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INTRODUCCION

El andlisis citogenético de las células tumorales ha reve-
lado . alteraciones cromosdémicas clonales en madas de
30.000 neoplasias humanas (1). Hoy sabemos que la
presencia de determinadas alteraciones cromosémicas
aporta una informacién importante con valor diagndsti-
co y prondstico en neoplasias hematoldgicas y tumores
solidos (2,3). El conocimiento de la alteracién cromoso-
mica asociada a un determinado diagndstico permite
hacer un seguimiento de la evolucién de la enfermedad,
valorar la respuesta al tratamiento y detectar y cuantifi-
car la enfermedad minima residual. Cada vez en més
protocolos clinicos, especialmente en neoplasias hema-
tolégicas y sarcomas, las decisiones terapéuticas estin
basadas, entre otros parametros, en el andlisis genético
de las células neoplasicas (4).

Desde la observacién en los afos sesenta por Nowell
y Hungerford (5) de la aparicién de un pequefio cromo-
soma, al que denominaron Philadelphia (Ph), en pacien-
tes con leucemia mieloide crénica, y la posterior des-
cripcidn en los setenta por Caspersson (6) de técnicas de
bandeo cromosémico, el andlisis citogenético ha sido en
los dltimos 30 afios una de las dreas de la genética que
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se ha desarrollado con mds rapidez (Tabla 1). Proporciona
informacién muy valiosa; no sélo clinica sino también
bdsica, en la investigacién del céncer. La descripcién de
alteraciones cromosémicas asociadas especificamente’ a
un tipo de cancer y su posterior seguimiento ha permitido
conocer la significacién clinica de muchos marcadores
Citogénéticos y, mds importante todavia, se ha constituido
como un paso previo a la deteccién y localizacién de 10s
genes implicados en la génesis tumoral.

En neoplasias hematolégicas, debido a la facilidad
de obtener metafases de calidad a partir de cultivos de la
médula Gsea, el andlisis citogenético convencional se ha
1ncorporado en los laboratorios de genética como una
técnica de rutina, que complementa al diagndstico mor-
fologlco e inmunofenotipico. Existe mucha 111f0rmac1qn
a partir de grandes series publicadas y de la experiencia,
no sélo de las alteraciones cromosémicas que se asocian
especjficamente a un determinado tipo de leucemia y
lIinfoma (7) (Tablas 2 y 3) sino también de su valor pro-
nostico (8). Por ejemplo, la presencia en el cariotipo de
un cromosoma Philadelphia —t(9;22)— en un paciente
diagnosticado de leucemia aguda linfoblastica confiere
un prondstico muy desfavorable. Esta observacion lle-
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Tabla 1. Algunas fechas de interés en el area de la citogenética.

1981, 1984 Wake y cols.

1985 Mulis
1992 Kallioniemi y cols.
1992 Weber-Matthiesen y cols.
1996 Schrék y cols.

l 1996 Speicher y cols,

varia a una actitud terapéutica distinta y m4s agresiva que
si se detectara en el mismo diagnéstico una alteracién
cromosémica de buen prondstico, como por ejemplo un
cariotipo hiperdiploide de méds de 50 cromosomas.

En los sindromes linfoproliferativos crénicos, debido
a su bajo indice mitético, la incidencia de anomalias ci-
togenéticas depende en gran medida de las técnicas uti-
lizadas para su deteccion (9). La informacién acerca de
marcadores citogenéticos en los sindromes linfoprolife-
rativos es menor (1), resultando una mayor proporcién
de cariotipos normales. Una de las formas de evitar esta
dificultad es afiadir al cultivo mitégenos (TPA, TNF,
IL-2, PK, entre otros), que permiten detectar con mayor
frecuencia cariotipos anémalos. No obstante, inediante
el empleo de mitégenos también puede seleccionarse el
crecimiento de la poblacién celular no neopldsica. En el
caso de los linfomas, el analisis citogenético convencio-
nal preéenta mas dificultades que en las leucemias: los
cariotipos tienden a ser mds complejos, el acceso al teji-
do implicado es mds limitado y existen numerosos tipos
histolégicos con caracteristicas clinicas distintas (10).
Sin embargo, los estudios que han correlacionado los
marcadores citogenéticos con el prondstico sugieren que.
al igual que en las leucemias, algunas alteraciones cro-
mosomicas en linfomas tienen una significacién pro-
néstica independiente (11). |

En el caso de los tumores sélidos hay factores, fun-
damentalmente metodoldgicos. que han frenado la in-
corporacién del andlisis citogenético convencional a la
rutina diagnéstica, que pudiera complementar al diag-
néstico anatomopatolégico. Entre los obstidculos técni-
cos para obtener metafases analizables a partir de mues-
tras de tumor caben destacar, entre otros, la baja' viabili-

Establecen el nimero de cromosomas del hombre en 46

Describen el cromosoma Philadelphia (Ph) en la leucemia mieloide crénica
Describen las primeras técnicas de bandeo cromosémico

3% conferencia de nomenclatura cromosémica, 1% con bandas

1956 Tjio y Levan
1960 Nowell/Hungerford
1970 Caspersson y cols.
1971 Conferencia Paris
f 1973 Rowley Describe al cromosoma Ph como una t(9;22)
1975 Southern Describe la técnica de Southern-blot
1981 Langer y cols.

