescencia en el ancho rango de espectro de la luz
visible (500-620), lo que imposibilita la utilizacién de los fluoréforos con la excitaciones en la zona del espectro de
emisién que abarca de la zona verde hasta la roja mas comunmente utilizados para realizar colocalizacién de
subestructuras.

Explicacion de la invencion

La tincion histolégica Xgal permite una facil e inequivoca deteccidn de expresion génica mediante su visualizacion
con microscopia de campo claro. No obstante actualmente la tincion Xgal no permite realizar adquisiciones con
microscopia confocal, lo que impide que aunque se combine con un segundo marcador se pueda realizar una
correcta localizacion celular del precipitado Xgal en secciones de tejido.

El procedimiento objeto de la presente invencién posibilita la adquisicion de imagenes confocales del precipitado
Xgal sin ningun proceso previo de fotoactivacion, y consiste en la excitacion del precipitado Xgal con una longitud de
onda por encima de los 600 nm y la deteccién de la emisién de la fluorescencia a las longitudes de ondas mas
largas. Ademas, un adecuado procesado de dicha emisién de fluorescencia con un método correctivo permite la
adquisicidon de iméagenes confocales, localizando de manera inequivoca a nivel celular el precipitado Xgal. La
obtencidon de iméagenes de fluorescencia por el precipitado Xgal permite combinar este procedimiento con el uso de
otros fluoréforos normalmente utilizados en inmunofluorescencia. Esto permite una facil determinacién de la célula
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en que esta localizado el precipitado al combinar este procedimiento con inmunofluorescencia para marcadores
especificos del tipo celular en cuestion.

El procedimiento que esta patente propone posibilita la adquisicion de imagenes confocales del precipitado Xgal.
Para poder adquirir imagenes confocales de una muestra con el precipitado Xgal en secciones de tejido es
necesario que al excitar el precipitado se pueda obtener una imagen fluorescente de éste. Por tanto en un primer
abordaje se purificé el precipitado Xgal procedente de bacterias que expresaban B-galactosidasa y que fueron
tratadas con el sustrato Xgal. Una vez purificado el precipitado Xgal se realizé el espectro de absorcion el cual se
muestra en la Figura 1A, en dicho espectro se observa ademas de un gran pico de absorcién en la zona de
ultravioleta un pequefio pico de absorcién en la zona por encima de 600 nm y hasta 700 nm, que se representa
ampliado en la Figura 1B. Esto posibilita que excitando el precipitado Xgal con un haz de luz coherente por encima
de los 600 nm éste produce una emisidon con una longitud de onda superior a 650 nm (Figura 2).

El hecho de que al excitar el precipitado Xgal con una longitud de onda por encima de 600 nm éste produzca una
emisién con una longitud de onda superior a 650 nm permite obtener una imagen fluorescente del precipitado
mediante el microscopio confocal. En la figura 3 se exponen imagenes obtenidas mediante microscopia confocal
excitando el precipitado Xgal a distintas longitudes de onda. Como se muestra en dicha figura la excitacién del
precipitado con una longitud de onda de 633 nm permite obtener una imagen fluorescente de éste mediante
microscopia confocal.

No obstante, al trasladar dicha invencion a secciones de tejido se obtiene una imagen fluorescente con una mala
relacion sefial/ruido (véase Figura 5A-B). En el procedimiento objeto de la invencién se propone un proceso que
permite mejorar dicha relacion sefial/ruido. Este consiste en sustraer de la imagen digital de fluorescencia la sefial
digital de la transmitancia de la seccioén en estudio, que es obtenida mediante escaneo simultaneo de la sefial de luz
transmitida. Es importante que el haz de luz coherente utilizado para la deteccion de la sefial de luz transmitida sea
por encima de los 600 nm, ya que en estas longitudes de onda la luz del haz tiene la mayor dispersion, por ello se
obtiene una imagen mas contrastada. Esta adquisicién nos permite ajustar los valores de transmitancia a minimos
(cercanos a 0) para el precipitado Xgal (Figura 4).

La sustraccion de la sefial de transmision en las zonas de la seccién donde exista precipitado Xgal no disminuira la
sefial de fluorescencia, ya que dicho precipitado es opaco por lo que absorbe toda la luz y por tanto tendria un valor
de transmitancia cercano a 0 (Figura 4). Sin embargo en las zonas de la seccién donde no estuviera el precipitado
Xgal los valores de absorbancia serdn mayores, esto permite que al restar dichos valores de la imagen de
fluorescencia se disminuye en gran medida la sefial inespecifica (Figura 5C). Por tanto al sustraer los valores de la
transmitancia de la seccién de la imagen de fluorescencia obtenida se consigue una sefial fluorescente del
precipitado Xgal totalmente nitida y localizada, la cuél coincide perfectamente en el mismo plano confocal con el
precipitado Xgal (Figura 5C-D). El hecho de poder obtener una sefial fluorescente nitida e inequivoca del precipitado
Xgal permite la adquisicién de imagenes confocales de dicho precipitado.

