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RESUMEN

Las técnicas interdisciplinares que permiten la
caracterizacion fenotipica y genotipica de las células
tumorales se estan estableciendo como herramientas
importantes para el diagndstico e investigacion de las
neoplasias hematolégicas, y de los tumores malignos
en general. Uno de estos métodos es la técnica de FIC-
TION (Fluorescence Immunophenotyping and Interphase
Cytogenetics as a Tool for the Investigation of Neo-
plasms; Inmunofenotipaje fluorescente y citogenética
en interfase como herramienta para la investigacion de
las neoplasias). Esta técnica permite el estudio simul-
taneo de los aspectos morfologicos basicos, asi como
de marcadores inmunofenotipicos y genéticos de las
células tumorales. Sin embargo, el nimero de marca-
dores estudiados mediante la técnica de FICTION en un
anico ensayo estan limitados por el escaso nimero de
sustancias fluorescentes utilizadas. Recientemente se
ha desarrollado la variante multicolor denominada M-
FICTION, que ademas de estudiar la morfologia y el
inmunofenotipo celular, permite la deteccion de multi-
ples alteraciones genéticas en un solo experimento. En
la presente revisidn, presentamos un resumen detalla-
do de las técnicas de FICTION convencional y M-FIC-
TION, y discutimos sus miltiples aplicaciones en el
campo de las neoplasias hematologicas.

Palabras clave. FICTION. Marcaje multicolor. Neo-
plasias hematologicas.
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ABSTRACT

Interdisciplinary technologies allowing a
comprehensive characterization of cancer cells are
becoming increasingly important in the routine
diagnostics and research of hematological
neoplasms, and in malignancies in general. One of
those methods is the FICTION technique
(Fluorescence Immunophenotyping and Interphase
Cytogenetics as a Tool for the Investigation of
Neoplasms). This technique allows the simultaneous
study of the basic morphology as well as
immunophenotypic and genetic markers of tumor
cells. However, the low number of fluorescent
substances utilized in a single assay restricts the
number of markers that can be studied by FICTION.
Recently, a multicolor variant has been developed
and termed M-FICTION which in addition to cellular
morphology and immunophenotype allows the
investigation of multiple chromosomal aberrations in
only one assay. In the present review, we present a
detailed overview on the conventional and
multicolor FICTION techniques and we discuss their
multiple applications in the field of hematological
neoplasms.
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INTRODUCCION

El diagnéstico y clasificacion de los
tumores ha evolucionado enormemente
durante los dltimos 50 ainos. Los linfo-
mas, debido a su gran heterogeneidad cli-
nica y biolégica representan el paradig-
ma de dicha evolucion. Las
clasificaciones iniciales de los linfomas
se basaban principalmente en el compor-
tamiento clinico de la enfermedad y en
aspectos celulares meramente morfologi-
cos'?. Sin embargo, durante las dos ulti-
mas décadas, los estudios inmunohisto-
quimicos y genéticos, y su correlacion
con los parametros clinicos clasicos, han
derivado en una nueva era en el diagnés-
tico y clasificacién de los linfomas?**. En la
actualidad, el diagnéstico de los linfomas
-y en general de los tumores—- se basa en
cuatro aspectos principales, por un lado
los parametros clinicos del paciente, y
por otro lado las tres caracteristicas tipi-
cas de la biopsia celular: la morfologia
tisular y celular, la expresion de determi-
nados antigenos y las alteraciones genéti-
cas’. Cada una de estas tres especialida-
des de laboratorio ha ido avanzando por
separado durante décadas y su importan-
cia relativa en el diagnoéstico diferencial
depende del tipo de tumor. Por ejemplo,
las translocaciones del gen MYC repre-
sentan el “gold standard” para el diagnos-
tico del linfoma de Burkitt®.

Hoy dia es mucha la informaciéon
adquirida desde cada una de estas ramas,
lo cual ha desencadenado un fenémeno
de enfoque interdisciplinar, mas completo
y objetivo. Los especialistas de cada area,
lejos de considerar su especialidad como
la méas valida, han comenzado un proceso
de apertura y unién para lograr una
mayor comprension de la compleja biolo-
gia y comportamiento clinico del can-
cer®’.

