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DESCRIPCION

Sondas FRET y métodos para detectar moléculas de interaccién.

La invencion se refiere al campo de la deteccién de las proteinas interaccionantes y otras moléculas intimamente
asociadas. Mds especificamente, la invencién se refiere a la evaluacion de las interacciones intimas entre macromo-
Iéculas a nivel de célula individual. La reciente abundancia de datos de las secuencias del genoma ha necesitado que
la protedmica sistemadtica descifre las redes de proteinas codificadas que dictan la funcién celular. Estas incluyen la
interaccidn célula-célula, la activacion celular, el ciclo celular, las rutas de sefalizacién, la proliferacion celular, la
diferenciacidn, la apoptosis, el desarrollo y otras muchas funciones celulares. Las etapas iniciales en la elucidacién de
la funcién de un producto génico no caracterizado, esto es, una proteina novedosa, a menudo implican el estudio de su
interaccién con otras proteinas. Si bien la elucidacién de una red de proteinas proporciona una abundancia de infor-
macién en cuanto a los representantes, la percepcion de las interacciones entre las moléculas individuales es esencial
para comprender la contribucién de cada molécula a una red molecular.

Los estudios de co-localizacién se emplean a menudo para controlar la proximidad de una proteina de interés a
otra proteina de interés. Los datos de co-localizacion también son ttiles como medio de evaluacion de la informacién
de proteinas inferida a partir de datos genéticos p. €j., apoyar o refutar supuestas interacciones de proteinas sugeridas
por ejemplo a partir de un andlisis de dos hibridos de levadura. La co-localizacién de las proteinas intracelulares
se puede evaluar mediante el uso de anticuerpos marcados diferencialmente especificamente reactivos con proteinas
enddgenas de interés que pueden ser detectadas visualmente mediante microscopia de fluorescencia por medio de
inmunofluorescencia. A este fin, se tratan células fijadas con un grupo de anticuerpos primarios especificos para las
proteinas de interés, y después con un grupo de anticuerpos secundarios conjugados con colorante fluorescentes.
También se pueden utilizar anticuerpos conjugados directamente con un colorante fluorescente. Esos colorantes deben
diferir en la longitud de onda de excitacién y emisién, de manera que puedan ser excitados independientemente y
observados con canales fluorescentes separados. Alternativamente, los genes que codifican las proteinas de interés
pueden ser fusionados con un gen informador que codifica una proteina informada, como la proteina verde fluorescente
(GFP), o etiquetadas con un epitopo, tal como Myc o HA. Los informadores y las etiquetas epitdpicas se fusionan
rutinariamente a los extremos N o C de los genes diana. Adicionalmente se pueden utilizar colorantes especificos
para membranas o 4cidos nucleicos para revelar los orgdnulos celulares, p. €j., se puede visualizar el nicleo mediante
tincién del ADN con DAPI. Las imdgenes se recogen generalmente en un microscopio confocal que asegura que las
proteinas observadas estdn en el mismo plano focal, y por lo tanto la co-localizacidn, si la hubiera, es real. La co-
localizacién es revelada por un solapamiento de colores.

No obstante, se debe enfatizar que la resolucion de la microscopia confocal solamente permite detectar una co-
localizacién global de proteina y no demuestra necesariamente una interaccion intima. Los colores solapantes no im-
plican necesariamente protefnas interaccionantes, esto es posicionamiento de protefnas en una distancia muy corta, por
ejemplo en el intervalo de 3 a 100 Angstroms. Por lo tanto, los estudios de co-localizacién requieren rutinariamente
un andlisis suplementario para investigar si las moléculas co-localizadas representan patrones verdaderamente interac-
cionantes. Las técnicas bioquimicas normalizadas tipicas para evaluar supuestas moléculas interaccionantes incluyen
experimentos de co-inmunoprecipitacion, andlisis de afinidad “arrastrar y colocar” (pull down) y cromatografia de
afinidad.

La co-localizacién de moléculas de la superficie celular, p. ej. proteinas A y B, también se puede determinar por
medio de los denominados experimentos de formacién de parche/caperuza (patching/capping). Brevemente, tras la
adicién de un ligando multivalente para la proteina A a las células viables, un grupo o parche de moléculas de proteina
A se retine en la membrana. Si la célula estd viva y activa metabdlicamente, se forman parches que se pueden reunir
adicionalmente en una caperuza en un procedimiento denominado “formacién de caperuza” (“capping” en sus siglas
en inglés), que se produce preferiblemente a 37 grados Celsius. Los parches/caperuza pueden ser tefiidos mediante
procedimientos de tincién con fluorescencia indirecta. Con posterioridad, las células pueden ser contratefiidas a 4
grados Celsius (para retener los parches/caperuza) con un anticuerpo conjugado con colorante contra la proteina B
para evaluar si la proteina B se ha movido a la vez, esto es estd co-localizada con la proteina A que ha formado el
parche/caperuza o si la proteina B todavia estd difusamente distribuida sobre la superficie celular'. Aunque este método
funciona en la practica para evaluar la co-localizacién de proteinas de membrana superficiales, lleva mucho tiempo,
necesita experiencia y solamente puede ser evaluada mediante microscopia con colorante, no mediante citometria
de flujo. Ademads, los procedimientos microscépicos no son adecuados como método de alto rendimiento para la
evaluacién de moléculas interaccionantes.

Un método particularmente elegante para detectar las moléculas intimamente reaccionantes implica la transferencia
de energia por resonancia de fluorescencia (FRET). En la FRET, un colorante (denominado “donador”) transfiere,
tras la excitacién por una fuente de luz, su energia a otro colorante (denominado “aceptor”). La transferencia de
energia se produce cuando el espectro de emision del colorante donador se solapa significativamente con el espectro
de excitacion del aceptor. La yuxtaposicion suficientemente intima de los dos colorantes, generalmente mas proximos
que 100 Angstroms, pero preferiblemente mds proximos que 50 Angstroms, es esencial para la transferencia de energia
entre el par donador/aceptor. Un Angstrom, una unidad métrica de longitud, es igual a 0,1 nanémetros o 107! metros.
La FRET se basa normalmente en la interaccion entre colorantes donadores y aceptores que son ambos fluorescentes.
No obstante, la FRET también puede ser detectada mediante la extincién de la fluorescencia del donador utilizando
un colorante aceptor no fluorescente. Los colorantes aceptores no fluorescentes son ventajosos en general debido a
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que eliminan la fluorescencia del fondo que resulta de la excitacién del aceptor directo. En la presente invencion,
es posible controlar sondas yuxtapuestas en moléculas interaccionantes utilizando un colorante donador fluorescente
y un colorante aceptor no fluorescente. La unién especifica de un grupo de sondas a moléculas no interaccionantes
producird una sefal de fluorescencia basal. Tras la interaccion intima de las moléculas, la FRET entre las sondas
extinguird la fluorescencia del donador. En lugar de medir un incremento en la fluorescencia del aceptor, el uso de un
aceptor no fluorescente implica medir un descenso en la fluorescencia del donador. Generalmente, la deteccién de una
disminucién de la sefial es menos sensible en comparacion con la deteccién de un aumento de la sefial. Por lo tanto,
un método de acuerdo con la invencién se pone en practica preferiblemente utilizando un donador fluorescente y un
colorante aceptor fluorescente.

La eficacia de la transferencia de energia FRET es inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia
entre el donador y el aceptor. La FRET, descrita previamente por Foster, se ha vuelto extremadamente importante
para la biologia celular moderna debido a que la FRET permite medir las distancias entre moléculas a una escala de
unos pocos nandmetros. Esto estd bastante por debajo del limite de resolucién de la microscopia éptica de campo
lejano moderna, que en la actualidad estd en aproximadamente 100 nm. La tecnologia FRET ha sido utilizada para la
deteccion de diversas (bio)moléculas individuales. Por ejemplo, en el documento US 6.235.535 se describe un método
de inmunoandlisis basado en la fluorescencia para la deteccidon de un analito en una muestra bioldgica. El método se
basa en la capacidad de un analito multivalente (antigeno) para inducir la agregacién de moléculas receptoras idénticas
(anticuerpos) marcados con un fluoréforo, cuyas moléculas son inmovilizadas sobre un elemento mévil todavia libre
en una membrana lipidica. La agregacién inducida por antigenos de los receptores hace que tenga lugar la FRET.
Asimismo en el documento US 2002/0081617, se inmovilizan anticuerpos, en este caso sobre cuentas, dirigidos al
mismo epitopo pero marcados con un donador de colorante aceptor. Tras la adicién de un analito (antigeno) de interés,
el analito funciona como puente y sitia un par de anticuerpos en intima proximidad entre si lo que conduce a la FRET.
De este modo, el documento US 6.235.535 y el documento US 2002/0081617 hacen referencia ambos a la deteccién
o medicién de un analito utilizando sondas conjugadas con colorante, inmovilizadas y métodos de deteccién basados
en FRET. Puesto que los grupos de sondas del documento US 6.235.535 y del documento US 2002/0081617 estan
dirigidas a una tnica molécula o epitopo molecular, estos no son adecuados esencialmente para detectar distintas
moléculas interaccionantes.