En el caso de los precipitados fluorescentes el procedimiento contempla una mejora de relacion sefial-ruido respecto
a la sefial fluorescente detectada por método clasico de adquisicidon en microscopia confocal con el haz de luz
coherente de excitacidon correspondiente al espectro de excitacion de molécula a estudiar junto al escaneo
simultaneo de la sefial de luz transmitida. Es importante que el haz de luz coherente utilizado para la deteccién de la
sefial de luz transmitida sea por encima de los 600 nm. La sustraccién de la imagen digital de fluorescencia la sefial
digital de la transmitancia de la seccion en estudio daria lugar a una nitida imagen fluorescente del precipitado.

Ademas, si en la muestra existe marcaje de otras estructuras no opacas pero en el mismo rango del espectro de
excitacion, el procedimiento aqui descrito permite distinguir entre estas estructuras. Después de la sustraccion de la
imagen digital de fluorescencia la sefial digital de la transmitancia en la imagen resultante no va a aparecer la sefial
fluorescente de las estructuras translucidas.

La sustraccién en su turno de la sefial digital fluorescente (sin corregir) a la sefial fluorescente (corregida para las
estructuras opacas) nos daria como resultado una nueva imagen fluorescente solamente de estructuras
translucidas. De este modo se puede resolver las sefiales fluorescentes con el mismo marcador de estructuras
opacas de las translucidas.

Las muestras opacas que no tienen fluorescencia, en principio, en microscopia clasica se podria adquirir por
reflexién de la luz de laser de excitacidon. Pero en las muestras que tienen tanto zonas opacas, como translucidas, la
posicién de elementos opacos en conjunto con las zonas transparentes y marcadas con fluorescencia se podria
realizar con el mismo procedimiento de correccién que en este caso seria el de la sustraccion de la sefial digital de
reflexion el de la transmitancia de la seccién en estudio.
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En la invencidn aqui descrita se propone un procedimiento que permite obtener imagenes confocales de la tincion
histolégica Xgal en secciones de tejido, lo cual supone un gran avance en el campo de la microscopia. Actualmente
el sistema mas utilizado para la visualizacién de la tincién Xgal es la microscopia de luz transmitida (Figura 6A). Esta
técnica se puede combinar con otros marcadores celulares mediante inmunofluorescencia (Figura 6B), no obstante
el hecho de no poder controlar la profundidad de campo impide definir el plano éptico en los que se localizan ambos
marcajes, por lo que resulta imposible localizar de forma inequivoca la tincién Xgal a nivel celular en secciones de
tejido (Figuras 6A-B).

La invencidon aqui descrita permite obtener del precipitado Xgal (Figura 6C) una imagen fluorescente mediante
microscopia confocal (Figura 6E y tras método correctivo 6F). Esto supone el precipitado Xgal que se pueda
emplazar en un plano 6ptico definido, con una profundidad de campo aproximada de 0,2 um. Por ello esta invencion
permite localizar el precipitado Xgal (y por tanto la demostraciéon de expresion génica) a nivel celular en secciones de
tejido. No obstante, la gran ventaja de este procedimiento frente a otros existentes (Matei et al., 2005) es que la
imagen fluorescente obtenida del precipitado Xgal se puede combinar con otros fluoréforos cominmente usados en
inmunofluorescencia (con excitaciones desde longitudes de onda 458 nm a 594 nm). Por tanto con el procedimiento
aqui descrito se puede combinar la adquisicion de iméagenes confocales de la tincién Xgal con la técnica de
inmunofluorescencia (véase en la Figura 6D inmunoflurorescencia para el marcador Tirosina Hidroxilasa puesta de
manifiesto con el fluoréforo Alexa 568).

Esto permite el marcaje multiple, y que mediante la utilizacion de marcadores especificos para los distintos tipos
celulares se pueda localizar inequivocamente el precipitado Xgal a nivel celular en secciones de tejido multicelulares
(ejemplos de marcaje multiple y localizacién en secciones de tejido en Figuras 6G-H).