En relaciéon con este enfoque integral,
la aplicacién y desarrollo de técnicas que
correlacionen en un mismo experimento
los aspectos morfolégicos, inmunohisto-
quimicos y genéticos de las células tumo-
rales proporcionaran sin duda una mejora
cualitativa en el diagnoéstico y la investiga-
cién del cancer.
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TECNICAS QUE COMBINAN
ASPECTOS FENOT{PICOS Y
GENOTIPICOS

En 1992, el doctor Weber-Matthiesen y
sus colaboradores del Instituto de Genéti-
ca Humana de la Universidad de Kiel (Ale-
mania) desarrollaron una técnica de estu-
dio interdisciplinar que denominaron
FICTION (Fluorescence Inmunophenotyping
and interphase Cytogenetics as a Tool for
the Investigation Of Neoplasms; inmunofe-
notipaje fluorescente y citogenética en
interfase como herramienta para la inves-
tigaciéon de las neoplasias)®. Este método
se basa en la combinacién en un solo expe-
rimento de la deteccién de antigenos celu-
lares mediante inmunofluorescencia y la
deteccion de alteraciones cromosémicas
mediante la técnica de FISH (Fluorescence
In Situ Hybridization; hibridacién in situ
con fluorescencia). Por lo tanto, la técnica
de FICTION permite la visualizacién simul-
tanea del genotipo y el inmunofenotipo
bajo el microscopio de fluorescencia.

Ademas de la técnica de FICTION, se
han desarrollado otras técnicas de estudio
interdisciplinar. Entre ellas, cabe citar la
técnica de FACS (Fluorescence Activated
Cell Sorting; separacién de células activa-
das por fluorescencia)-FISH’, la técnica
MAC (Morphology-Antibody-Chromosome;
morfologia-anticuerpo-cromosoma)” y la
técnica ICC (Immunocytochemistry, inmuno-
citoquimica)-(F)ISH"*. La técnica de FACS-
FISH se basa en la separacién de una
determinada subpoblacién celular —que
expresa un determinado antigeno—
mediante citometria de flujo y la posterior
aplicacioén de la técnica de FISH en las célu-
las aisladas. La técnica MAC permite el
estudio de alteraciones citogenéticas de
una determinada subpoblacién celular.
Esto es posible porque en el proceso de
preparacién de los cromosomas se utiliza
un choque hipoténico suave que retiene
parcialmente el citoplasma y la membrana
celular. Asi, se puede realizar una inmuno-
citoquimica que detecte las metafases per-
tenecientes a una determinada subpobla-
cién celular y estudiar las alteraciones
cromosOmicas que presenta. Esta técnica
esta en desuso hoy dia debido a que las
metafases obtenidas no son de calidad
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suficiente para reconocer y caracterizar
los cromosomas con precision. Por altimo,
la técnica de ICC~(F)ISH se basa en la reali-
zacién secuencial de una ICC y la técnica
de ISH (deteccién con cromoégenos) o FISH
(deteccion con fluorocromos). Esta técni-
ca, por lo general, no permite la visualiza-
cion simultadnea del inmunofenotipo y las
alteraciones genéticas, sino que después
de la ICC se anotan las coordenadas de las
células de interés y posteriormente se rea-
liza la hibridacién in situ.

La técnica de FICTION presenta varias
ventajas respecto a los otros tres métodos
de estudio interdisciplinar citados, lo que
la hace la méas apropiada para el diagnosti-
co e investigaciéon tumorales. En compara-
cién con la técnica de FACS-FISH, el FIC-
TION no requiere el uso de un citometro
que separe células, donde la separacion
nunca es al 100% y esto puede crear pro-
blemas en determinados casos. Por ejem-
plo, Gahn y col publicaron en 1997 que la
trisomia 12 aparecia en células CD34+ de
pacientes con leucemia linfatica crénica
de células B (LLC-B) ™. Dos afos después,
los mismos autores se retractaron y publi-
caron, esta vez mediante FICTION, que sus
descubrimientos iniciales eran un artefac-
to de la técnica de FACS-FISH®. En compa-
racion con el andlisis secuencial de la téc-
nica de ICC-(F)ISH, el FICTION es mas
rapido ya que permite la visualizacion
simultanea de la morfologia, el inmunofe-
notipo y las alteraciones genéticas, evitan-
do la costosa relocalizaciéon de células™*®.
En comparacién con los métodos cromo-
génicos (ICC-ISH), el FICTION aplica filtros
diferentes para evaluar las sefales fluores-
centes, evitando asi los problemas para
reconocer diferentes precipitados quimi-
cos debido a su bajo contraste de color y
permitiendo el desarrollo de métodos mul-
ticolores (como se vera mas adelante). En
comparacion con los otros tres métodos,
el FICTION es mucho més rapido ya que se
pueden obtener resultados en menos de
24 horas.