La extrema sensibilidad del procedimiento FRET sobre la distancia entre las moléculas hace de él una herramienta
muy util para la resolucién de transposiciones de proteinas intracelulares y dindmicas de proteina. La presencia de
FRET indica una interaccién intermolecular puesto que es observable solamente para una distancia de fluoréforos en
una escala de nanémetros. Esto implica en particular que la simple co-localizacién de dos moléculas, p. €j. protei-
nas, no es suficiente para producir una transferencia de energia. La FRET es una técnica que puede dar respuestas
claras, inequivocas a cuestiones a cerca de interacciones proteina-proteina. La mediciones mediante FRET se pueden
utilizar para determinar las interacciones de proteinas en la superficie celular.” La “revolucién verde” iniciada por la
introduccion de la proteina fluorescente verde (GFP) de Aequorea victoria en los tltimos desarrollos de mutantes con
GFP que poseen diferentes propiedades espectrales ofreci6 la posibilidad de una expresién simultianea de diferentes
proteinas, etiquetadas artificialmente con dominios donadores y aceptores fluorescentes en la misma célula.** Esto
permitié la medicién de sus interacciones mediante FRET. A menudo se utiliza la combinacién de proteinas etique-
tadas con Proteina Fluorescente Cidnica (CFP) (donador) y Proteina Fluorescente Amarilla (YFP) (aceptor). Este par
FRET se puede utilizar para controlar la proximidad de las dos etiquetas fluorescentes unidas en 3-6 nm. La expresién
simultdnea de proteinas etiquetadas con CFP e YFP se ha utilizado con éxito para analizar los cambios a corto plazo
en las interacciones proteina-proteina, p. j., oligomerizacién, co-localizacién, formacién de complejos, activacién de
quinasas y mapeo de actividades enzimadticas en células vivas. También se utilizé la tecnologia FRET en un método de
microscopia por visualizacién de la vida media de fluorescencia altamente especifica (FLIM) para controlar la fosfori-
lacién del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en las células. La fosforilacién de EGFR se control
utilizando EGFR etiquetado con GFP y anticuerpos anti-fosfotirosina conjugados con Cy3.’

Aunque las proteinas etiquetadas fluorescentemente han demostrado ser muy ttiles, tienen limitaciones, tales como
su tamarfio significativo (>200 aminoacidos). Asimismo, el plegamiento global y la estructura terciaria de una protei-
na diana pueden ser diferentes de los de la proteina no etiquetada, nativa. Esto puede dar como resultado diferentes
interacciones erréneas con otras moléculas. Sacar conclusiones con respecto a las interacciones proteina-proteina estu-
diadas basdndose en los datos entre pares de proteinas etiquetadas, asi como realizar comparaciones con las funciones
celulares normales en las células vivas, se justifica solamente si las proteinas etiquetadas se comportan de un modo
similar a las correspondientes proteinas de tipo salvaje endégenas. Por ejemplo, la proteina etiquetada fluorescente-
mente expresada debe revelar la misma distribucién intracelular que la proteina de tipo salvaje; la expresion de la
proteina etiquetada per se no debe inducir ni inhibir las funciones celulares y la proteina etiquetada expresada en la
célula no debe crear una sefial FRET de fondo significativa p. ej. debido a la expresién en exceso, el desplazamiento
del pH etc. Otra desventaja principal del uso de proteinas etiquetadas recombinantes descansa en el hecho de que
requiere la co-transfeccidn de uno o varios constructos quiméricos de interés en una célula y la seleccién de una célula
que muestra una expresion adecuada de un constructo para producir una proteina funcional. Obviamente, semejante
sistema no permite la deteccidn de una proteina endégena y por lo tanto no se puede utilizar para evaluar moléculas
interaccionantes endégenas. Un informe describe el uso de la tecnologia FRET para controlar la dimerizacién indu-
cida por ligando de un receptor de la superficie celular endégeno por medio de un anticuerpo especifico que estaba
conjugado directamente o bien con el colorante donador FITC o bien con el colorante aceptor Cy3.% La capacidad de
un ligando para inducir la dimerizacién del receptor se evalué mediante andlisis por citometria de flujo de FRET entre
FITC y Cy3. Se utiliz6 un par de productos conjugados con anticuerpos para estudiar las proteinas de la superficie
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celular en linfocitos humanos; la cadena CD8 alfa detectada por pares de anticuerpos frente a los diferentes epitopos;
el dltimo antigeno 4 (VLA4), una integrina alfa,beta, heterodimérica, fue detectada por medio de FRET entre pares
de productos conjugados de anticuerpos especificos para beta; de la integrina (CD29) o alfa, de la integrina (CD49d);
la asociacion del receptor de las células T (TCR) con un ligando antigénico soluble fue detectada por medio de FRET
cuando se utilizaron anticuerpo anti-TCR y complejos de MHC de clase I/péptido. En otro informe mas, se utilizé la
tecnologia FRET mediada por anticuerpos para medir la interaccion del receptor c-kit con su ligando SCF (factor de
célula pluripotencial)’ (“stem cell factor” en sus siglas en inglés). Hasta aqui, no se ha aplicado la tecnologia FRET
mediada por anticuerpos para detectar interacciones proteina-proteina intracelulares.

La tecnologia FRET también se ha aplicado a la deteccién de una interaccién proteina-ADN basdndose en el
denominado principio de unién indirecta. Por ejemplo, se utilizé para controlar la interaccién entre la subunidad
p65 del factor de transcripcién, NF-kappaB y su sitio de unién al ADN. NF-kappaB tiene una gran importancia
en el sector farmacéutico debido a su capacidad para regular numerosos genes implicados en diversas respuestas
inmunitarias e inflamatorias. Como tal NF-kappaB ha sido implicado en numerosos estados de enfermedad incluyendo
diversas infecciones virales (HIV), artritis y cdncer. Se deja que un anticuerpo anti-GST marcado con Cy3 (aprox. 7-
12 colorantes por molécula) interaccione con una proteina de fusiéon GST purificada por afinidad de p65 y GST
(p65GST). Se marcé individualmente una secuencia de ADN de doble hebra (ADNdh) que contiene el sitio de unién a
NF-kappaB con Cy5 en el extremo 5’ de la secuencia codificante. Después ésta se incubé con un anticuerpo marcado
con Cy3 y p65GST. La reaccién se realizd en presencia o ausencia de ADNdh competidor no especifico o especifico
no marcado. En ausencia de cualquier competidor, la unién mediante p65-GST dio como resultado FRET entre las
moléculas donadoras Cy3 sobre anti-GST y la molécula aceptora Cy5 sobre el ADNdh.

De este modo, seria ventajoso poseer un método que permitiera la deteccidon de interacciones entre proteinas
intracelulares enddgenas y/u otras moléculas tales como 4dcidos nucleicos, lipidos y/o radicales carbohidrato. Particu-
larmente estimulante es la deteccidn de interacciones intermoleculares a nivel de células individuales.

La presente invencién proporciona la revelacién de que las sondas conjugadas con colorante, p. €j. anticuerpos, se
pueden utilizar para detectar moléculas endégenas interaccionantes cuando estas sondas estdn suficientemente yuxta-
puestas. Se proporciona un grupo de al menos una primera y una segunda sondas moleculares, cada sonda provista de
un colorante donde dichos colorantes juntos permiten la transferencia de energia; estando provistas dichas sondas de
un grupo reactivo capaz de unirse a una sustancia formadora de puentes que permite yuxtaponer dichas al menos una
primera y segunda sondas donde dicho grupo reactivo permite modular la yuxtaposicion de dichas sondas de manera
que haya un aumento de la probabilidad de transferencia de energia entre ellas.

De acuerdo con la invencidn, una sonda molecular es capaz de unirse especificamente a una molécula interaccio-
nante de interés por medio del denominado dominio de unién. Después de la unién de al menos una primera y una
segunda sondas a una molécula por medio del dominio de unién, se puede utilizar un grupo reactivo para modular la
yuxtaposicion de las sondas. El grupo reactivo no tiene o tiene una tendencia minima para competir con el dominio de
unién para unirse a una molécula interaccionante. Junto con esto, se puede distinguir el grupo de sondas de la inven-
cion de los grupos de sondas de anticuerpos conocidos que estin agrupadas o yuxtapuestas por la mera unién a una
molécula o complejo antigénicos. El grupo reactivo permanece preferiblemente disponible modulando la organizacién
espacial de las sondas yuxtapuestas después de que las sondas se unan a las moléculas interaccionantes.

Adicionalmente, la invencién proporciona un método para detectar al menos dos moléculas interaccionantes en
una célula utilizando un grupo de al menos una primera y una segunda sondas moleculares, cada sonda capaz de
unirse a una molécula diferente, cada sonda provista adicionalmente de un colorante donde dichos colorantes juntos
permiten una transferencia de energia, estando provistas dichas sondas de un grupo reactivo que permite modular la
yuxtaposicion de dicha al menos primera y dicha segunda sondas de manera que haya un incremento de probabilidad
de transferencia de energia entre dichos colorantes, que comprende proporcionar un grupo de sondas, proporcionar una
muestra que comprende una célula, poner en contacto dicha muestra con dichas sondas en condiciones que permitan
yuxtaponer dichas sondas sobre dichas moléculas interaccionantes, eliminar cualquier sonda no unida y cualquiera
unida no especificamente y detectar la yuxtaposicién de dichas sondas por medio de FRET para determinar la interac-
cion entre dichas moléculas.

El método proporcionado es especialmente adecuado para evaluar la intima interaccién entre proteinas intrace-
lulares. No obstante, el método descrito también se puede aplicar para detectar una interaccion entre otras clases de
moléculas, como una interaccién proteina-acido nucleico, siempre que se utilice una sonda adecuada. Una sonda ade-
cuada es una sustancia capaz de unirse especificamente a una molécula especifica. Una molécula especifica puede ser
una proteina, dcido nucleico, lipido, carbohidrato. Un dcido nucleico puede ser ADN o ARN. Una sonda puede ser
un anticuerpo convencional (poli- o0 monoclonal) o sintético o un fragmento de unién funcionalmente equivalente a
este, tal como Fab’, Fab o un fragmento Fv de cadena sencilla. Una sonda de acuerdo con la presente invencién com-
prende de hecho cualquier tipo de molécula de unién capaz de unirse especificamente o de hibridar con una molécula
especifica tal como una proteina, un acido nucleico, una molécula lipidica, un radical carbohidrato u otra clase de
biomoléculas.