Describen sondas no radiactivas para hibridacién in situ

Describen mejoras en el cultivo de tumores sélidos utilizando la disociacién con colagenasa
Describe la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR}

Describen la técnica de hibridacién genémica comparada (CGH)

Describen la técnica de FICTION (Fluorescence Immunophenotyping and Interphase Cyto-
genetics as a.Tool for the Investigation of Neoplasms)

Describen la técnica de cariotipo espectral (SKY-FISH)

Describen la técnica de multiplex-FISH (M-FISH)

dad celular debido a Ia necrosis de la muestra, la necesi-
dad de disgregacion enzimadtica de la muestra, la conta-
minacién microbiana, la “contaminacion” con células
normales y, por tltimo, debido al tiempo de manifesta-
cién clinica de la mayor parte de los tumores, la ocu-
rencia de alteraciones cromosdmicas muy complejas y
variables que hacen dificil determinar el cambio cro-
mosdmico primario asociado con un tipo de tumor (12)
(Tabla 4).

Estos factores han llevado al desarrollo, en los dlti-
mos afios, de métodos citogenéticos alternativos para
identificar alteraciones cromosémicas. La incorporacion!
de nuevas técnicas de citogenética molecular basadas en:
la hibridacién in situ con fluorescencia, y la mayor coor--
dinacién y colaboracion entre cirujanos, pat6logos, on-
cologos y genetistas han hecho que el andlisis citogené-
tico de-tumores sélidos haya experimentado un enorme
avance. En el pentltimo catdlogo de alteraciones cromo-
sémicas asociadas a neoplasias (1), un 27% de 22.076
alteraciones cromosdmicas descritas corresponden a tu-
mores solidos y el resto a neoplasias hematoldgicas. S6-
lo cuatro afios después el dltimo catdlogo recoge cerca
de 100.000 alteraciones en mds de 30.000 neoplasmas, -
de los :que aproximadamente 21.000 son leucemias,
3000 linfomas y 8100 se refieren a tumores sélidos (13).
Todas Ias alteraciones cromosémicas descritas en el can-
cer pueden consultarse en la base de datos del Proyecto
de Alteraciones Cromosomicas en Céancer (Attp.//www.
nebi.nlm.nih.gov/CCAP).

De forma paralela a la acumulacién de datos pura-
mente citogenéticos que implican cambios genéticos en
el proceso tumoral, el desarrollo de las técnicas de gené-
tica molecular durante los afios ochenta (Tabla 1) ha per-
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Tabla 2. Alteraciones cromosémicas recurrentes en Ieuce— :

i  mias Yy genes

implicados*.

Alteracién citogenética

Genes imp]icados

Mieloides
LMC
LMC crisis

blastica
LANL-M2
LANL-M3
LANL-M4Eo
LANL-M35
LANL

LANL-
terapia

LMMC

SMD

Linfoides
LAL preB

LAL
B(Sig+)

LAL B o
B-mieloide
LALT

LLC-B

LLC-T

19:22)(q34q11)
1(9;22)(q34:q11),
+8,+19,+Ph1,i(17q)
1(8;21)(q22:q22)
1(15;17)(q22;q11-12)
inv(16)(p13q22) 6 1(16;16)
1(9;11)p22:q23)
1(6;9)(p23;q34)
1(3:3)(q21:q26)

0 inv(3)(q21q26)
+8,-7,-5,del(5qg).del(20q).12p
-7,del(7q),-5.del(5q)
t(11g23)

1(5:12)(q33;p13)
-7,del(7q),-5,del(5q),
+8,del(11q),del(20q),
del(11q),del(12p)

(1;19)(g23;p13)
t(5;14)(g31;q32)
t(12;21)(p13;q22)
1(8;14)(q24;932)
1(2;8)(p12:924)
t(8;22)(g24;q11)
1(9;22)(g34;,q11)
1(4;11)(q21,g23)
t(1;14)(p32;q11)
t(1;7)(p34;q34)
(8;14)(q24q11)
(7:9)(a35:034)
(7:9)(q34934.3)
1(7;10)(q35;924)
t(10;14)(q245q11)
(11;14)(p13;q11)
(7:11)(q35;p13)
(11;14)(p15;q11)
del(9p).4(9p)
t(14;18Xq32:q21)
t(11;14)(q13;q32)
t(14:19)(q32:q13)
1(2;14)(p13;932)
+12,del (13q)
del(11)(q21g23)
t(8:14)(q24:q11)
t(14;14)(q11q32)
inv(14)ql1q32)
(11:14)(q13:q32)
(4:14)(pl6; q32)
t(14;16)(g32;923)
6:14)(p25:932)
(1:14)(q21;932)
1g, 13q,del(6q)
del(7q)

ABL-BCR
ABL-BCR

ETO-AML1
PML-RARA
MYHI11-CBFB -
AF]O-MLL
DEK-CAN

EVIl

MLL
PDGFRB-TEL(ETV6)

PBXI1-E24A
IL3-IGH!
TEL-AMLI
MYCIGH
IGK-MYC
MYCIGL
ABL-BCR
AF4-MLL
TALI/SCL-TCRA
LCK-TCRB
MYC-TCRA
TCRB-TAL2 '
TCRB-TAN!
TCRB-HOX11
HOX1I-TCRA

RBTIN2/TTt G'LTCRA/D

TCRB-RBIN2/TTG2
RBINI/TIGI-
TCRA/D

IGH-BCL2
BCLI-IGH
IGH-BCL3
BCLI1IA-IGH

MYC-TCRA
TCRA-TCLI
TCRA-TCL]
BCLI{Cyclin-DIFIGH
FGFR/MMSE-T3IGH
IGH-CMAF

MUMI(IRF4)-IGH
MUM2/3-1GH
INF

GPI70

*I_a hsta completa de alteraciones cromosdmicas y genes implicados en
leucemias puede ser consultada en /p:/Avwns.nchinlm.gov/CCAP
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i Tabla 3. Translocaciones cromosdmicas recurrentes en
linfomas no Hodgkin y genes implicados*.