FUNDAMENTO TECNICO DE LA
TECNICA DE FICTION

La técnica de FICTION, como ya se ha
comentado, estd basada en la combina-
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cion de dos métodos de uso regular en los
laboratorios de diagnéstico tumoral: la
inmunofluorescencia y la técnica de FISH
en nucleos interfasicos. El primero de
estos dos métodos convencionales se basa
en la utilizacién de anticuerpos para detec-
tar la presencia de determinados antige-
nos celulares, y por lo tanto permite estu-
diar la expresion de ciertas proteinas
asociadas a las células neopléasicas. A dife-
rencia de la inmunohistoquimica, donde la
deteccion de la union antigeno-anticuerpo
se realiza mediante una reaccion enzimati-
ca que produce un precipitado coloreado,
la inmunofluorescencia utiliza anticuerpos
secundarios marcados con una sustancia
fluorescente. El segundo método citado, la
técnica de FISH, se basa en la utilizacién de
sondas de ADN especificas que se unen -o
hibridan- con su regién complementaria
del ADN celular. Como el ADN “sonda” esta
marcado con fluorescencia, la hibridacién
produce seiiales fluorescentes en las regio-
nes del ntacleo celular donde la sonda se
ha unido. Por ejemplo, si utilizamos una
sonda especifica para el cromosoma 12, el
nicleo de una célula con trisomia 12 exhi-
bira tres sefales fluorescentes. La técnica
de FISH, dependiendo del disefio de la
sonda utilizada, permite la deteccion de un
gran nimero de alteraciones cromosémi-
cas. Estas pueden ser tanto equilibradas,
como translocaciones o inversiones, o no
equilibradas, como aneusomias, delecio-
nes, duplicaciones o amplificaciones. Para
la deteccion de translocaciones, se aplican
dos tipos de ensayos dependiendo de la
naturaleza de dichos reordenamientos
cromos6micos. Si una translocacién afecta
siempre los mismos genes, p. €j. la t(9;22)
en la leucemia mieloide crénica, el ensayo
de FISH mas fiable contendra dos sondas
marcadas diferencialmente (normalmente
rojo y verde) que cubran los puntos de
rotura en ambos genes, ABL y BCR respec-
tivamente. Asi, en células negativas para la
t(9;22) aparecen dos sefales rojas y dos
senales verdes aisladas; pero si una t(9;22)
tiene lugar, el patréon de sefiales de hibri-
dacién sera: una sefal roja y una sefal
verde aisladas que representan los alelos
no reordenados, y dos senales de fusion
rojo/verde que representan la fusién
BCR/ABL y su reciproca ABL/BCR en
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ambos cromosomas implicados en la
translocacién. En cambio, cuando un gen
se transloca con varios genes pareja, p. €j.,
los genes IGH, TCRA/D o ALK, como vere-
mos mas adelante, el ensayo de FISH ideal
deberia contener dos sondas marcadas
diferencialmente (rojo y verde) que flan-
queen el punto de rotura en dichos genes.
De esta manera, si una célula no contiene
una translocacion, por ejemplo del gen
ALK, las senales rojas y verdes aparecen
colocalizadas; pero si hay una transloca-
cion de dicho gen, independientemente
del gen pareja veremos una colocalizacién
roja/verde que representa el alelo no reor-
denado y una sefal roja y una verde aisla-
das que representan el alelo que ha sufrido
la translocacién del gen ALK™".

