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El nmejor conocimento de |os nmecanisnos nolecul ares
responsabl es de nunerosas enfernedades y |a adaptacién de
técnicas de Biologia Basica a las propias de |a Anatonia
Pat ol 6gi ca, han hecho posible que determ nados estudios vy
ensayos que estaban excluidos de |la cartera de servicios de un
Laboratorio de Patol ogia, puedan ser ahora incorporadas conp
parte de |la oferta de nuestra especialidad, afiadi endo un val or
extra al diagnoéstico nolecular: |a conjuncién de |la norfol ogia
de la lesion, materia en | a que sonbs excl usi vanente expertos, y
| os dat os obteni dos por el ensayo realizado sobre | a nuestra.

Este hecho devuelve a la Patologia el terreno, de al guna
forma perdido en el pasado, ya que el diagnéstico en el sentido
anplio del térmno, debe ser la conjuncion de |os hallazgos
nor f ol 6gi cos (macro y mcroscopicos) y |os nol ecul ares asoci ados
a los datos clinicos. En este sentido, son las técnicas de
H bridacion in situ Fluorescente (FISH uno de los nejores
ej enpl os, ya que es inprescindible el reconoci mento histol égi co
del tejido para identificar qué tipo de células (endotelios,
linfocitos, células neopléasicas,..) y en qué |ocalizaciones
t opogr afi cas (1 esiones proliferativas, comparti mento
i ntravascul ar, conponente “intraepitelial”, estroma, ..) poseen
| as alteraciones citogenéticas que estanps estudi ando, con la

dificultad anadida de realizar el estudio sobre un fondo de



campo oscuro, que exige un mayor nivel de destreza vy
experi enci a.

Aunque es posible realizar ensayos de FlI SH con netodol ogi a
propia y reactivos preparados por nosotros m snps, que pueden
ser contrastados y utiles en investigacién, a efectos de
di agnéstico clinico, es inportante enplear kits que aseguren |la
estandarizacion de Ila técnica, la normalizacion de la
fabricacion de |los conponentes, y la garantia de Ila
reproduci bilidad de | os resultados, evitando | a variabilidad que
presentan nmuchas de las técnicas realizadas en nuestros
| abor at ori os.

Las técnicas de Hibridacion in situ” que wutilizan
cronbgenos no fluorescentes (CISH), poseen caracteristicas vy
posi bi li dades sim|lares, con |la ventaja de ofrecer preparaci ones
permanentes y con una nejor representaci 6n mcroscopica de |la
| esi 6n, aunque el espectro de aplicaciones es inferior ya que no
se pueden realizar técnicas de marcaje miltiple ni |os conplejos
sistemas de anélisis de imagen y aplicaciones informaticas aptos
para met odol ogi as con fl uorocronos.

La existencia de kits que cunplen |las nornmas de garantia de
calidad exigidas y la adaptacion de las técnicas a sistenas
automati zados simlares a |os inmunotefiidores actuales, estéan
pernmtiendo que podanbs incorporar el FISH sin sobrecarga
apreci able de trabajo en el |aboratorio, en cuanto a recursos
humanos se refiere, y probablenente, con una buena relacioén
coste-efectividad atendi endo al proceso diagndéstico-terapeutico

en su conj unto.



Las técnicas de FISH tienen dos caracteristicas conunes; a)
el uso de sondas especificas optimzadas para su hibridaci 6n con
| as secuencias diana en un sustrato solido (una preparaci 6n de
tejido/células sobre un portaobjetos) y b) el uso de sondas o
reactivos conjugados con fluorocronos que permten evidenciar al
m croscopi o el resultado del ensayo (visualizacidn).

Por ell o, dependiendo del tipo de alteracion a estudiar y
de la nmuestra (corte de parafina, tejido congel ado, extensiones
celul ares, ..) debenps disefiar el ensayo mas conveni ente.

Sin entrar en consideraciones técnicas especificas, sélo
apuntanps unos pasos indicativos basicos, en gran nedida
simlares a |os seguidos en técnicas de inmunohistoquimca
(1 HQ .