;
i
i
|
i
{
|
,

Alteracién
citogenética

Genes implicados

LNH-B

Burkitt

Folicular

DCG

Manto

Marginal
Linfoplas-
mocitoide

Malt

Linfocitico
Esplénico
Velloso

Otros

LNH T

1
]
:
E

: Anapldsico
Ki+ (ToB)

Variable

1(8:14)(q24:q32)
©2:8)(p11:q24)
1(8:22)(q24:q11)

t(14:18)(q32:q21)
1(2:18)(p12;q21)
1(18:22)(q21:q11)
t(1:22)(q22:q11)

(3:22)(q27: q3”)
t(3:14)(q27: q3")
t(2:3)(p12:q27)
t(14;15)(g32:q11-q13)
t(10;14)(q24:q32)
t(14:18)(q32;q21)
t(8;14)(q24:q32)
t(6:14)(p21:q32)
(1:14)(q21;432)

1(11;14)(q13:32)

t(9:14)(p13:q32)

t(11;18)(q21;921)
t(1;14)(p22:q32)

t(14:19)(q32:q13)
1(7;14)(q21:q32)
t(2:7)(p12;q21)
t(11:143(q23;932)
t(11:14)(q23;932)
t(12;14)(q24;q32)
1(12:22)(q24;932)

1(2:5)(p23:935)

t(10q24)
t(7:14)(q35:q11)
t(7:14)(p15:q11)
t(7:7)(p15:q11)
t(11;14)(p13;q11)
inv(14))(q11q32)

MYC-IGH
IGK-MYC
MYC-IGL

IGH-BCL2
IGK-BCL2
BCL2-IGL
FCGRIIB-IGL

BCL6-IGL
BCL6-IGH
IGK-BCL6
IGH-BCLS
NFKB2(LYT10)-IGH
IGH-BCL2
MYC-IGH
CyclinD3-IGH
MUCI-IGH

BCLI(CyclinD1)-IGH

PAX5-IGH

AP2-MLT
BCLI0-IGH

IGH-BCL3
CDK6-IGH
IGK-CDK6

PAFAH2-IGH
RCK-IGH
BCL7A-IGH
CyclinD2-IGL

ALK-NPM

NFKB2(LYTI0)
TRCB-TRCA/D
TCRG-TCRA/D
TCRG
RBTN2-TRCD
TCRA-TCL1

‘ *La lista completa de alteraciones cromosdmicas y genes impli-
cados en los linfomas puede ser consultada en Attp-/Avwiwv.nchi. |
nlm gov/CCAP
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Tabla 4. Aigunas de las alteraciones cromosémicas recurrentes descritas en tumores sélidos*.

Alteraciones cromosémicas y genes implicados

Benignos
Adenoma de colon +7,+8,+12,del(12q)
Lipoma
Neuroepitelioma t(11;22)(q24;q12)
Neurinoma 22,-Y
Fibroma de ovario +12

Leiomioma de utero

Gléandulas salivales
(T. mixto)

Adenoma renal

t(8;9),t(9;12),inv(12)(p13q13)
Y, +7,+17

Malignos
Liposarcoma mixoide
Sarcoma sinovial

t(12;16)(q13;p11),(DDIT3-FUS)

t(3;12)(q27;q14)(LPP-HMGJC),t(1:12).t(2;12),t(5;12),del(12q),del(13q)

r(1),6(2;12),del(7q)(q21g31),t(12;14),+12,6(12q13),1p36,10922.-13,-22,t(1;2).inv(X)(p22q13)
£(1:8),4(3;8)(p21;q12)( CTNNBI-PLAG1),1(6;8),1(8;13),del(8q).

t(X;18)(pll;qll,genes SYT-SSX1/2

Sarcoma de Ewing
Rabdomiosarcoma
Condrosarcoma
Fibrosarcoma

Sarcoma de células claras
Vejiga (ADC)

Préstata (ADC)

Pulmén (SCLC)

Colon (ADC)

Rifion (ADC)

Utero
Ovario
Tiroides
Gliomas

Melanoma
Mesotelioma
Retinoblastoma
Neuroblastoma
Testicular
‘Wilms

Mama

t(11;22)(q24;q12)(FLI- EWS),I(ZI:22:)1fq22;q12)(ERG- EWS),1(1;16)(q11:q11).48
t(2:13)(q35;q14)(PAX3-FKHR).1(1:13)(p36;q14)(PAX7-FKHR)
-Y.t(9:22)(q22;q12)(CSMF-EWS)

=Y

t(12;22)(q13.q12XATFI1-EWS)