Por ejemplo, la invencién se puede poner en practica con una sonda de dcido nucleico capaz de hibridar con una
secuencia de dcido nucleico especifica. Se pueden utilizar en la invencion diversas sondas de dcido nucleico para
identificar elementos genéticos. Estas incluyen sondas tradicionales tales como hebras pequefias de acido desoxirri-
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bonucleico (ADN) o ribonucleico (ARN) asi como un 4cido peptidonucleico (PNA). Un PNA tiene que ver, pero es
distinto de, ADN. La estructura quimica de un PNA difiere de la del ADN en que un esqueleto de tipo peptidico,
en lugar de un esqueleto de fosfato, soporta las bases del 4dcido nucleico. Las sondas de dcido nucleico que se van a
utilizar de acuerdo con la invencién se pueden seleccionar basdndose en el andlisis de la secuencia de las regiones de
acido nucleico que se van a investigar. Las sondas pueden ser sintetizadas y marcadas de acuerdo con los métodos
conocidos en la técnica. La unién acertada de una sonda con una regién del dcido nucleico de una muestra identifica
el segmento génico.

En la presente invencion se proporciona un grupo de al menos una primera y una segunda sondas provistas de
un colorante que permite la transferencia de energia, cada sonda provista adicionalmente de un grupo reactivo que
permite yuxtaponer dicha primera y segunda sondas. En el presente contexto, el término colorante hace referencia
a un sustituyente que, conjuntamente con otro colorante, puede ser utilizado para la transferencia de energia p. ej.
andlisis FRET. Se prefiere que al menos uno de dichos colorantes sea un fluorocromo. Para lograr la transferencia de
energia por resonancia, una molécula de colorante donador debe absorber luz y transferirla por medio de resonancia
de los electrones excitados a una segunda molécula de colorante, el aceptor. Para que la transferencia de energia tenga
lugar, la longitud de onda de emisién de fluorescencia del donador debe ser inferior a la longitud de onda de excitacién
del aceptor; esto es, el procedimiento debe estar energéticamente “en declive”. Mientras FRET se basa normalmente
en la interaccién entre colorantes donadores y aceptores que son ambos fluorescentes, también se pueden utilizar co-
lorantes aceptores no fluorescentes. Estos pueden resultar ventajosos a veces debido a que eliminan la fluorescencia
de fondo que resulta de la excitacién directa (esto es, no sensibilizada) del aceptor. Los ejemplos de los fluorocro-
mos adecuados son las marcas de fluoresceina, p. ej. 5-(y 6)-carboxifluoresceina, 5- o 6-carboxifluoresceina, acido
6-(fluorescein)-5-(y 6)-carboxamido-hexanoico e isotiocianato de fluoresceina, colorantes Alexa Fldor, colorantes de
cianina tales como Cy2, Cy3, Cy5, Cy7, cumarina opcionalmente sustituida, R-ficoeritrina, aloficoeritrina, Rojo Te-
xas y Rojo Princeston asi como productos conjugados de R-ficoeritrina y, p. €j. Cy5 o Rojo Texas. Véase también
www.probes.com/handbook/tables/1570.html. Otros colorantes de interés son los colorantes de puntos cudnticos, que

se encuentran en una paleta de colores casi ilimitada.

Los ejemplos de los colorantes adecuados son aquellos adecuados para el andlisis mediante citometria de flujo
convencional. Los pares FRET que pueden ser utilizados para la deteccién por la mayoria de los citémetros de flujo
convencionales son comentados p. €j. por Szollosi et al.® Las combinaciones de fluorocromos preferidas para poner en
practica la presente invencién comprenden los colorantes utilizados en los productos conjugados en tdndem clésicos,
también referidos como duocromos’.

En una realizacion preferida de la invencidn, se pone en contacto una muestra con dos anticuerpos, uno contra
la proteina A y el otro contra la proteina B para controlar una interaccion entre la proteina A y la proteina B. Un
anticuerpo estd marcado con un colorante donador FRET y el otro con un colorante aceptor FRET. Solamente cuando
la proteina A estd en intima proximidad con la proteina B, p. ej. cuando ambas son parte de un complejo de pro-
tefnas mas grande, los dos anticuerpos se aproximan lo suficientemente cerca (“yuxtaponen”) lo que permite al par
donador/aceptor inducir una sefial de fluorescencia FRET detectable. Sin embargo, un anticuerpo completo es una
molécula de proteina en forma de una gran Y, 150 kDa de tamafio, formada por 2 cadenas pesadas y 2 cadenas ligeras.
Debido a la longitud de la molécula de anticuerpo (300 a 400 Angstroms) y a la flexibilidad de la regién bisagra,
las moléculas de anticuerpo pueden salvar una distancia relativamente grande. La flexibilidad de un anticuerpo puede
disminuir la probabilidad de la transferencia de energia entre un par de colorantes que estdn conjugados con sondas
yuxtapuestas de anticuerpos. Asimismo, el tamafio de la sonda o el colorante podria interferir en la transferencia de
energia ejerciendo efectos estéricos negativos. Ademads, cuando se prepara un producto conjugado de colorantes, co-
mo una sonda fluorescente, en general no es posible controlar el sitio de la conjugacién. En el caso de la conjugacién
de anticuerpos, un radical colorante puede unirse a diferentes partes de la molécula de anticuerpo. Dependiendo del
sitio de la conjugacion con el colorante, la orientacién espacial de los colorantes en las sondas puede ser favorable o
desfavorable para la eficacia de la transferencia de energia, esto es, los colorantes unidos a sondas no precisan necesa-
riamente estar a dentro de una distancia de transferencia de energia entre si. Cuando se evalué el par FRET PE/APC
para su uso en FRET mediada por anticuerpos mediante andlisis de proteinas de la superficie celular interaccionantes,
se detect6 FRET en todos los casos aunque la eficacia de la transferencia de energia observada fuera siempre menor
del 10%. Posiblemente esto se debid a los efectos estéricos asociados con el tamaiio y la estructura de PE y APC. De
este modo, mientras una intima yuxtaposicion de las sondas FRET es un requerimiento para la transferencia de energia
entre un par donador/aceptor, puede no ser siempre suficiente para lograr una transferencia de energia eficaz entre los
colorantes unidos a dichas sondas yuxtapuestas p. ej. entre anticuerpos conjugados con fluorocromos en moléculas
interaccionantes o en moléculas que son parte de un complejo.

La invencién proporciona ahora una solucién para este problema proporcionando la intuicién de que la yuxtaposi-
cién de las sondas puede ser estabilizada y/o potenciada proporcionando a las sondas un grupo reactivo. Se proporciona
un grupo de al menos una primera y una segunda sonda molecular, proporcionada cada sonda con un colorante donde
dichos colorantes juntos permiten la transferencia de energia; comprendiendo dichas sondas un grupo reactivo que
permite la yuxtaposicion de dichas al menos primera y segunda sondas donde dicho grupo reactivo permite modular la
yuxtaposicién de dichas sondas de manera que haya una mayor probabilidad de transferencia de energia entre ellas. El
uso de semejante grupo de sondas produce un aumento de la sensibilidad de deteccidn de las sondas yuxtapuestas mi-
diendo la transferencia de energia en comparacién con el uso de sondas sin un grupo reactivo. En el presente contexto,
el término “grupo reactivo” hace referencia a un radical que permite modular la organizacion espacial de los colorantes
FRET sobre las sondas de manera que haya un incremento en la probabilidad de que se produzca una transferencia de
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energia y/o un incremento en la eficacia de la transferencia de energia. La organizacion espacial hace referencia tanto
a la distancia entre los colorantes como a su orientacion relativa. La modulacién de la organizacién espacial incluye
ajustar y estabilizar la organizacién espacial de los colorantes. Una de las principales condiciones para que se produzca
la transferencia de energia es que las moléculas donadora y aceptora deben estar en intima proximidad, tipicamente
2-100 A. En una realizacion preferida, un grupo reactivo permite poner dichos colorantes a una distancia de 100 A
entre si, mas preferiblemente a 50 A entre si pero muy preferiblemente a una distancia de 20 A entre si. Por lo tanto se
prefiere que el grupo reactivo sea pequefio, mds pequefio de 10 kiloDalton (kD), mejor mds pequeiio de 5 kDa, incluso
mejor mas pequefio de 2 kDa o lo mejor més pequefio de 1 kDa.

Un grupo reactivo puede ser capaz de modular sondas yuxtapuestas (sondas unidas por medio de sus dominios
de unién a moléculas interaccionantes) de manera que haya un aumento de probabilidad de transferencia de energia
entre los colorantes interaccionando directamente con otra sonda. Por ejemplo, un grupo reactivo de una primera
sonda se une a una parte de una segunda sonda yuxtapuesta para formar un complejo estable entre dichas sondas en
una orientacién espacial que es favorable para que se produzca FRET. Como se ha mencionado antes con respecto al
sitio de conjugacién del colorante, a menudo no es posible modificar selectivamente una sonda con un grupo reactivo
en un sitio definido. El sitio de la modificacién se determina principalmente mediante la presencia y accesibilidad
de un cierto resto por medio del cual un grupo reactivo es conjugado con una sonda, p. €j. por medio de aminas
primarias o por medio de grupos tiol. De este modo, una sonda de anticuerpo puede contener un grupo reactivo en la
region constante y/o la region variable de la inmunoglobulina. Es concebible que no todos los sitios son igualmente
adecuados para interaccionar con una segunda sonda p. ej. debido a impedimentos estéricos. Por lo tanto, se prefiere
que una sonda esté provista de una multiplicidad de grupos reactivos para aumentar estadisticamente su capacidad
para interaccionar con otra sonda.