En la figura 1 aparece el protocolo resu-
mido de la técnica de FICTION. La muestra
de la que se parte puede ser una prepara-
cion de citocentrifuga, un corte de criosta-
to, una impronta celular o una extension
de sangre periférica o médula 6sea. El pri-
mer paso es realizar una inmunofluores-
cencia utilizando un anticuerpo primario
para el antigeno que queremos visualizar.
La deteccion de la unién del anticuerpo
primario, que generalmente se ha obteni-
do en ratén, se realiza mediante el uso de
anticuerpos secundarios conjugados con
la misma sustancia fluorescente, p. €j. Cia-
nina 3 (Cy3, rojo) o amino-metil-coumarin
(AMCA, azul). Por ejemplo, estos anticuer-
pos pueden ser, en el caso del fluorocromo
AMCA: de conejo anti-Fc de ratén, de cabra
anti-Fc de conejo y de asno anti-Fc de
cabra. Una vez realizada la inmunofluores-
cencia, se observa la preparacion bajo el
microscopio de fluorescencia utilizando
los filtros apropiados. Entonces, se selec-
ciona la regién de la preparaciéon que con-
tenga un mayor nimero de células positi-
vas para el antigeno a detectar. Después, y
he aqui uno de los pasos clave de la técni-
ca, se realizan dos fijaciones, una en fija-
dor de Carnoy (metanol: acido acético en
proporciéon 3:1) y otra en paraformaldehi-
do al 1%. De esta manera se consigue que
el inmunofenotipo resista incluso las con-
diciones agresivas de la técnica de FISH,
que se realiza a continuacién. Después de
la fijacion, la preparacion se deshidrata y
se deja secar en oscuridad para que la fluo-
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rescencia no se pierda. Entonces, se afa-
den 1,5 microlitros de la sonda correspon-
diente (resuspendida en solucién de hibri-
dacién) y se coloca un cubreobjetos de 10
mm de didmetro encima cuidando de que
no queden burbujas de aire atrapadas
debajo del mismo. Seguidamente, se sella
el cubreobjetos con solucién vulcanizante
(p. ej. pegamento de parches para ruedas
de bicicleta) y se procede a la desnaturali-
zaciéon simultidnea del ADN celular y el
ADN de la sonda fluorescente. Este paso es
uno de los que méas condiciona la calidad
del resultado, y debe ser optimizado para
cada tipo de sonda y material de partida,
pudiendo variar entre 2 y 12 minutos a
70°C. Después, se incuban las preparacio-
nes a 37°C durante 12-18 h y se procede a
los lavados posthibridacién para eliminar
las hibridaciones inespecificas. Estos lava-
dos se realizan tres veces a 60°C en una
solucion de 0,1 x SSC. Por ultimo, las pre-
paraciones se montan en un medio protec-
tor de las sefales fluorescentes (antifade)
y se observan al microscopio de fluores-
cencia equipado con los filtros especificos
para los fluorocromos utilizados®**.

APLICACIONES DE LA TECNICA DE
FICTION EN LAS NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS

En las neoplasias mieloides, las técni-
cas que combinan aspectos fenotipicos y
genotipicos han sido predominantemente
utilizadas para estudiar la presencia de
ciertas alteraciones genéticas en distintas
subpoblaciones celulares. De esta manera,
alteraciones cromosémicas tales como las
deleciones del brazo largo de los cromoso-
mas 20 [del(20q)] y 5 [del(5q)] o las trans-
locaciones t(1;7), t(9;22), t(8;12) y t(3;3)
han sido encontradas en varios subtipos
de células hematopoyéticas, incluyendo
las células progenitoras CD34+. En cambio,
las translocaciones t(8;21) y t(15;17), que
segln la nueva clasificacién de tumores
hematopoyéticos definen dos subgrupos
de leucemias agudas mieloblasticas
(LAM)* aparecen restringidas a ciertas
subpoblaciones celulares®. Esta informa-
cién podria ser importante para predecir
el resultado de una autotransplante de
células progenitoras. Por ejemplo, si las
células progenitoras transplantadas con-
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Protocolo de la técnica de FICTION

1) Fijar en acetona

2) Incubar con un anticuerpo primario

3) Deteccién del anticuerpo primario mediante una
cascada de anticuerpos secundarios conjugados con
fluorescencia.

4) Fijar con metanol: &cido acético

5) Fijar en paraformaldehido

6) Deshidratar con una serie de etanol de pureza
creciente

7) Dejar secar la preparacion en la oscuridad

8) Anadir la sonda de ADN fluorescente

9) Desnaturalizar conjuntamente en placa caliente

10) Hibridar entre 12-18 h

11) Lavados posthibridacion

12) Montar la preparaciéon

13) Visualizar los resultados bajo el microscopio de
fluorescencia

Figura 1. Resumen del protocolo experimental de la técnica de FICTION. Obsérvese que en este ejem-
plo, la célula positiva (izquierda) para el marcador inmunofenotipico tiene una delecion del
supuesto gen estudiado con la sonda representada como un circulo blanco y que la célula
negativa (derecha) para el marcador tiene el patréon normal de sefales de hibridacion, es
decir, dos senales negras y dos blancas. Para una descripciéon mas precisa remitirse a las

referencias 8§, 20, 21 y 22.