+7.del(10p).i(5p),i(11p),del(11p).ir11q).13q14, LOH,3p,12q.mutacp33
del(10)q24),+7.-Y,ganancias:3q.7q.89.Xq
del(3)(p14p23)(FHIT),+7,del(5q),13q(RB);LOH(3p),5q,6.9p,(p16),17q,17p(p53),MYC,RAS
del(l7p),—18,dmin,LOHlSq(gen DCC),mutac gen APC, p53,12q.17q,+12,del(1p)
del(3p),t(3;5),t(3;8),i(5p),del(6q).t{X:1)(p11;q2 I(TFE31-PRCC),-3,+7,+8,+10,-Y,
inv(7)(p15q34)

+10,i(1q),del(6)(q21),1q21

del(6q),del(3p),t(1;17),dmin,hsr.gen AKT2, KRAS,BRCAL,OVC,+12,47.48
inv(10)(ql1q21)(RET),t(7;10)q35;q921)

+8, fusiones teloméricas,-7,-10.-22.-X.Y ,del(22)q11),del(9p), amplif.12q, inactivacién de p53,
p16,RB,PTEN. Sobreexpresién de CDK4,EGFR,VEGF
1(1:6),t(1;19),i(6p),+7,del(9p)(13).del(6q).1q1 1,del(1)(p11p22)
t,dup,del.inv(3)(p21p23)

i(6p),del(13)(q14),1q,LOH13q

del(1)(p32p36).t(1;17)(p36:q14).dmin.amplif NMYC, ganancias 1q21-g25
i(12p)(10), amplif KRAS

del(11)(p13),del(11)(p15).i(1q).t(1:16)(q10:q10),.LOH 11p
-17,i(1q),t(1;16).del(1q),del(3p)(p12pl4).del(6q).+7.+18,+20, delt 1p, t(1q).t(7q),
t(11q),dup(11q),dmin,hsr(8p),mutaciones p353, BRCAI amplificacién de
HER?2/neu, amplificacién 20q

*La lista completa de alteraciones cromosomicas y genes implicados en tumores solidos puede ser consultada en Affp://vwi.

nebi.nlm.gov/CCAP 'y http:/fwww.helsinki fi/~Igl_www/CMG.htinl

mitido conocer los mecanismos patogénicos subyacen-
tes. Hasta el momento se han identificado 1800 puntos
de rotura en las alteraciones cromosdmicas asociadas a
neoplasias. Muchos de ellos ya han sido caracterizados
molecularmente, lo que ha permitido la identificacién de
nuevos oncogenes y genes supresores de tumores (7, 14,
15). Existen bases de datos actualizadas que permiten
consultar informacién detallada acerca de los aproxima-

damente 100 genes identificados hasta el momento en
las 600 reordenaciones cromosémicas equilibradas aso-
ciados a neoplasias humanas: http:/Aww.nchbinim.gov/
CGAP, /1{1p.'//i11_f0bi0genﬁ/se;wfzices/chrom- cancer

Asi, cada dia son mas conocidas las alteraciones cito-
genéticas que causan la transformacién neopléasica y los
mecanismos moleculares subyacentes. En los linfomas,
las translocaciones t(8:14), t(14;18) y t(11;14) asociadas
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a linfomas de Burkitt, folicular y del manto, respectiva-
mente, han permitido localizar y aislar los oncogenes
implicados en estas enfermedades: ¢-MYC (1:6, 17),
BCL-2 (18, 19) y BCL-1 (20). En estos casos el meca-
nismo molecular subyacente consiste en la activacién de
estos protooncogenes por yuxtaposicion con secuencias
reguladoras de un gen de la cadena pesada de las inmu-
noglobulinas (IgH), provocando una sobreexpresion de
la proteina codificada por el protooncogén (21).-

La translocacién t(9;22) asociada a leucemia mieloi-
de crénica) permitié describir otro mecanismo molecu-
lar. En este caso se produce la activacién oncogénica por
la translocacién del oncogén ABL con el oncogén BCR,
formando un gen de fusién hibrido (BCR-ABL) (22) que
codifica una proteina quimérica con potencial neopldsico.
Este mecanismo es muy frecuente en numerosas translo-
caciones descritas en leucemias y sarcomas (23, 24).

La activacién de un protooncogén puede darse no
solo por translocaciones cromosémicas sino también por
amplificacién génica, como en el caso de los genes REL
y ¢-MYC (25) o ERB-B2 (26).

~ Por ultimo, otro tipo de alteracién citogenética fre-
cuente en neoplasias es la delecién cromosémica que a
nivel molecular puede ser un mecanismo de inactivacién
de genes supresores tumorales. Por ejemplo, deleciones
del brazo corto del cromoma 17 provocan la pérdida de
un alelo del gen 7P53, y si el otro alelo estd mutado el
gen se inactiva (27).

En resumen, el enorme avance en el conocimiento de
las alteraciones cromos6émicas descritas en el cdncer ha
permitido no sélo conocer la importancia 'clinica de
dichas alteraciones sino también-caracterizar moleéular-
mente muchas de ellas, identificando y clonando, los ge-
nes implicados (13) (Tablas 2 a 4). El descubfimiento de
nuevos genes que participan en la génesis y progresion
tumoral permitird conocer mejor la biologia del tumor, y
haré posible el disefio de nuevas estrategias térapéuticas
y nuevos andlisis moleculares para el correcto dizignés—
tico y monitorizacion de los pacientes. ‘ ‘

TECNICAS DE ANALISIS GENETICO

De las técnicas citogenéticas que existen, tanto ¢onven-
cionales (cariotipo de bandas G) como de hibﬁdécién in
situ con fluorescencia, sélo describiremos las;caracterfs-
ticas, ventajas y limitaciones de aquellas de citogenética
molecular que se han incorporado como rutina diagnds-
tica (hibridacién in sifu con fluorescencia [FISH:con—
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vencional]), y de algunas de las que todavia son utiliza-
das como investigacion: hibridacion genémica compara-
da (CGH), cariotipo espectral (SKY-FISH), multiplex-
FISH (M-FISH) y FICTION.