Se proporciona en la presente memoria un método para detectar al menos dos moléculas interaccionantes en una
célula utilizando un grupo de al menos una primera y una segunda sondas moleculares, cada sonda capaz de unirse a
una molécula diferente, cada sonda provista adicionalmente de un colorante donde dichos colorantes juntos permiten
una transferencia de energia, provistas dichas sondas de un grupo reactivo que permite modular la yuxtaposiciéon de
dichas al menos primera y segunda sondas de manera que haya un aumento de la probabilidad de transferencia de
energia entre dichos colorantes, que comprende: proporcionar un grupo de sondas, proporcionar una muestra que
comprende una célula, poner en contacto dicha muestra con dichas sondas en dichas moléculas interaccionantes,
eliminar cualquier sonda no unida y unida no especificamente y detectar la yuxtaposicién de dichas sondas por medio
de FRET para determinar la interaccion entre dichas moléculas.

En caso de que una primera sonda se pueda unir directamente con al menos una segunda sonda, se prefiere poner
en contacto dicha muestra con cada sonda en etapas consecutivas con procedimientos de lavado intermitentes extensos
para evitar la auto-asociacion entre sondas. Por ejemplo, se utiliza un grupo de sondas A y B para detectar una inte-
raccién entre las moléculas A y B de la muestra. A este fin, se pone en contacto dicha muestra con una sonda A que
comprende un grupo reactivo para permitir el reconocimiento y la unién a la molécula A. A continuacién, se elimina
cualquier sonda A no unida y unida no especificamente mediante etapas de lavado repetidas. Con posterioridad, se po-
ne en contacto dicha muestra con una sonda B especificamente reactiva con la molécula B en condiciones que permiten
yuxtaponer la sonda A y B en moléculas interaccionantes A y B. También aqui, se puede eliminar cualquier sonda
B no unida y unida no especificamente mediante etapas de lavado repetidas. Un grupo reactivo de la sonda A puede
interaccionar con una sonda B yuxtapuesta para modular la orientacidn espacial de los colorantes presentes en dichas
sondas de manera que haya un aumento de la probabilidad de transferencia de energia entre ellos. Aunque este método
se puede utilizar para detectar moléculas intimamente interaccionantes, se debe aclarar que semejante procedimiento,
que implica multiples etapas separadas de contacto y separacion, es bastante laborioso y lleva tiempo. Por otra parte, si
las sondas son capaces de interaccionar directamente entre si, se puede esperar una sefial de fondo significativa debido,
en términos generales, a que las sondas especifica se unen a sus moléculas diana independientemente de si estas mo-
Iéculas interaccionan. En el ejemplo anterior, una sonda A unida a una molécula A no interaccionante con la molécula
B todavia podria reclutar sonda B y permitir la transferencia de energia entre los colorantes conjugados con las sondas
Ay B. Asimismo, si no se elimina eficazmente todas la sonda A no unida después de poner en contacto la muestra con
la sonda A, se puede producir una interaccién no deseada entre las sondas A y B después de poner en contacto dicha
muestra con la sonda B. Ambos eventos pueden dar como resultado una sefial de transferencia de energia detectable a
pesar del hecho de que la sonda B no estd yuxtapuesta a la sonda A en las moléculas interaccionantes.

Por lo tanto, en una realizacidn preferida de la invencidn, un grupo reactivo de al menos una primera sonda no
es directamente o inmediatamente reactivo con dicha segunda sonda con el fin de evitar la auto-asociacién de dichas
sondas. Esto también es ventajoso para un reconocimiento éptimo de las moléculas interaccionantes mediante el
dominio de unién de cada sonda y para yuxtaponer dichas sondas en dichas moléculas. Por otra parte, evita que se
produzca la transferencia de energia prematura entre sondas directamente conectadas o multimerizadas y disminuye
la sefial de fondo inespecifica. Esto es importante para asegurarse de que la sefial de transferencia de energia refleja
verdaderamente las sondas yuxtapuestas.

La invencién proporciona la intuicién de que una sonda que comprende un grupo reactivo que no interacciona
directamente con otra sonda para evitar la auto-asociacién de dichas sondas, se utiliza ventajosamente en un sistema
que comprende una sustancia denominada “formadora de puentes” capaz de mediar una interaccién entre dichas
sondas. Semejante sistema permite modular la yuxtaposicién de dichas sondas de manera que haya un aumento de la
probabilidad de transferencia de energia entre los colorantes de dichas sondas a la vez que minimiza la oportunidad
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de interacciones inespecificas y/o prematuras entre las sondas. El uso de un grupo de sondas combinado con una
sustancia formadora de puentes tiene algunas ventajas sobre el uso de sondas directamente interaccionantes. Primero,
se puede lograr una mejora de la especificidad y una reduccién de la tincién de fondo. Después de todo, para que un
grupo reactivo ejerza su efecto por medio de una sustancia formadora de puentes, las sondas necesitan estar en intima
yuxtaposicion entre si antes de la adicién de dicha sustancia, esto es resultante de la unién de una sonda adyacente a
otra sonda sobre moléculas intimamente interaccionantes. Segundo, el procedimiento es mds rdpido y més f4cil debido
a que no se requieren etapas de contacto y lavado separadas para cada sonda individual. De este modo, se permite poner
en contacto una muestra con una mezcla de sondas todas juntas en una tnica accién. Del mismo modo, cualquiera de
las sondas no unidas y unidas no especificamente se puede eliminar simultdneamente.

Una sustancia puede ser cualquier clase de compuesto capaz de unirse a o modificar una sonda, un grupo reactivo
y/o un colorante para modular la organizacién espacial de los colorantes sobre sondas yuxtapuestas de manera que sea
favorable para la FRET. Dicha sustancia permite poner dichos colorantes a una distancia de 2 a 100 Angstroms entre
si. Dicha sustancia se afiade preferiblemente a una muestra después de la unién de las ondas conjugadas con colorante
a moléculas interaccionantes, en una cantidad eficaz para modular la organizacién espacial de dichos colorantes sobre
las sondas yuxtapuestas. Ventajosamente, dicha sustancia se une a un grupo reactivo con una elevada especificidad
y una elevada afinidad. Asimismo, se prefiere que semejante sustancia sea relativamente pequefia de manera que la
sustancia formadora de puentes afecte s6lo minimamente a la distancia entre un par de colorantes y a la orientacién
relativa de un par de colorantes.

Es muy preferido, como se ilustra en la presente memoria en la descripcién detallada, un grupo de al menos
una primera y una segunda sondas moleculares, cada sonda provista de un colorante donde dichos colorantes juntos
permiten la transferencia de energia; cada sonda provista de un grupo reactivo. Una sustancia es capaz preferiblemente
de unirse, o “formar puentes”, al menos con dos grupos reactivos. En una realizacion preferida, cada sonda de un grupo
de sondas estd provista del mismo grupo reactivo. Asimismo, cada sonda de un grupo de sondas puede estar provista de
un grupo reactivo diferente pero que tiene la misma reactividad. Esto permite el uso de un tipo de sustancia formadora
de puentes que tenga al menos dos sitios de unién idénticos para un grupo reactivo.

En una realizacién de la invencién, una sonda estd provista de una multiplicidad de grupos reactivos, como dos
o tres o incluso hasta diez grupos reactivos, permitiendo que dicha sonda interaccione con mas de una molécula de
la sustancia formadora de puentes. Proporcionar a una sonda mas de un grupo reactivo aumentara teéricamente la
probabilidad de interaccion entre dicha sonda y una sustancia formadora de puentes. Ademds, para facilitar la puesta
en practica de la presente invencion, se encuentra disponible en el mercado un grupo reactivo adecuado o un derivado
del mismo y se puede unir ficil y eficazmente a una sonda.

De acuerdo con la presente invencion, un grupo reactivo particularmente interesante es la biotina, siendo la avidina
o la estreptavidina una sustancia formadora de puentes particularmente adecuada. La avidina es una glicoproteina
derivada de la clara de huevo con un peso molecular de aproximadamente 68.000 daltons y un didmetro de 8 a 10
Angstroms. Consiste en cuatro cadenas sub-unitarias idénticas. Una molécula de avidina o estreptavidina se puede
unir a cuatro moléculas de biotina. La avidina tiene una afinidad extraordinariamente elevada (constante de afinidad
> 10" M-1) por la biotina. Esta alta afinidad asegura al usuario un complejo répidamente formado y estable entre la
avidina y las sondas marcadas con biotina. La proteina estreptavidina, producida por la bacteria Streptomyces avidinii,
tiene una estructura muy similar a la de la avidina, y también se une a la biotina intimamente. A menudo muestra
una unién no especifica menor, y de este modo se utiliza frecuentemente en lugar de la avidina. Una vez que se
forma el complejo biotina-avidina, el enlace es esencialmente irreversible. El sistema biotina-avidina es ampliamente
utilizado y se ha demostrado que es muy util en la deteccién y localizacién de antigenos, productos glicoconjugados,
y 4cidos nucleicos empleando anticuerpos biotinilados, lectinas, o sondas de 4cido nucleico. Como se ha mencionado,
un grupo reactivo con un tamafio tan pequefio es ventajoso para lograr una corta distancia entre un par de colorantes.
La biotina es una vitamina con un peso molecular de solamente 244 daltons. Ademds, muchas moléculas de biotina
se pueden acoplar a una proteina, permitiendo que una sonda biotinilada se una a mas de una molécula de avidina. La
avidina, la estreptavidina y la biotina se encuentran disponibles a partir de muchas fuentes comerciales. Los diversos
procedimientos normalizados para preparar productos conjugados con biotina son conocidos por los expertos en la
técnica, la mayoria de los cuales pueden ser completados en un dia. Por otra parte, se encuentra disponibles kits de
biotinilaciéon comerciales que contienen todos los componentes necesarios para la biotinilacion de proteinas.