Ademas en esta solicitud de patente se reivindica un producto de instrucciones electronicas que automatice y facilite
el procedimiento de adquisicion de imagenes confocales del precipitado Xgal, de forma que dicho procedimiento
pueda ser llevado a cabo por un usuario ho experto en microscopia confocal.

Para ello se propone el siguiente conjunto de instrucciones electrénicas:

En un microscopio confocal:

1. Enfocar el precipitado de Xgal con la luz blanca del microscopio.

2. Pasar a |la adquisicion con el sistema confocal.

3. Excitar la seccion a estudiar con un haz de luz coherente por encima de los 600 nm.

4.  Ajustar la potencia de laser adecuada para obtener la sefial suficiente.

5.  Activar la lectura de la fluorescencia en el rango desde 5-10 nm por encima de la luz de excitacién hasta
750 nm.

6. Ajustar la ganancia de fotomultiplicador de fluorescencia.
7.  Activar el fotomultiplicador para la luz transmitida.

8. Realizando barridos con el mismo laser ajustar la ganancia de fotomultiplicador de luz transmitida hasta para
ver el precipitado de color negro en escala de grises.

9. Definir nimero de barridos a promediar para obtener una sefial de fluorescencia del precipitado lo mas limpia
posible.
10. Realizar la sustraccion de los valores de la transmitancia de la seccion a los valores de la imagen fluorescente

obtenida. Activar una ventana para presentar los datos de la sustraccion.

11. Si la sefial obtenida es débil multiplicar los datos de la sefial obtenida por un factor entre 1,5 y 3 o se propone
un ajuste fino de esta operacion con una resistencia variable (potencidmetro).

12. Archivar o descartar los datos obtenidos.
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Descripcion de las figuras

Figura 1.- Espectro de absorcion del precipitado Xgal. Se muestra el espectro de absorcion del precipitado Xgal (A)
en el que se puede observar un pico de absorcién por encima de los 600 nm, el cual se muestra ampliado en B.

Figura 2.- Espectro de emision del precipitado Xgal. Se muestra el espectro de emision del precipitado Xgal tras
excitacion con un haz de luz coherente por encima de 600 nm.

Figura 3.- Obtencidon de una imagen fluorescente del precipitado Xgal mediante microscopia confocal. Se exponen
imagenes del precipitado Xgal obtenidas mediante microscopia confocal tras excitacién a distintas longitudes de
onda.

Noétese que al excitar dicho precipitado con una longitud de onda de 633 nm se obtiene una clara imagen
fluorescente mediante microscopia confocal.

Figura 4.- Escala de valores de transmitancia. Segun esta escala, en zonas opacas, como es el caso del precipitado
Xgal, se obtendran valores cercanos a 0 mientras que en zonas en las que no se encuentre el precipitado se
obtendran valores superiores de transmitancia.

Figura 5.- Método correctivo que permite una mejor visualizacién de la imagen fluorescente del precipitado Xgal
obtenida por microscopia confocal.

Se muestra imagen de luz trasmitida en una seccion de tejido (B) y la imagen fluorescente, en la que se pueden
observar precipitados Xgal, (A) obtenida mediante microscopia confocal tras la aplicacién del procedimiento
propuesto en el apartado IV-B1 (nétese la mala relacion sefial ruido de la imagen fluorescente mostrada en A). Tras
la aplicacién del método correctivo propuesto en el apartado IV-B2 se obtiene una sefial fluorescente nitida y
localizada (C) que coincide con los precipitados Xgal que se pueden observar mediante luz transmitida (D).

Figura 6.- A. Imagen de microscopia de campo claro de la tincién histologica Xgal, la cual aunque se combine con
marcadores celulares mediante inmunofluorescencia (B, inmunofluorescencia para Tirosina Hidroxilasa-Alexa 568)
no permite localizar de forma clara e inequivoca el precipitado Xgal a nivel celular en secciones de tejido. La
invencién propuesta permite la obtencién de imagenes confocales fluorescentes (E y F tras método correctivo) del
precipitado Xgal y se puede combinar con otros fluoréforos usados en inmunofluorescencia (D, inmunofluorescencia
para Tirosina Hidroxilasa Alexa 568). Esto permite localizar de forma inequivoca el precipitado Xgal en secciones de
tejido (G y H, secciones de 30 um de tejido carotideo tras tincién Xgal e inmunoflurescencia de Tirosina Hidroxilasa).

Explicacion detallada de la invencion

Como ejemplo de realizacién de la invencién y de la enorme utilidad de ésta mostramos la determinacion del tipo
celular del cuerpo carotideo (CC) responsable de la expresién de GDNF (mostrado por el precipitado Xgal).