Citogenética molecular
(hibridacién in situ con fluorescencia)

Las técnicas de hibridacién in situ con fluorescencia
(FISH) se basan en la hibridacién de una sonda de ADN
marcada con una sustancia fluorescente sobre su secuen-
cia complementaria del genoma, bien en la metafase
cromosémica o en el nicleo en interfase. Las técnicas de
FISH vienen utilizandose desde los afios ochenta (28), si
bien no se han incorporado en todos los laboratorios
como rutina. Su alta sensibilidad y especificidad y la
rapidez de los ensayos han hecho de esta técnica una
importante estrategia diagndstica con numerosas aplica-
ciones (29). Por otra parte, ofras técnicas derivadas de la
FISH han progresado hasta tal punto que hoy es posible,
COMO veremos mas adelante; utilizar simultdneamente
24 sondas de pintado cromosémico, con lo cual se consi-
gue identificar cada cromosoma por su color. Entre las téc-
nicas derivadas de la FISH convencional cabe destacar la
hibridacién gendmica comparada (CGH), de enorme utili-
dad en tumores sélidos, y el cariotipo multicolor (SKY-
FISH y M-FISH). Todas ellas constituyen una nueva dis-
ciplina a la que se ha denominado citogenética molecular,
que complemenpén péro hunca excluyen al andlisis cito-
genético convencional (céﬁotipo de bandas G).

FISH convencional

Los dos componentes principales de la técnica de FISH
convencional son la sonda: de ADN marcada con fluores-
cencia y la secuencia diana en la muestra tumoral para la
cual es especiﬁcét. Es muy importante destacar que no es
una técnica de bisqueda de nuevas alteraciones cromosé-
micas, sino que Gnicamente detecta aquello que busca-
mos, permaneciendo el resto del genoma oculto.

Podemos utilizar sondas de ADN de distintos tipos:
centroméricas (m'arcan‘ Unicamente las zonas centroméri-
cas), de pintado cromosémico (marcan todo un cromoso-
ma) y de secuencias especificas de locus (marcan regio-
nes cromosomicas de secuencia tinica) (Figs. 1 y 2).
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Figura 1. Imagenes de FISH en niicleos en interfase de pacientes con neoplasias hematolégicas. La figura A musstra un ensayo de FISH con'la
sonda centromérica del cromosoma 12 (sefiales verdes) en un paciente con leucemia linfatica crénica. Se observan nicleos normales (dos sefiales)
y nlcleos con trisomia 12 (tres sefiales). La figura B muestra un ensayc de FISH bicolor con sondas para el centromero de los cromosomas X
(sefales verdes) e Y (sefial roja) en un paciente con leucemia mieloide crénica después de un trasplante heterdlogo de médula dsea. Se observa
una célula con senales verdes (femenina) y dos células con una sefial verde y otra rOJa (masculinas).

Esta técnica complementa perfectamente a la cito-
genética convencional en todas aquellas situaciones en
que no ha sido posible realizar un cariotipo: al disp‘oner
de metafases de poca calidad, o no haber obtenido meta-
fases, o bien en los casos en que las alteraciones cro-
mosomicas asociadas a un diagndstico son cripticas no
visibles en el cariotipo, como el caso de la t(12:21) en
leucemia aguda linfobl4stica infantil.

Ventajas

* No requiere células en divisién, ya que permite el and-
lisis no sélo de metafases sino también de niicleos en
interfase. ‘

* Puesto que no es imprescindible analizar metafases, ade-
mds de tejidos frescos permite emplear muestras conge-
ladas y tejido incluido en parafina, lo que hace esta técni-
ca muy (til en estudios retrospectivos de tumores sélidos.

Figura 2. imagen de la amplificacion del oncogén ERB-B2 estudiada mediante FISH en un caso de cancer de mama. El analisis se realizé sobre
una seccion de tejido incluido en parafina. Cada sefial verde representa una copia del gen.
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* Es una técnica rdpida (24 horas) y en poco’ tiempo
pueden ser analizadas un gran numero de células.
* Tiene una sensibilidad y especificidad altas.

* Detecta anomalias cromosémicas numéricas y estruc-
turales siempre que dispongamos de las sondas.

* Permite la identificacién de cromosomas, de origen no
determinado por el cariotipo, si se tiene alguna pista de
qué cromosomas pueden estar implicados, ya que debe
elegirse una o mas sondas de ADN.

* Es muy titil para descartar alteraciones cripticas con-
cretas o microdeleciones, no visibles en el cariotipo.
I .

* Permite la monitorizacion: seguimiento de unai terapia
antitumoral, deteccién de enfermedad minima. resi-
dual, deteccién temprana de recaidas y cuantlﬁcamon
de células genéticamente alteradas.

« Es de gran utilidad en el andlisis de trasplantes de médu-
la 6sea heterdlogos. Se pueden utilizar sondas cen-
troméricas de los cromosomas X e Y v analizar las sefia-
les de ambos cromosomas en un gran nimero de nicleos.