Si se utiliza un grupo de sondas donde cada sonda estd provista de un grupo reactivo diferente, una sustancia
adecuada comprende una molécula capaz de unirse al menos a uno de cada uno de los grupos reactivos. Alternativa-
mente, semejante sustancia de unién comprende un complejo de al menos dos moléculas que pueden estar ancladas
covalentemente o no covalentemente entre si, donde cada molécula es capaz de unirse a un grupo reactivo.

Un método de acuerdo con la invencién permite la deteccidon de al menos dos moléculas interacionantes en una
célula donde al menos una de dichas moléculas es una sustancia proteindcea. En otra realizacién, al menos una de
dichas moléculas es un acido nucleico. En otra realizacién mas de la invencion, al menos una de dichas moléculas es
un lipido o un carbohidrato. Por ejemplo, la invencioén proporciona un método para detectar la interaccion de al menos
una proteina con al menos un acido nucleico, tal como una proteina de unién a ADN que se une a una secuencia
conformacional de ADN especifica. La familia de moléculas de unién al ADN incluye activadores transcripcionales
o proteinas represoras asi como otras proteinas que se unen a ADN de hebra doble y/o sencilla. También incluye
proteinas de unién a ADN especificas del suero que se pueden utilizar como marcadores para enfermedades malignas.
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En una realizacién de la invencidn, se aplica el método proporcionado para detectar la interaccion entre una proteina
de unién a ARN y una molécula de ARN. Las proteinas de unién a ARN son necesarias para la regulacién de la
traduccion de la expresion génica. Estan implicadas en multiples procedimientos post-traduccionales tales como la
regulacion del empalme pre-ARNm, la estabilidad del ARNm y el transporte de los ARN entre nicleo y citoplasma.
Por ejemplo, se puede utilizar una sonda que se une a una proteina de unién a ARN, como un anticuerpo contra un
cierto factor de empalme, combinada con una segunda sonda que reconoce una secuencia de ARN especifica.

Una sefial FRET se produce solamente cuando tiene lugar una interaccion entre el factor de empalme y el ARN. El
método proporcionado permite la deteccidn de una interaccion proteina-dcido nucleico a nivel de la célula individual.
Para evitar la interferencia con una interaccion entre las moléculas de interés, se prefiere que los dominios de unién de
las sondas reconozcan y se unan a una regioén de las moléculas de interés que sea distinta del sitio de interaccién entre
dichas moléculas.

En otra realizacién, se proporcionan sondas que pueden detectar la interaccién entre una proteina, tal como una
proteina de unién a un carbohidrato (CBP), y un carbohidrato. Se ha reconocido ahora que las interacciones proteina-
carbohidrato son mediadores importantes de la comunicacién celular. En la dltima década se han descrito muchas
CBP novedosas, y se ha documentado que algunas juegan papeles criticos en el trdfico de células y en la sefializacién
celular. Las CBP reconocen ligandos carbohidratados de las glicoproteinas y glicolipidos. Se incluyen cuatro grandes
familias de CBP, las siglec, las lectinas de tipo C, la galectinas y el subgrupo de receptores de antigenos de las células
T (TCR) que reconocen ligandos carbohidratados presentados por moléculas presentadoras de antigenos CD1 y MHC.

En otro aspecto, la presente invencion tiene que ver con un grupo de sondas que se pueden utilizar para la deteccion
de una interaccion proteina-lipido, siendo al menos una sonda reactiva con una proteina de interés y siendo al menos
una sonda reactiva con un lipido de interés. La proteina puede ser una enzima, tal como una lipasa, una quinasa lipidica
o una fosfatasa lipidica, que interacciona con un sustrato lipidico. La sonda proteica puede comprender un anticuerpo
especificamente reactivo con dicha proteina. Una sonda lipidica de acuerdo con la invencién puede ser un radical
proteico con propiedades de unién a lipidos. Son particularmente interesantes aquellas sondas lipidicas que reconocen
especificamente y se unen a una molécula lipidica que estd implicada en rutas de transduccién de sefiales, como los
fosfoinositido polifosfatos y los segundos mensajeros lipidicos diacilglicerol (DAG) o 4cido fosfatidico (PA). Se han
utilizado protefnas con un dominio de homologia con pleckstrina (PH)-proteina fluorescente verde quiméricas como
sensor molecular para visualizar fosfoinositido polifosfatos (PtdInsP(n)) en células vivas. Una sonda lipidica adecuada
incluye un dominio PH producido recombinantemente y purificado. También estdn incluidos el dominio de unién a
DAG de la proteina quinasa C (PKC) y la regién de unién a PA de la quinasa Raf. Una sonda lipidica comprende un
anticuerpo dirigido contra un lipido especifico, como un anticuerpo monoclonal especificamente reactivo con Pt-dlns
(3).1° Pero también se pueden considerar otras sondas lipidicas.

Se puede utilizar un grupo de sondas conjugadas con colorantes de acuerdo con la invencién para detectar una
amplia variedad de eventos de transduccion de sefiales diferentes, estables o transitorios, a nivel de células individua-
les. Estos incluyen la interaccién de un receptor con una o mds moléculas diferentes, la interaccién de tipo receptor-
ligando, la agrupacién o multimerizacion de receptores, la interaccién de un receptor con una molécula de sefiali-
zacion intracelular. Otros eventos que se van a detectar utilizando el método proporcionado en la presente memoria
comprenden la interaccién de diversas moléculas de sefializacidn entre si, como el acoplamiento de una proteina que
contiene homologia con Src 2 (SH2) con un resto fosfotirosina especifico de otra proteina, o la unién de una proteina
que contiene homologia con Src 3 (SH3) a un tramo rico en prolina de otra proteina. Utilizando sondas especificas el
presente método permite detectar interacciones entre proteinas citoesqueléticas asi como entre proteinas nucleares (en
el denominado signalosoma). La activacién de una ruta de transduccién de la sefial incluye a menudo la fosforilacién
de protefnas por tirosina quinasas y/o serina/treonina quinasas. Las fosforilaciones de proteinas pueden cambiar las
actividades de las enzimas y las conformaciones de las proteinas. El resultado eventual es una alteracién de la actividad
celular y cambios en el programa de genes expresados en las células respondedoras.

En otra realizacién, una sonda comprende un anticuerpo fosfoespecifico que reconoce especificamente una pro-
tefna en su estado fosforilado. Un resto fosforilado puede ser un resto tirosina, serina o treonina. Se pueden obtener
anticuerpos fosfoespecificos contra una amplia variedad de proteinas de sefializacién de numerosas compaiiias tales
como Upstate Biotechnology, New England Biolabs, Sigma y muchas otras. Por ejemplo, se puede utilizar un anticuer-
po especifico de fosfotirosina marcado con Cy3 contra el receptor tirosina quinasa Erb para detectar especificamente
la forma activada de este receptor. Otros ejemplos de sondas adecuadas incluyen un anticuerpo fosfoespecifico que
reconoce solamente la forma fosforilada del factor de transcripcién nuclear cabeza de tenedor en rabdomiosarcoma
(FKHR), proteina quinasa B (PKB), proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK). Durante algunos afios, se han
utilizado andlogos de nucleétidos que sirven como sustratos o inhibidores de enzimas, y derivados que se unen se-
lectivamente a sitios reguladores de las proteinas de unién a nucleétidos como sondas estructurales y mecédnicas para
proteinas aisladas. Estos tipos de moléculas también representan sondas interesantes para poner en practica un método
de acuerdo con la invencion.

Un método proporcionado en la presente memoria permite la deteccién de moléculas interaccionantes a nivel
de células individuales. Las células individuales pueden ser analizadas utilizando p. ej. la citometria de flujo o la
microscopia de fluorescencia. En una realizacion preferida, dicha deteccidon se realiza mediante citometria de flujo.
Una ventaja principal de la citometria de flujo es que proporciona directamente datos cuantitativos y que es muy rapida
(los resultados de pueden obtener en unas pocas horas). La deteccién de la transferencia de energia mediante citometria
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de flujo permite un andlisis de alto rendimiento de las moléculas interaccionantes. La deteccién mediante citometria
de flujo de alto rendimiento de las interacciones moleculares a nivel de células individuales permite estudios de las
respuestas con el paso del tiempo y a la dosis de una o mds de las interacciones anteriormente mencionadas, tales como
eventos de transduccidn de sefiales, interacciones de factores de transcripcion. Por ejemplo, la interaccion entre el
factor de transcripcién Tcf-1 con beta-catenina, o la asociacion de la proteina tirosina quinasa citos6lica ZAP-70 con la
cadena zeta CD3 del receptor de las células T (TCR), se pueden estudiar ahora a nivel de células individuales utilizando
un grupo de sondas adecuadas de acuerdo con la invencién. En una realizacién, el método proporcionado permite la
deteccion de la interaccién molécular a nivel de células individuales en células permeabilizadas y/o fijadas. Ademads,
debido a que el método proporcionado puede detectar moléculas enddgenas, es especialmente ttil para investigar
interacciones moleculares en células primarias. Por ejemplo se puede utilizar para discriminar entre células normales
y anormales basdndose en una o mds de las interacciones anteriormente mencionadas. De este modo, la presente
invencidn se pone en practica preferiblemente con un par donador/aceptor que es adecuado para la deteccion de FRET
mediante citometria de flujo. Un par cominmente utilizado para FRET incluye isotiocianato de fluoresceina (FITC) e
isotiocianato de tetrametil-rodamina (TRITC). Sin embargo, la sensibilidad es escasa debido al coeficiente de extincién
molar relativamente bajo y al bajo rendimiento cudntico para FITC y TRITC. Ademis, las fuentes de 14ser para este
par normalmente no se encuentran en los citometros de flujo normalizados. Estos problemas no se encuentran cuando
se utiliza el par R-ficoeritrina (R-PE)/Aloficocianina (APC). Estos colorantes son complejos proteicos grandes que
contienen multiples cadenas y cromdéforos que estdn unidos covalentemente. Pertenecen al grupo de ficobiliproteinas.
La ficobiliproteinas son producidas naturalmente y estdn asociadas con los ficobilisomas y son utilizadas por diferentes
cianobacterias o algas. El par PE/APC es muy prometedor debido a que se puede lograr el 90% de la eficacia FRET
a pesar de los tamafios de PE y APC. Ademads, este par FRET puede ser detectado facilmente en citometros de flujo
asequibles comercialmente tales como FACSCalibur, LSR, y FACSVantage equipado con dos laseres comunes (o un
diodo) en una configuracién que emite a 488 y 632 nm.