Corte del tejido sobre portas tratados con adhesivo tisular

Despar afi ni zaci 6n (cuando sea tejido enbebi do)

Pretratam ento y acondicionanmiento del tejido y digestiodn

enzi mati ca

Desnat ural i zaci 6n del ADN cel ul ar

H bridacion con la sonda especifica conjugados con

fluorocronps, (en técnicas directas e Incubacion con

reactivo “puente” conjugado con el fluorocrono en teécnicas

i ndi rect as)

Lavado post hi bri daci 6n

Contratinci 6n nuclear y nontaje del cubreobjetos

Vi sual i zaci 6n con microscopi o de epifluorescencia y captura

de i magenes

La variedad y tipos de sondas es grande asi conp el

catdl ogo de marcadores fluorescentes. Esto permite enplear un



nunero i nportante de sondas marcadas con di stintos fluorocronos
y realizar técnicas de marcaje multiple capaces de aportar
i nformaci 6n que no puede ser obtenida por sunaci 6n de otros
métodos mas “sinples”. Este hecho ha permtido disefiar
procedi mentos conplejos que permten estudiar la carga
cronosom ca de una célula o globalnente la del tejido al
conpleto, como son e FISH nulticolor o |a Hibridacion
Conparativa Gend6nmica (CGH), esta ultim puede ser adenas
aplicada en tejido parafinado, ya que se realiza sobre célul as
en interfase (y no en netafase conb en procedinentos de
carioti pado convenci onal)

Este hecho supone una gran ventaja para | os | aboratorios de
Pat ol ogi a pues, ademés, pernite realizar estudi os retrospectivos
con material archivado. No obstante, estas técnicas se
consi deran estudios genéticos, por |lo tanto, es necesario
observar | os principios éticos y respetar el marco juridico que
regul a estos estudi os especial mrente sobre nuestras cust odi adas
en los servicios de Patologia y obtenidas sin consentimento
i nformado especifico para |la realizaci on de | as m snas.

Las aplicaciones del FISH se desprenden directanente de su
funcion: la localizacién topografica de una secuencia de ADN
especifica en un gen/cronosoma. Por tanto, son atiles en
estudios para determnar la existencia de anplificaciones,
trasl ocaci ones o, delecciones. Por el contrario, el FISH no
sirve para identificar nutaciones puntual es o inversiones.

En la actualidad, |a disponibilidad de sondas especificas
delimta el uso de FISH Asi, los principales terrenos en |os

gue | a Patologia encuentra utilidad en la aplicacion de estas



técnicas son |la Hematopatologia y la Oncologia en general,
aunque otros canpos, conp el de |la Patologia de Trasplante o la
I nf ecci osa, tanbi én pueden utilizar estos nétodos. Por otra
parte, otras disciplinas en las que el FISH juega un papel
crucial, como en el de la G togenética (diagnéstico de
anor mal i dades cronosom cas asoci adas a enf er redades
hereditarias, diagnostico preinplantatorio,..) no son de interés
en el actual nonmento para |la Anatonmia Patol 6gi ca, aunque se
realicen trabajos diferentes, conp |os estudi os cronpsén cos en
casos de enfernedad trofobl &stica, y seguranente en el futuro,
t anbi én se abran |lineas de trabajo en este terreno (estudios de
fusion celular,...)

Pr obabl enmente sea | a Hemat opat ol ogia el canpo en el que se
tenga una mayor experiencia en |lo que a aplicacion del FISH en
el diagnostico clinico, ya que se vienen realizando anplianente
en extensiones de sangre periférica o de aspirados de médul a
6sea. Recientenente se estan aplicando a tejido incluido en
par af i na, especi al mrent e en el estudi o de pr ocesos
linfoproliferativos.

Los estudios de FISH mas frecuentenente realizados y |as
princi pal es entidades (no todas) en |las que estan indi cados son,
en general |os que se describen a continuacién, y para ello se
utilizan diferentes tipos de sondas segun la |ocalizaciodn
cronpsom ca que abarcan

Sondas de pintado crondsomi co (WCP).

Sondas centronericas (CEP)

Sondas de | ocus especifico (LSI).

Sondas tel onéricas (Tel evysibn).