* Permite la deteccidn de deleciones génicas y amplm—
caciones génicas. ‘ |

« Por tltimo es de gran utilidad en in\festiga¢ién généti-
co-médica, ya que permite determinar la localizacién
precisa de los puntos de rotura.cromosémicos en tumo-
res en la busqueda de nuevos, genes impliéadm‘en el
cancer, y detectar y locahzar genes de 1nteres ya cono-
cidos.

Inconvenientes

» No es una técnica de screening (la sonda se elige en
funcién de la anomalia cromosémica que queramos
detectar). ‘

» No suele emplearse, excepto en casos especiales como
el comentado de los trasplantes. como técnica :L’mica
sino complementaria al cariotipo, si éste no resulta in-
formativo.

¢ Tiene un elevado coste econémico, tanto en sondas de
DNA como en analizadores de imagen.

+ Su utilizacién depende de la disponibilidad de sondas
de DNA.

» Debido a hibridaciones inespecificas. es necesario cal-
cular para cada sonda la tasa de falsos posm\ 0s y fal-
$0S negativos.

* No pueden detectarse muchas alteraciones simultinea-
mente.

Sitngd
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CGH (hibridacién genémica comparada)

Como ya se ha mencionado, uno de los mayores p1‘ob1e—
mas a los que se enfrenta la citogenética convencional es
la ausencia de metafases, y su gran ventaja reside en ser
una técnica que permite anahzal todo el genoma. La téc-
nica de FISH convencional ha resuelto el primer proble-
ma, ya que permite analizar nicleos en interfase; pero én
cambio su gran limitacién es que no es una técnica dé
screening, como el cariotipo, ya que s6lo detecta las al-
teraciones previamente seleccionadas. A principios de los
noventa, y con especial aplicacién en tumores solidos,
donde obtener metafases de calidad es a menudo complica-
do, se describié una nueva técnica de citogenética molecu-
lar: la hibridacién genémiéa comparada (CGH) (30). Esta
técnica emplea ADN del tumor y, ademds, no analiza meta-
fases, obviando la necesidad de células en crecimiento.
Esta técnica derivada del FISH se basa en la hibrida-
cién: competitiva de dos ADN (tumoral y control nor-
malj‘, marcados con dislfntos fluorocromos, sobre cro-
mosomas normales (Fig} 3). En resumen: se marca el
ADN del tumor con un fluorocromo verde y un ADN

1 Extraccién del ADN

o

Marcaje del ADN ‘mediante nick transiation
Cot-1 ADN
ADN tumoral / ADN normal

Coprecipltacién y desnammizacldn

|

T T |
| '

Hibridacién in situ sobre metafases normales

g

Tincién de contraste _ f
conDAPIl % !
‘ )
Andlisis de imagen
-

Figura 3. Representacion de ias etapas de la técnica de CGH. |
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normal (control) con un fluorocromo rojo. Ambos ADN
se mezclan en cantidades equimolares y se realiza una
hibridacién in situ sobre cromosomas metafdsicos nor-
males. Ambos ADN compiten por hibridar en los mis-
mos lugares cromosomicos. En condiciones normales
(tumor sin alteraciones genéticas), como la cantidad de
ADN marcado en rojo y verde es la misma, el resultado
final son cromosomas amarillos (mezcla 1:1 de rojo y
verde). En condiciones patoldgicas, si el tumor contiene
alguna ganancia cromosomica, la cantidad de ADN

REV ESP PATOL

tumoral disponible para hibridar es mayor, y la hibrida-
cion de esa zona resultard en una mayor proporcién de
fluorocromo del tumor (verde). Al contrario, si el tumor
contiene una delecion (pérdida) la region delecionada
aparecerd en rojo, ya que habrd mds cantidad de ADN
normal (rojo) para hibridar en esa regién cromosémica.
La CGH permite, por tanto, la deteccién de ganancias y
pérdidas de regiones cromosdmicas en todo el genoma
del tumor por la comparacién de las intensidades de las
sefiales de hibridacién (Fig. 4).

e e—

>
B oS

o=l

2 netl

D

n=lg

Figura 4. Analisis mediante CGH de una paciente con cancer de mama. A) Imagen real de una de las metafases estudiadas. B) Analisis del cociente de

intensidades. En este ejemplo se detectaron ganancias en 1q, 3q22-gter, 6p, 10p, 11q, 15q24-qter, 17q24-qter, Xq y pérdidas en 3p, 18g21-gter y Xp.
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La CGH ha contribuido significativamente al cono-
cimiento actual de las alteraciones genémicas en las
neoplasias humanas. Ademads de definir patrones de ga-

nancias y pérdidas especificas de tumor, proporciona in- -

formacién para la identificacién de nuevos genes impli-
cados en la oncogénesis. Actualmente esta técnica se
utiliza sobre todo para detectar alteraciones cromos6mi-
cas en tumores sélidos, donde la obtencién de metafases
presenta muchas dificultades técnicas. En sélo ocho
afios desde su aparicién se han publicado mds de 3900
trabajos de CGH en tumores (31-35), de los qlie solo
1/10 corresponden a leucemias y linfomas (36). En neo-
plasias hematoldgicas, la CGH estd casi restringida a
sindromes linfoproliferativos crénicos, ya que en ellos el
indice mitdtico de las células tumorales es generalmen-
te muy bajo (37).