La deteccion de la transferencia de energia utilizando la citometria de flujo o la separacién de células activada
por fluorescencia (FACS) ofrece la posibilidad de realizar un andlisis multiparamétrico, rdpido de células individuales
especificas en una poblacién heterogénea. La deteccién de marcadores fluorescentes miltiples en una célula mediante
citometria de flujo proporciona una herramienta potente para el andlisis de células individuales y permite la seleccién
de subgrupos de una poblacién de células diana. El andlisis selectivo en una poblacién de células diana aumenta la
sensibilidad del método de deteccidn.

Para la deteccidn de las interacciones moleculares en células primarias, es especialmente ventajoso utilizar un mar-
cador adicional para definir una poblacién de células diana de interés. Un nimero importante de aplicaciones biol6gi-
cas en enfermedades infecciosas, deteccion y control de enfermedades residuales minimas, y terapia génica requieren
tipicamente el andlisis y aislamiento de células raras (p. ej. células pluripotenciales/progenitoras hematopoyéticas) a
partir de un gran fondo. Un método de acuerdo con la invencién puede incluir tincién intracelular o tincién de un mar-
cador de superficie para definir una poblacion de células diana en una mezcla de células que comprende tefiir con un
anticuerpo marcador fluorescente capaz de identificar selectivamente dicho marcador celular. El presente método per-
mite ahora seleccionar subgrupos de células que estdn presentes en una mezcla de células por medio de las caracteris-
ticas inmunofenotipicas, esto es, permite la deteccion de moléculas interaccionantes en una poblacién rara de células.

En una realizacién preferida, se proporciona un método para identificar y/o aislar células individuales raras utili-
zando técnicas de citometria de flujo/separacion de células de miltiples pardmetros y para caracterizar la interaccién
molecular a nivel de las células individuales. El método proporcionado ahora permite la deteccién de moléculas inter-
accionantes en una mezcla de células anormales con células normales para identificar y cuantificar las células anorma-
les basandose en una interaccién aberrante entre las moléculas. Semejante método es particularmente adecuado para
su aplicacion a numerosos problemas importantes en el desarrollo del sistema inmunitario, enfermedades infecciosas,
céncer y terapia génica. Tipicamente, antes de tefiir una muestra de células con un grupo de sondas, se marcan las
células con al menos un anticuerpo conjugado con un colorante relevante de acuerdo con los procedimientos normali-
zados con el fin de definir una poblacién de células diana en una mezcla de células. Una mezcla de células comprende
células vivas. También comprende células permeabilizadas y/o fijadas. Se proporciona un método que comprende te-
fiir una muestra al menos en cuanto a un marcador celular para definir una poblacién de células diana que comprende
poner en contacto dicha muestra con un compuesto capaz de unirse selectivamente a un marcador celular. En una
realizacion preferida, semejante compuesto estd etiquetado directamente con un colorante fluorescente. Un compuesto
adecuado comprende un anticuerpo marcado fluorescentemente o un fragmento de unién funcionalmente equivalente
a este. Asimismo, se pueden utilizar un compuesto capaz de unirse selectivamente a un marcador celular que puede ser
detectado utilizando un reactivo conjugado secundariamente con un colorante (p. ej. anticuerpo secundario marcado
fluorescentemente). Un marcador celular comprende cualquier clase de marcador intracelular o unido a la membrana
que se pueda utilizar para distinguir una subpoblacién de células de una mezcla de células. Un marcador celular puede
ser una agrupacioén de antigenos de diferenciacién (CD). Los marcadores CD son moléculas de la superficie celular
de entre otras células hematopoyéticas que son distinguibles con anticuerpos monoclonales. Las células hematopoyé-
ticas comprenden timocitos, células dendriticas, células de Langerhans, neutréfilos, eosinéfilos, células B del centro
germinal, células dendriticas foliculares, células del plasma y células de la médula dsea. Por ejemplo, los marcadores
celulares adecuados comprenden CD1, CD3, CD4, CDS8, CD10, Cd19, CD20, CD33, CD34 y CD117. Los anticuerpos
monoclonales dirigidos contra un gran nimero de marcadores CD humanos se pueden obtener de diversos proveedo-
res, tales como BD Biosciences o Ancell Immunology Research Products, Bayport, USA. A menudo, son asequibles
anticuerpos que estdn conjugados directamente con un fluorocromo de eleccién p. ej. CD10-PE o CD19-FITC, que es
obviamente la eleccion preferida para poner en practica el método de acuerdo con la invencién.
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La eleccidn del colorante debe apuntar preferiblemente pero no exclusivamente al uso de dos o tres colorantes para
el inmunofenotipaje ademds de los colorantes FRET para la deteccion de una interaccién préxima de al menos dos
moléculas. Por ejemplo, se puede combinar un grupo de sondas FRET de acuerdo con la invencién con uno o mas
colorantes para mediar la seleccidn de un subgrupo de leucocitos por medio de las caracteristicas inmunofenotipicas,
p.¢j. CD10, CD19 y CD20 para definir exactamente los subgrupos de células B precursoras en la médula 6sea, o CD1,
CD4 y CDS8 para definir los subgrupos de timocitos, o0 CD34 y/o CD117 para identificar las poblaciones de células
pluripotenciales/precursoras.

En una realizacién, la invencién proporciona un método de deteccién de al menos dos moléculas intercelulares
interaccionantes utilizando un grupo de sondas de acuerdo con la invencidn, siendo cada una de las sondas reactiva
con una molécula diferente que comprende proporcionar una muestra que comprende una célula, por medio de lo
cual dicha muestra estard sujeta a fijacion y permeabilizacidn, poner en contacto dicha preparacién con un grupo de
sondas, cada sonda capaz de unirse a una molécula especifica en condiciones que permiten la yuxtaposicién de dichas
sondas sobre dichas moléculas, eliminar cualquier sonda no unida y cualquiera unida no especificamente y detectar la
yuxtaposicién de dichas sondas por medio de FRET. La muestra se trata preferiblemente de tal manera que se obtenga
la conservacion de la morfologia del material y la permeabilizacién con el fin de asegurar suficiente accesibilidad de
la molécula de interés a la sonda. El tipo de tratamiento dependerd de numerosos factores, por ejemplo del fijador
utilizado, del grado de fijacién y del tipo y propiedades de las moléculas de interés. La fijacidn se puede llevar a
cabo con un fijador tal como formaldehido. En una realizacion preferida, el método se pone en prictica para detectar
las moléculas intercelulares que estdn situadas a una distancia muy préxima entre si, por ejemplo a 100 Angstroms,
preferiblemente a 50 Angstroms, mds preferiblemente a 20 Angstroms.

Se proporciona un método en el que se obtiene una muestra que comprende una célula primaria a partir de una
muestra bioldgica. La muestra bioldgica puede ser una muestra de fluido corporal incluyendo sangre, médula 6sea, ori-
na, fluido cerebroespinal (CSF), saliva. También puede ser una muestra de tejido o producto homogenizado de tejido.
Una muestra comprende una célula cultivada que puede ser una célula primaria cultivada, por ejemplo un fibroblasto
dérmico cultivado obtenido de una biopsia de piel. Ademds, una muestra puede comprender una célula cultivada de
una linea celular de laboratorio establecida, como HeLa, COS, MCF-7 o una linea celular Jurkat, que puede ser obte-
nida de numerosas fuentes tales como la Coleccién de Cultivos Tipo Americana (ATCC; véase www.atcc.org para un
catdlogo en linea).

La invencién proporciona un método para preparar un grupo de sondas, que comprende poner en contacto cada
sonda con un colorante adecuado o un derivado del mismo para formar un producto conjugado entre dicha sonda y
dicho colorante y purificar dicho producto conjugado del colorante en exceso que comprende adicionalmente poner
en contacto al menos una sonda con un grupo reactivo adecuado o un derivado del mismo para formar un producto
conjugado entre dicha sonda y dicho grupo reactivo y purificar dicho producto conjugado del exceso de grupo reac-
tivo. Como se ha comentado antes, una sonda puede comprender un anticuerpo convencional (poli- o monoclonal) o
sintético u otra molécula de unidén, una sonda de unién a acido nucleico, una sonda de 4cido peptidonucleico capaz
de hibridar con una secuencia de 4cido nucleico especifica, una molécula de unién a lipidos, una molécula de unién a
carbohidratos. La presente invencion se lleva a cabo ventajosamente utilizando sondas con efectos estéricos negativos
minimos sobre la eficacia de la transferencia de energia entre colorantes anclados a las sondas. Por ejemplo, se puede
utilizar ventajosamente una sonda de anticuerpo mas pequefia que una IgG completa, tal como Fab’, Fab, un fragmen-
to Fv de cadena sencilla o un fragmento bivalente de anticuerpo (dimero de scFv). Ademads, se puede utilizar un par
FRET fluorescente de bajo peso molecular. Quizas el grupo funcional mas conveniente y ampliamente utilizado para
el marcaje de moléculas bioldgicas es el grupo amino primario. Este puede ser proporcionado por el grupo epsilon
amino de un resto lisina, o el extremo N libre de un péptido/proteina. Alternativamente, es posible introducir una
amina primaria que contiene grupos modificadores durante la sintesis automatizada, por ejemplo, de oligonucleétidos.
Los ésteres activos estables de las especies de marcaje con flior que se pueden almacenar como materiales sélidos, en
particular ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) han sido utilizados extensamente a lo largo de muchos afios para la
acilacion de tales grupos amino. Como alternativa al marcaje de grupos amino primarios, se pueden elegir como diana
grupos que contienen tiol tales como aquellos contenidos en los restos cisteina o, como con los grupos amino prima-
rios, aquellos introducidos como modificadores durante la sintesis automatizada (por ejemplo de oligonucleétidos) por
los reactivos de marcaje de maleimida (por ejemplo Cy3 y Cy5). No siempre es factible considerar el uso de marcaje
de amino primario o tiol en las moléculas bioldgicas. Una ruta comtin adicional para el marcaje, por ejemplo, de es-
pecies carbohidratadas es por medio de un grupo aldehido elegido como diana por reactivos de marcaje de hidrazida.