Exi sten sondas para técnicas de rotura que estéan di sefladas
para |la deteccién de alteraciones especificas. Estas sondas
abarcan con dos fluorocronos todo el gen. El patron de
nornal i dad obtenido son dos sefiales de color juntas, y la
separaci 6n de anbos colores indicaria la rotura de dicho |ocus
apareci endo | os dos fluorocronos separados. Hay otras sondas que
mar can en col ores distintos genes |ocalizados tanbi én en |ocus
separados, en este caso el patron de normalidad son |os dos
col ores separ ados, apar eci endo f usi onados cuando el
reordenanmento inplica a anbos. A continuaci 6n se describen
al gunos ej enpl os:

Tr asl ocaci ones:
bcl-1: t(11;14): Linfoma del Manto
La sonda de el eccidén es |la de |ocus especifico, t (11;14)
| gH / CCDNL.
bcl-2: t(14;18)(qg32 ;q21): Linfoma Folicul ar

La sonda de eleccion es del locus especifico t(14 ;18)

| gH BCL2.

ALK: t (2;5): Linfoma Anapl asico

La sonda de el ecci 6n de | ocus especifico ALK (reord. 2p23),

esta sonda esta di seflada para detectar reordenam entos 2p23

en |infomas anapl asi cos de cél ul as grandes que ocurren en
lat (2; 5 y ademas todos | os reordenani entos cronosom cos
gue inpliquen a la regi 6n 2p23.

MALT1 t (211 ;18) : Linforma Malt

Esta trasl ocaci 6n puede ser detectada con |a sonda de | ocus

especifico MALT1 (18g21), esta sonda detecta |os

reordenani ent os del gen MNALT.



Tanmbi én se puede utilizar |a sonda de | ocus especifico t
(11;18) APl 2/ MALT 1

c-myc: t(8;14), t(2;8), t(8;22): Linfoma de Burkitt
La sonda utilizada en este caso es de | ocus especifico MYC
esta sonda detecta |os reordenam entos 824 que inplican
al gen MYC

bcr/abl: t(9 ;22) : Leucema M eloide Crénica
La sonda de eleccién es de locus especifico t (9;22)
BCR/ ABL es una nezcla de sonda de | ocus especifico, ABL
mar cada con un fluorocronb y |la sonda de | ocus especifico
BCR marcada con otro fluorocrono. En caso de translocaci on,
| os dos fluorocronbs aparecen juntos, al contrario que en
| as sondas de rotura.

Oras alteraciones rel evantes, son

Trisomia 8 : Leucemia Linfatica CoOnica de m

prondésti co.
La sonda de eleccién es una sonda centrongrica de
cronpsosma 8. Es una sonda a-satélite que hibrida |a regi 6n
centromnérica del cronosonma 8. Tanbi én puede utilizarse otra
estrategia, diseflada para |la deteccion y cuantificacion de
los loci 8p22 (gen lipoprotreinlipasa) y cmyc 8g24. En
este caso se puede utilizar tres sondas para el analisis
sinmultaneo de |los tres marcadores: una sonda centronerica
del cronpsoma 8 a-satélite, otra sonda de | ocus especifico
del gen lipoproteinlipasa y otra tanbién de |ocus
especifico para el gen c- MC.

Trisonia 2 : Linfoma Anapl &si co ALK-negati vo.



La sonda de el ecci 6n es una sonda de | ocus especifico ALK
gue detecta ese gen

Anplificaci én c-nmyc: Leucem a Linfobl astica
La sonda de el ecci 6n es una sonda de |ocus especifico c-
MYC (8q 24.2-924.3) que puede identificar anplificaciones
de este gen

Del ecci 6n de 5g: Un tipo especifico de Sindrone

M el odi spl asi co
La sonda de el ecci 6n es una sonda de | ocus especifico EGRL
(5931) que detecta del ecciones de 5g31.
En el terreno de | a Oncol ogi a no hemat ol 6gi ca, destacanos:

HER 2: Anplificaci 6n en cancer de nmana.
La sonda utilizada en este caso es una sonda de |ocus
especifico para el gen HER 2/neu, y una sonda centronerica
del cronosoma 17.