Todas las alteraciones cromosdmicas, ganancias y
pérdidas, descritas en el cdncer por CGH pueden con-
sultarse en la base de datos actualizada de la Universi-
dad de Helsinki (http://www.helsinki fi/~lgl_www/
CMG. html).

Ventajas

» Utiliza DNA tumoml,1 por tanto no requiere células en
divisién (metafases tumorales).

* Es una técnica que permite analizar en un solo experi-
mento todo el genoma celular.

* Puesto que analiza ADN tumoral, ademds de tejidos
frescos permite emplear muestras congeladas o inclui-
das en parafina, lo que hace a esta técnica muy ttil en
estudios retrospectivos de tumores sélidos.

* Tiene aplicaciones diagnésticas v es especialmente
ttil en tumores sélidos.

» Contribuye en la investigacién biomédica a la locali-
zacion de nuevos oncogenes y genes supresores de
tumores.

Inconvenientes

* La sensibilidad de esta técnica depende del porcentaje
de células tumorales presentes en la muestra (debe ser
>30%). En el caso de muestras incluidas en ‘parafina
es importante asegurarse de que el corte no esté “con-
taminado” con células no tumorales. Es muy conve-
niente utilizar microdiseccion.

Técnicas de cirogenérica molecular: aplicaciones en el diagndstico e investigacion del cdncer

* S6lo detecta alteraciones cromosémicas numéricas:
ganancias (duplicaciones, amplificaciones) y pérdidas
(deleciones). p ‘

¢ No detecta ttanslocacjones ni otras alteraciones cro-
mosémicas equilibradas.

¢ Tiene un elevado coste econémico.

* Requiere un equipo informdtico sofisticado de trata-
miento de imagen.

* Es imprescindible disponer de personal muy experi-
mentado en la interpretacion de los resultados.

* Es una técnica lenta por la complicacion técnica (de
siete a diez dias).

* No detecta diferentes clones celulares, y proporciona
un valor medio de ganancias y pérdidas.

Cariotipo multicolor
(SKY-FISH y M-FISH)

El cariotipo espectral (SKY-FISH) (38) y el multi-FISH
(M-FISH) (39) son técnicas de citogenética molecular
desarrolladas recientemente, y de momento sélo se utili-
zan en el campo de la investigacién. Su fundamento téc-
nico es sencillo. En resumen: consiste en marcar el ADN
de cada cromosoma con uno o varios fluorocromos, de
manera que el espectro de emisién de cada cromosoma
sea Unico y diferenciable de los demds. Esta técnica, por
tanto, pinta a cada cromosoma de un color. Con el “cock-
tail” de 24 sondas de pintado cromosémico obtenido tras
el marcado se hibrida sobre los cromosomas de las meta-
fases del tumor; el cromosoma anémalo no aparecera
uniforme, sino con los colores de los cromosomas cjue
intervienen en la translocacién. Por tanto, es una forma
de realizar un cariotipo, pero tefiido no con bandas G
sino con colores, de forma que podamos clasificar las
alteraciones de forma univoca.

El cariotipo multicolor ha mostrado ser muy 1itil en
neoplasias hematoldgicas, donde no es dificil obtener
metafases tumorales (Fig. 5). Se han podido caracterizar
correctamente translocaciones complejas, y también
detectar alteraciones cromosémicas cripticas en carioti-
pos aparentemente normales. Esto ha permitido identifi-
car un gran numero de nuevas alteraciones cromosémi-
cas, lo que ha facilitado la bisqueda de nuevos genes
implicados (40, 41). Su empleo en tumores sélidos estd
limitado por la necesidad de obtener metafases de cali-
dad, aunque de todos los procedimientos expuestos es la
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t(1;12)(p36;p13)

-

- 1(9;11)(q34;q13)

Figura 5. Anélisis de SKY de un caso con sindrome mielodisplésico que presenté una t(1;12) y t(9;11).

Unica técnica que permite averiguar el origen de las mul-
tiples alteraciones cromosémicas que habitualmente
aparecen en los cariotipos de tumores sélidos. No obs-
tante, las aplicaciones de esta técnica son crecientes (42,
43), y ya son cerca de 700 los casos de neoplasmas
humanos analizados por SKY-FISH, de los cuales 410
son leucemias y linfomas y 146 tumores sélidos. La di-
reccién http://www.spectral-imaging.com proporciona
informacién técnica, un sumario de aplicaciones y una
lista actualizada de publicaciones relevantes sobre el ca-
riotipo espectral. ‘

Las mejoras técnicas del cariotipo multicolor avanzan
con gran rapidez, y ya se estd optimizando el M-FISH con
bandas multicolor (44).

Ventajas

¢ Igual que el cariotipo y la CGH, SKY-FISH y M-FISH
son técnicas que permiten analizar todo el genoma.

* Debido a su enorme poder de resolucién, estas técni-
cas son extraordinariamente dtiles para determinar el
origen de translocaciones complejas o cripticas que se
escapan al andlisis citogenético convencional con ban-
das G.

* Permiten la identificacion de segmentos cromosémi-
cos no identificados. Por ejemplo, marcadores como el
14g+ de linfomas o mieloma multiple han podido ser
identificados ahora como translocaciones y detectar
qué cromosomas estan implicados. Esto ha supuesto
un gran avance en el conocimiento de los genes impli-
cados en estas enfermedades (40, 41).

Inconvenientes

* Requieren cultivo de tejido fresco.

» S6lo analizan células en division (metafases).