Se puede utilizar adecuadamente un kit comercial para obtener un grupo de sondas que comprende al menos dos
sondas, cada sonda provista de un colorante y provista adicionalmente de un grupo reactivo. Tipicamente, el marcaje
y la purificacién de productos conjugados de sondas con tales kits de marcaje se pueden completar facilmente en tres
horas, con muy poco tiempo de experiencia. Por ejemplo, existe un kit disponible para marcar una sonda proteinicea,
p. €j. un anticuerpo o un péptido, con un colorante fluorescente (www.probes.com/handbook/tables/1570.html). La
cantidad de colorante necesaria para la muestra proteinicea deseada se calcula utilizando las pautas esbozadas en el
protocolo del kit. Generalmente, un colorante reactivo tiene un radical éster de succinimidilo que reacciona eficazmen-
te con las aminas primarias de una sustancia proteindcea para formar un producto conjugado con colorante estable.
La purificaciéon de un producto conjugado se puede completar facilmente utilizando una columna de centrifugacién
o una columna de centrifugacién de exclusion por tamafios. La razén de acoplamiento final se puede determinar de
acuerdo con procedimientos normalizados conocidos por los expertos en la técnica. Una razén de colorante a proteina
de aproximadamente 2,5 a 1 a menudo da como resultado la retencién de la capacidad de la sonda para reconocer
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especificamente una molécula y una fluorescencia suficiente para el uso de la técnica FRET. Del mismo modo, se
encuentran disponibles diversos kits comerciales que se pueden utilizar para el marcaje de una sonda con un grupo
reactivo, tal como biotina. El éster de biotina-XX sulfosuccinimidilo (SSE) es soluble en agua y reacciona con una
amina primaria para formar un producto conjugado con biotina estable. La biotina-XX SSE tiene un espaciador de
14 atomos que potencia la unién de los derivados de biotina a sitios de unién relativamente profundos de la avidina.
Un kit de marcaje contiene tipicamente una columna de centrifugacién lista para su uso para la purificaciéon de una
sonda biotinilada de los reactivos en exceso. La invencidn también proporciona un kit de ensayo de diagndstico para
la determinacién de las moléculas interaccionantes en una muestra bioldgica que comprende un grupo de sondas de
acuerdo con la invencion. En una realizacion preferida, el kit de ensayo proporcionado que comprende un grupo de
sondas para la deteccion mediada por FRET de moléculas interaccionantes se combina con uno o mas anticuerpos
conjugados con colorantes que se pueden utilizar para definir una poblacién de células diana en una mezcla de células.
Esto resulta ventajoso generalmente cuando la muestra comprende una muestra biolégica. Por ejemplo, permite la
identificacién y cuantificacién de células anormales en una mezcla de células anormales con células normales, p. €j.
basandose en complejos de sefializacién anormales definidos. Se pueden detectar muchos complejos de sefializacién
anormales diferentes en aplicaciones de diagndstico utilizando un método de acuerdo con la invencién. Por ejemplo,
se puede evaluar la interaccién de las proteinas RAG1 y RAG2 en leucemias linfoides que tienen transposiciones en
marcha. Solamente en aquellas células en las que los dimeros de RAG1 y RAG2 estan trabados a la secuencia de ADN
diana, estdn en progreso las transposiciones. Otro ejemplo implica la deteccién de una interaccién de beta-catenina
desfosforilada con un miembro de la familia de los factores de transcripcién TCF. Solamente en aquellas células en las
que se detecta una sefial después de la activacion celular, los factores TCF son transcripcionalmente activos. De este
modo, un método proporcionado en la presente memoria proporciona medios para controlar, opcionalmente a nivel
de células individuales, la sefializacion Wnt normal y patoldgica, p. ej. en carcinoma de colon, melanomas, cancer de
prostata, cancer de mama etc.

Ademds, se utiliza ventajosamente un método o un grupo de sondas de la invencién en el area del descubrimiento
de farmacos, p. ej. para seleccionar un compuesto fairmaco (candidato) entre una biblioteca de compuestos. Después
de la identificacién del fairmaco diana, las compaiifas biofarmacéuticas necesitan un sistema rapido para escrutar la
diana frente a las bibliotecas de compuestos para identificar aquellos compuestos que tendrdn un efecto sobre la diana
y que demostraran el potencial para convertirse en fairmacos eficaces. En una realizacion, se utiliza un método basado
en FRET de la invencién para escrutar los compuestos que afectan a la interaccién entre dos o mas moléculas de la
célula, p. ej. compuestos que pueden estimular o inhibir la formacién de complejos de sefializacién tales como los
signalosomas. Hasta ahora, se ha utilizado un grupo de sondas que comprende una primera sonda que es reactiva con
una primera proteina del complejo de sefializacién y una segunda sonda que es reactiva con una segunda proteina del
complejo. Cuando el complejo estd intacto, la primera y segunda proteinas interaccionan de manera que las sondas
conjugadas con colorante se yuxtaponen y se puede detectar la sefial FRET. Tras la adicién de un compuesto (p. €j.
una molécula candidata a firmaco) que se une a un componente del complejo, se interrumpe la interaccién entre las
proteinas dentro del complejo. Como resultado, las sondas unidas a proteinas ya no estdn yuxtapuestas y no se produce
FRET. Por supuesto, se puede acometer un enfoque similar para escrutar compuestos que estimulan o potencian
la interaccion entre moléculas. En ese caso, no se detecta sefial FRET en ausencia del compuesto pero la adicién
del compuesto sitia dos o mds moléculas en intima proximidad entre si de manera que se produce FRET. En otra
realizacion, se utiliza un método como el proporcionado en la presente memoria para detectar la interaccién entre un
compuesto (firmaco) y su diana, esto es, las moléculas interaccionantes son el compuesto y la diana. Esto requiere un
grupo de sondas en el que una sonda es reactiva con el compuesto y otra sonda es reactiva con la diana (proteina), por
ejemplo, se pueden utilizar una sonda de anticuerpo especifico del compuesto y una sonda de anticuerpo especifico de
la diana. Se puede imaginar que el desarrollo de anticuerpos especificos para cientos de compuestos diferentes que se
van a escrutar no es muy atractivo p. €j. en un entorno de escrutinio de elevado rendimiento. Sin embargo, se pueden
proporcionar diferentes compuestos con una etiqueta idéntica (epitopo) de manera que se pueda utilizar solamente una
sonda (anticuerpo) dirigida contra la etiqueta junto con una sonda especifica de la diana para detectar la interaccién
entre el compuesto y su diana.

Leyendas

Figura 1. Diagrama esquematico del principio de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET)
con un fluorocromo X como colorante donador e Y como colorante aceptor.

A. El colorante aceptor Y no serd excitado por la luz de emision del colorante donador X, si la distancia entre X e
Y es demasiado grande. B. Si la distancia entre el colorante donador y el aceptor es suficientemente pequefia (<80
Angstroms pero preferiblemente <50 Angstroms), la luz de emision del colorante donador X excitard al colorante
aceptor Y.

Figura 2. Dibujo esquematico de las proteinas A y B que interaccionan intimamente reconocidas por un anticuerpo
anti-A y anti-B.

A. Se conjuga la sonda A con el colorante donador X y la sonda B con el colorante aceptor Y. Ademds, ambas
sondas se conjugan con biotina. B. Tras la incubacién con las sondas A y B, las sondas se pueden unir por
medio de incubacién con avidina, siempre que las sondas reconozcan y se unan en efecto con las proteinas A y
B intimamente interaccionantes. Esta yuxtaposicion de las dos sondas de anticuerpo (estabilizadas por el sistema
biotina-avidina) es detectable por medio del principio FRET (véase la Figura 1).
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Descripcion detallada

La invencién proporciona un método para la deteccién de proteinas y otras moléculas interaccionantes utilizando
un grupo de al menos una primera y una segunda sondas, cada sonda provista de un colorante donde dichos colorantes
juntos permiten la transferencia de energia, estando provistas dichas sondas de al menos un grupo reactivo donde dicho
grupo reactivo permite modular la yuxtaposicidon de dichas sondas de manera que haya un aumento de la probabilidad
de transferir energia entre ellas. Preferiblemente, aunque no exclusivamente, un grupo de sondas de acuerdo con la
invencién comprende un grupo de dos anticuerpos conjugados con colorante, cada anticuerpo provisto adicionalmente
de un grupo reactivo. Para ilustrar la invencioén, se describird la preparacién de semejante grupo de sondas.