Antes del descubrimiento de la invencién aqui propuesta, en el laboratorio se realizé un estudio del tipo celular del
CC responsable de la expresion del factor neurotréfico GDNF (puesto de manifiesto por el precipitado LacZ). Para
realizar dicho trabajo fue necesario un estudio enormemente complejo y costoso mediante microscopia electronica
de la localizaciéon del precipitado Xgal a nivel celular, determinandose que las células responsables de dicha
expresion son las células tipo | o gldmicas (Villadiego et al., 2005).

Con el procedimiento propuesto en esta solicitud de patente el estudio anteriormente descrito se puede realizar
simplemente mediante la combinacién de la tincion Xgal y una inmunofluorescencia del marcador de células
glémicas tirosina hidroxilasa (TH), ambas técnicas rutinarias en un laboratorio de biomedicina. De esta forma por el
procedimiento aqui descrito se pueden adquirir facilmente imagenes confocales mostrando la colocalizacion del
precipitado Xgal y el marcador TH en el mismo tipo celular, concretamente en las células tipo | o glémicas (Figuras
6G-H).

Con este ejemplo se muestra que en la actualidad localizar inequivocamente a nivel celular el precipitado Xgal en
secciones de tejido es un proceso muy complejo y costoso ya que requiere un estudio ultraestructural mediante
microscopia electrénica. Sin embargo con el procedimiento aqui descrito se puede localizar de forma sencilla e
inequivoca el precipitado Xgal a nivel celular mediante la adquisicién de imagenes confocales de dicho precipitado.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para detectar el precipitado de Xgal mediante microscopia confocal sin proceso previo de
fotoactivacion, caracterizado porque comprende las etapas de:

a) excitar la muestra con luz coherente de una longitud de onda del intervalo de 600-700 hm;

b)  recoger la sefial de fluorescencia emitida por la muestra en el intervalo de longitud de onda cuyo limite inferior
es un valor de longitud de onda 5-10 nm por encima de la luz de excitacién y cuyo limite superior son 750 nm.

2. Procedimiento para detectar el precipitado de Xgal mediante microscopia confocal segun la reivindicacién 1,
caracterizado porque se recoge la sefial emitida por la muestra en el intervalo de 650-750 nm.

3. Procedimiento para detectar el precipitado de Xgal mediante microscopia confocal segun la reivindicacion 1 6 2,
caracterizado porque la longitud de onda de la luz de excitacién es de 633 nm.

4. Procedimiento descrito segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque se realiza el
escaneo de la sefial transmitida por la seccioén de la muestra en estudio, de manera simultanea a la adquisicién de la
sefial de fluorescencial/reflexion emitida por la muestra, tras lo cual se resta al valor de la sefial del
fluorescencia/reflexién el valor de la sefial de transmitancia, de manera que la imagen fluorescente/reflexion final
corresponde al resultado de dicha sustraccion.

5. Procedimiento descrito segun la reivindicacion 4, caracterizado porque el haz de luz coherente utilizado para la
deteccién de la sefial de luz transmitida tiene una longitud de onda superior a 600 nm.

6. Procedimiento descrito segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque comprende las
etapas adicionales de:

a) incubar la muestra con un compuesto que comprende un resto fluoréforo que emite en el intervalo de
longitudes de onda de 458-594 nm;

b)  excitar la muestra con luz coherente con una longitud de onda capaz de excitar el resto fluoréforo y provocar la
emision de luz de fluorescencia por parte del mismo;

c) recoger la sefial de fluorescencia emitida por la muestra con un valor de longitud de onda igual al valor de la
luz de emision de fluorescencia del resto fluoréforo.

7. Un producto de instrucciones electrénicas, caracterizado porque comprende un medio de lectura informatico y un
cédigo de programa de lectura informatico, registrado en el medio de lectura informético, adecuado para instruir a un
sistema de procesamiento de datos de un sistema informatico a realizar los célculos relacionados con el método una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Un producto de instrucciones electronicas segun la reivindicacioén 7, caracterizado porque comprende, ademas,
un cédigo de programa de lectura informatico, registrado en el medio de lectura informético, adecuado para instruir
al sistema de procesamiento de datos para controlar un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

9. Un sistema informatico, que comprende un producto de programas informaticos y un sistema de procesamiento
de datos configurado para recibir instrucciones leidas de la produccién de programas informaticos, caracterizado
por que el producto de programas informaticos es segun la reivindicacion 7 u 8.
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