EGFr: Anplificacion en cancer de cabeza y cuello,

pul mdn, col on
La sonda de el ecci 6n es una sonda de | ocus especifico para
EGFr di seflada para cuantificar el namero de copias de
dicho gen localizado en el 7pl2. Es una nezcla de dos
sondas de | ocus especifico, EGr y CEP 7.

c-nyc: Amplificacién en cancer de nmama, de pul ndn
La sonda de el ecci 6n es una sonda de | ocus especifico c-MWC
(89 24.2-q24.3) que puede identificar anplificaciones de
este gen.

3p: Del eccio6n en | os Carci nomas de Cél ul as Renal es
La sonda de el eccion en este caso puede ser una sonda de

pi nt ado cronosém co para el cronbsoma 3 que hibrida en el



brazo 3p, el brazo 3q y el centrénmero del cronosoma 3
humano. La intensidad de fluorescencia es noderada a |lo
largo de todo el cronpbsoma 3 y las bandas 3p2l1 y 3pll
pueden aparecer |igeranente nmenos intensas.

Cronmosomas 2, 8,10 y 17: Del ecci ones en Carci nomas de

Cél ul as Cr omdf obas.
Las sondas de eleccion en el caso de |a deteccion de
cronpsomas concretos, son sondas centrongricas, son
secuencias especificas de ADN que hibridan en zonas
concretas de estos cronosonmas nornal nente | ocalizados en el
centromero. Estas sondas permiten la identificacion y
enumeraci 6n de cronosomas en células en interfase y en
nmet af ase.

Al teraci ones en Carcinomas Transicional es de Vejiga.
Se puede utilizar en este caso, una nezcla de cuatro
sondas centronéricas y de | ocus especifico, para |os
cronosomas 3, 7y 17 y otra sonda de | ocus especifico para

el 9p21.

LOH 19q: Giomas primarios.
N-myc: Anplificaci 6n en neurobl ast omas.

En este caso se utiliza una sonda de | ocus especifico para
el gen N-nyc (2p23p24) con la que se detecta el nunero de

copi as del gen

EWS-WI'L: t(11;22): Tunor Desnopl asico | ntrabdom na

de Cél ul as Pequenias.

EWS- FLI 1: t(11;22): Sarcoma de Ew ng, PNETs.



Para anbos casos |a sonda de eleccion es de |ocus
especifico, EWBRL (22gl12), que detecta | os reordenam entos
de dicho | ocus.
Topoi sonerasa |1 Alfa :17q : Anplificaci6n en tunores
sensi bl es a Antraciclinas.

La sonda de eleccion es |a sonda de | ocus especifico para

el gen de la Topoisonerasa Il 'y otra sonda centronérica

para el cronbsoma 17
O ras aplicaci ones son:

CentroOnmeros: para determ nar aneusonias cronmpsom cas.

Para ello se utilizan sondas centroméricas en funcion del

cronobsoma que se quiere detectar

Tel 6neros: para determ nar |la actividad tel onerasa.

Las sondas utilizadas para |a detecci 6n de desoOrdenes, en

los que estan inplicadas l|as zonas telonéricas vy

subt el 6neri cas de cual qui er cronosonma, se denom nan sondas

t el oneri cas.

Cromosomas X, Y: En estudios de Transgénesis, Fusion
Cel ul ar,

Se utiliza una sonda a-satélite para |la regi 6n centrongrica

del cronmbsoma X y una sonda satélite Ill para la regién

Ygl2 del cronobsoma Y.

Por todo ello, en un futuro préxino es |6gico pensar que
las técnicas de FISH se inplanten en los |aboratorios de
Pat ol ogia conmo ocurri 6 hace un par de décadas con |as técnicas
de IHQ Asi, debenps preparar nuestros departanmentos en | o que a
recursos materiales y humanos se refiere, y nmuy especial nente,

reali zar una adaptaci6n de nuestra nentalidad a |as nuevas



exi gencias. Segun el perfil y nivel de cada | aboratorio, debenos
di sponer de una bateria basica de estudios de FISH que hayan
denpstrado un alto nivel de evidencia cientifica en el
di agnésti co-prondstico de | as entidades objeto de estudio de |la

Anat om a Pat ol 6gi ca.