Ejemplo
Preparacion del grupo de sondas

Los métodos para producir un anticuerpo son conocidos por los expertos en la técnica, p. ej. utilizando la tec-
nologia del hibridoma o la presentacion en fagos. Para obtener un anticuerpo policlonal, se inmuniza un animal de
laboratorio con un inmundgeno tal como una proteina recombinante o un péptido sintético. La respuesta inmunitaria
del animal se controla tomando muestras de sangre de ensayo y determinando el titulo de la reactividad. Cuando se
obtienen titulos apropiadamente elevados, se recoge la sangre del animal y se prepara el antisuero. Si se desea se
puede realizar el fraccionamiento adicional del antisuero para enriquecerlo en anticuerpos reactivos contra la proteina.
Véase p. ej. Harlow et el. Antibodies. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York (1988).
Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener mediante diversos mecanismos familiares para los expertos en la
técnica. Los anticuerpos obtenidos pueden ser caracterizados mediante técnicas de inmunodiagndstico convenciona-
les p. ej. mediante transferencia Western utilizando productos lisados de células que expresan una proteina de fusién
recombinante o mediante ELISA.

Marcaje con biotina de los anticuerpos

La biotina es conjugada con las proteinas tipicamente por medio de aminas primarias (esto es, lisinas). Normal-
mente, se conjugan entre 3 y 6 moléculas de biotina con cada anticuerpo. Se somete a didlisis o se intercambia sobre
una columna el anticuerpo en carbonato 100 mM, pH 8,4. Se mide la concentracién de anticuerpo después del equi-
librado con tampoén. (Para IgG, 1 mg/ml tiene una A(280) de 1,4). Si la concentracién de anticuerpo es menor de 1
mg/ml, la conjugacién serd probablemente sub-6ptima. Si es necesario, diluir el anticuerpo a una concentracién de
4 mg/ml. Disolver 10 mg de Biotina (N-hidroxisuccinimidobiotina, Pierce) en 1 ml de DMSO anhidro (dimetilsul-
foxido anhidro, Aldrich) inmediatamente antes de su uso. La molécula de biotina reactiva es inestable. Una vez que
se ha solubilizado la biotina, se debe utilizar inmediatamente. Afiadir biotina para dar una razén de 80 ug por mg de
anticuerpo; mezclar inmediatamente. Envolver el tubo en aluminio; incubar y hacer girar a la temperatura ambiente
durante 2 horas. Eliminar la biotina que no ha reaccionado y cambiar el anticuerpo a Tris 10 mM pH 8,2, NaCl 150
mM, pHix (5 mg/ml pentaclorofenol en etanol del 95% (utilizar en forma de 10.000x, o 3-4 gotas por litro) Sigma).

Conjugacion con fluorocromo de una sonda

Como se ha comentado antes, se puede utilizar una gran variedad de colorantes o fluorocromos para marcar una
sonda de acuerdo con la presente invenciéon. Como ejemplo, se proporciona la conjugacién con Cy5 de una sonda de
anticuerpo pero por supuesto se pueden elegir muchos otros fluorocromos. La conjugacién completa se puede realizar
tipicamente en aproximadamente medio dia. La molécula Cy reactiva es inestable. Abrir un vial, y pesar la cantidad
que se necesite (tipicamente, 1 0 2 mg es mds que suficiente). Volver a sellar el vial y almacenar con secante a 4 grados
Celsius. Disolver inmediatamente el Cy5 en DMSO a una concentracién de 10 mg/ml.

1. Preparacion de anticuerpo

Someter a didlisis o intercambio sobre una columna el anticuerpo en carbonato 500 mM, pH 9,5. Medir la con-
centraciéon de anticuerpo después del equilibrado con tamp6n. (Para IgG, 1 mg/ml tiene una A(280) de 1,4). Si la
concentracion de anticuerpo es menor de 1 mg/ml, la conjugacion serd probablemente sub-6ptima. Si es necesario,
diluir el anticuerpo a una concentracién de 4 mg/ml.

II. Conjugacion covalente

Se acopla Cy5 covalentemente con aminas primarias (lisinas) de la inmunoglobulina. Disolver el Cy5 (Cy5-
bis-OSU, N,N’-biscarboxipentil-5,5’-disulfonato-indodi-carbocianina, Amersham Life Science) en DMSO anhidro
(dimetilsulféxido, Aldrich) inmediatamente antes de su uso, a una concentracién de 10 mg/ml. No demorarse entre
el pesaje de Cy5 y disolverlo en DMSO; del mismo modo, no demorar la adicién de la sustancia solubilizada al
anticuerpo. Para una proporcién éptima de 5:1, afiadir 40 ug de Cy5 por mg de anticuerpo; mezclar inmediatamente.
Envolver el tubo en aluminio; incubar y hacer girar a la temperatura ambiente durante 1 hora. Eliminar el Cy5 que no
ha reaccionado y cambiar el anticuerpo a Tris 10 mM pH 8,2, NaCl 150 mM, pHix (Sigma; 5 mg/ml de pentaclorofenol
en etanol del 95% (utilizar en forma de 10.000x, o 3-4 gotas por litro), mediante filtracién en gel o didlisis.
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REIVINDICACIONES

1. Un grupo de al menos una primera y una segunda sondas moleculares, cada sonda provista de un colorante
donde dichos colorantes juntos permiten la transferencia de energia, comprendiendo cada sonda un dominio de unién
capaz de unirse especificamente a una molécula de interés, y donde dichas sondas estdn provistas adicionalmente de
un grupo reactivo capaz de unirse especificamente a una sustancia formadora de puentes que permite la yuxtaposicién
de dichas al menos primera y segunda sondas después de la unién a dicha molécula de interés y donde dicho grupo
reactivo no estd implicado en la unién a la molécula de interés.

2. Un grupo de acuerdo con la reivindicacién 1, donde dicho grupo reactivo permite yuxtaponer dichos colorantes

a una distancia de 10 nanémetros (100 ;\ngstroms) entre si, preferiblemente a una distancia de 5 nanémetros (50
Angstroms) entre si, mds preferiblemente a una distancia de 2 nanémetros (20 Angstroms) entre si.

3. Un grupo de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, donde un grupo reactivo de dicha primera sonda no es directa-
mente reactivo con dicha segunda sonda.

4. Un grupo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde al menos una sonda esta provista
de una multiplicidad de dichos grupos reactivos.

5. Un grupo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde dicha sonda es un anticuerpo o un
fragmento de unién funcionalmente equivalente a este.

6. Un grupo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde al menos una sonda es un 4cido
nucleico.

7. Un grupo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde al menos uno de dichos colorantes
es un fluorocromo.

8. Un grupo de acuerdo con la reivindicacién 7, donde dicho fluorocromo se selecciona del grupo que consiste
en isotiocianato de fluoresceina (FITC), isotiocianato de tetrametilrrodamina (TRITC), Rojo Texas (TR), R-ficoeri-
trina (R-PE), aloficocianina (APC), miembros de las ficobiliproteinas, Cy3, Cy5, Cy5,5, Cy7, colorantes de cianina,
colorantes de Fldor Alexa, productos conjugados en tindem de los mismos, y colorantes de puntos cudnticos.

9. Un grupo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde dicho grupo reactivo es la biotina.

10. Un método in vitro para detectar al menos dos moléculas interaccionantes en una célula utilizando un grupo
de al menos una primera y una segunda sondas moleculares, cada sonda provista de un colorante donde dichos colo-
rantes juntos permiten la transferencia de energia y comprendiendo cada sonda un dominio de unién capaz de unirse
especificamente a una molécula de interés diferente, donde dichas sondas estdn provistas adicionalmente de un grupo
reactivo que no estd implicado en la unién a la molécula de interés y capaz de unirse especificamente a una sustancia
formadora de puentes, permitiendo la yuxtaposicion de dichas al menos primera y segunda sondas después de la unién
a dicha molécula de interés de manera que haya un aumento de la probabilidad de transferencia de energia entre dichos
colorantes, donde un grupo reactivo de dicha primera sonda no es reactivo directamente con dicha segunda sonda, que
comprende:

proporcionar un grupo de sondas

proporcionar una muestra que comprende una célula

-poner en contacto dicha muestra con dicho grupo de sondas

-en condiciones que permiten yuxtaponer dichas sondas sobre dichas moléculas interaccionantes

- poner en contacto dichas sondas con una sustancia capaz de conectar al menos un grupo reactivo de dicha
primera sonda con dicha segunda sonda, y

-detectar la yuxtaposicién de dichas sondas por medio de FRET para detectar dichas moléculas interaccionan-
tes.

11. Un método de acuerdo con la reivindicacién 10, donde dicha sustancia permite yuxtaponer dichos colorantes a
una distancia de 0,2-10 nanémetros (2 a 100 Angstroms) entre si.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacién 10 u 11, donde dicho grupo reactivo comprende biotina y donde
dicha sustancia comprende avidina o estreptavidina.

13. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12 que incluye la tincién de dicha
muestra para al menos un marcador celular para definir una poblacién de células diana que comprende poner en
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contacto dicha muestra con un compuesto capaz de unirse selectivamente a dicho marcador celular, donde dicho
marcador celular es preferiblemente una agrupacion de antigenos de diferenciacién (CD).

14. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, donde al menos una de dichas
moléculas es una sustancia proteinicea, un dcido nucleico, una molécula lipidica o un carbohidrato.

15. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14 que permite la deteccién a nivel de
células individuales, utilizando preferiblemente citometria de flujo.

16. Un kit de diagnéstico que comprende un grupo de sondas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
lao.

17. Un kit de acuerdo con la reivindicacién 16, que comprende adicionalmente la sustancia formadora de puentes.
18. El uso de un grupo de sondas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 o un método de

acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15 para escrutar un compuesto que afecta a la interaccién
entre dos 0 mds moléculas en una célula.
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