Necesitan personal experimentado tanto en la realiza-
cién como en la interpretacién de los resultados.

* La sensibilidad es similar a la del cariotipo, aunque la
informacién es mas concluyente.

Permiten detectar alteraciones ,cromosémicas comple-
jas, pero no detectan deleciones, inversiones o dupli-
caciones dentro de un cromosoma.

 Tienen un elevado coste econémico.

También requieren un equipo informdtico sofisticado,
Io que hace que actualmente estas técnicas se utilicen,
por el momento, en investigacién.

FICTION

Otra de las técnicas de citogenética molecular, denomi-
nada FICTION (45) (Fluorescence Immunophenotyping
and Interphase Cytogenetics as a Tool for the Investiga-
tion of Neoplasms), proporciona una nueva dimensién al
andlisis de FISH en nicleos interfasicos, ya que combi-
na en un solo experimento el marcado inmunofenotipico
fluorescente con la técnica de FISH. De esta forma, una
determinada poblacién celular tumoral puede ser selec-
cionada de acuerdo con un marcador inmunofenotipico,
y se pueden estudiar alteraciones citogenéticas conoci-
das en relacidn al infiltrado de células normales.
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Para la técnica de FICTION pueden utilizarse prepa-
raciones de citocentrifuga, extensiones, impronfas 0 cor-
tes de criostato.

El fundamento técnico de este método es muy senci-
llo: primero se realiza la deteccidon inmunofenotipica
usando una cascada de tres anticuerpos secundarios mar-
cados con un mismo fluorocromo para detectar la unién
del anticuerpo primario. Seguidamente, se llevan a cabo
dos fijaciones, una en metanol-dcido acético (3:1) y otra
en paraformaldehido (1%) para que el marcado inmuno-
fenotipico no se elimine con las condiciones agresoras de
la hibridacién. Después se realiza la técnica de FISH de
manera convencional. La interpretacién de los resulta-
dos se realiza con un microscopio de fluorescencia, se-
leccionando primero las células positivas y analizando
las sefiales de hibridacion que presentan en relacién con
las células negativas, cuyo patrén de sefiales debe ser
normal (Fig. 6). Cldasicamente, teniendo en cuenta los
tres colores que pueden diferenciarse mediante un
microscopio de fluorescencia convencional (azul, verde
y rojo), tan sélo pueden analizarse un marcador inmu-
nofenotipico y dos alteraciones genéticas, o viceversa.
En las neoplasias hematoldgicas, donde los diferentes
subtipos de leucemias y linfommas generalmente repre-

Téciicas de clivgenética molecular: aplicaciones en el diagndstico e investigacion del cdncer

sentan distintos estadios de diferenciacién “‘congelados”
y hay marcadores inmunofenotipicbs especificos para
cada tipo celular, estos mismos marcadores son los que
se utilizan para seleccionar las células tumorales. En
cambio, en tumores solidos la estrategia puede ser mas
limitada ya que es necesario disponer de marcadores
tumorales fiables. "

La principal aplicacién de la técnica de FICTIONI es
estudiar biopsias tumorales que tengan una baja concén—
tracién de células neoplasicas. Un ejemplo cldsico es el
linfoma de Hodgkin, en el cual el niimero de células ma-
lignas es muy bajo, lo que hace practicamente imposible
el andlisis citogenético. Mediante FICTION estas células
pueden ser seleccionadas utilizando anticuerpos anti-
CD30, y sus alteraciones citogenéticas pueden estudiarse
utilizando sondas especificas de FISH (46).

El futuro de la técnica de FICTION es esperanzador.
El FICTION multicolor estd siendo desarrollado en la
actualidad para aumentar el nimero de sondas y anti-
cuerpos aplicables en un solo experimento. También el
FICTION en material incluido en parafina puede hacer-
se una realidad en un futuro préximo, abriendo las puer-
tas a estudios retrospectivos que correlacionen el fenoti-
po y el genotipo de las células tumorales. |

Figura 6. Experimento de FICTION tricolor en células de un paciente con linfoma de Hodgkin. El antigeno CD30 esta marcado con un fluorocromo
azul, el centrémero del cromosoma 2 en rojo y el gen REL, focalizado en la banda cromosémica 2p13, en verde. La célula grande tefiida de azul es
una célula de Hodgkin CD30+, que contiene cuatro sefiales para el cromosoma 2 (tanto del centrémera como del gen REL), por lo tanto es una
célula tetraploide. Las células pequefias no tefiidas de azul'con dos sefiales rojas y dos verdes representan el infiltrado de células linfoides

acompafante.
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Tabla 5. Caracteristicas dé las técnicas de citogenética convencional y molecular.
Cariotipo FISH en interfase CGH - SKY-FISH M- FISH FICTION
Necesidad de cultivo + — - + _
Meétodo de screening + - + + _
-Analiza todo el genoma +++ : — + ++ -
Material archivado - ‘ + + - +
Detecta diferentes subclones +. E + - + +
‘Detecta alteraciones desequilibradas + + + + +
Detecta alteraciones -equilibradas ++ + — + +
Selecciona poblaciones celulares - - — - +
Permite cuantificar la alteracién + ++ : + + +++
Sensibilidad + ++ + + ot
Precisién + ++ + + 4+
Personal especializado ++ + 1 ++ ++ +
Tiempo de realizacién ++ + + ++ +
Coste econémico - + ++ T+ +
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