ANALES Sis San Navarra 2002, Vol. 25, N° 3, septiembre-diciembre

293



I. Martin-Subero et al.

tienen alteraciones cromosémicas, es pro-
bable que el transplante no sea efectivo y
lleve a una réapida reaparicién del clon
maligno. Por el contrario, si las células pro-
genitoras no contienen alteraciones cro-
mosomicas, seria de esperar que el auto-
transplante sea mas efectivo. Asi, el
método de elecciéon para determinar la
presencia de alteraciones citogenéticas en
las células CD34+ de una muestra de afére-
sis seria la técnica de FICTION. Mediante
este método, si la alteracion citogenética
primaria del clon celular maligno es cono-
cida, las aféresis podrian ser rapidamente
analizadas con una sonda de ADN para
dicha alteracién cromosémica primaria y
un anticuerpo anti CD34.

En neoplasias linfoides, las técnicas
que combinan aspectos fenotipicos y
genotipicos se han aplicado en varios estu-
dios. Estos son algunos ejemplos: en la
LLC-B, se ha demostrado que las células
que contienen la trisomia 12 -alteracién
frecuente en LLC- son de origen B y la
mayoria de las células que proliferan (Ki-
67 positivas) también positivas para dicha
alteraciéon®. En el mieloma miultiple (MM)
se ha podido demostrar que las alteracio-
nes citogenéticas aparecen en las células
plasmaticas pero no en los linfocitos B. En
una enfermedad relacionada con el MM, la
gammapatia monoclonal de significado
incierto (GMSI), se ha descrito la presencia
de varios clones con alteraciones citoge-
néticas, que no se pudieron correlacionar
con la transformacién de GMSI a MM*.

La técnica de FICTION es especialmen-
te apropiada para el estudio del linfoma de
Hodgkin (LH, cominmente conocido como
enfermedad de Hodgkin). El LH es un linfo-
ma de células B atipico, ya que a diferencia
del resto de las neoplasias hematolégicas,
se caracteriza porque la proporcién de
células tumorales —denominadas células
de Hodgkin y Reed-Sternberg (HRS)- se
encuentra generalmente entre el 0,1-1% del
total de la biopsia ganglionar, siendo el
resto un infiltrado de células no tumorales
compuesto por linfocitos, eosinéfilos, célu-
las plasmaticas y fibroblastos?. Debido a
esta peculiaridad, las técnicas de anélisis
genético —que analizan la muestra en su
conjunto- estudian mayormente la pobla-
ci6én no tumoral y por lo tanto no son vali-
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das en este caso. Las células HRS se carac-
terizan por su peculiar morfologia y por
expresar los antigenos CD15 y CD30.
Mediante la técnica de FICTION, combi-
nando sondas especificas para el centré-
mero de varios cromosomas con un anti-
cuerpo anti-CD30, se pudo claramente
demostrar que las células HRS (CD30+)
son las realmente tumorales en el LH, ya
que contienen alteraciones cromosémicas
clonales, generalmente con cariotipos
hiperploides®. En cambio, las células del
infiltrado celular son genéticamente intac-
tas y se derivan de una intensa reaccion
inflamatoria. A pesar de este hallazgo, las
alteraciones cromosoOmicas especificas del
LH han permanecido durante afos en un
plano meramente especulativo, y conse-
cuentemente, los oncogenes implicados en
la patogénesis del LH no se han descubier-
to. Esto contrasta con lo conocido en otros
linfomas de células B, donde han sido clo-
nados hasta la fecha mas de 30 oncoge-
nes®¥. Mediante PCR, algunos estudios
han descrito la presencia en pacientes con
LH de la translocacién t(2;5), cominmente
asociada al linfoma anapléasico de células
grandes (LACG). Mediante FICTION se
pudo demostrar que las células HRS no
contienen dicha alteracién®. La deteccién
mediante PCR de la t(2;5) se ha descrito en
de individuos sanos* y por lo tanto, la
positividad en muestras de pacientes con
LH se debe a que una baja proporcién de
las células no tumorales del infiltrado con-
tienen la translocacion, sin que esto tenga
ningln efecto patogénico. Tan solo recien-
temente, varios grupos de investigacion
han empezado a desvelar el trasfondo
genético del LH. Por ejemplo, se ha aplica-
do la técnica de CGH (Comparative Geno-
mic Hybridization; hibridacién gendémica
comparada)®* utilizando ADN derivado de
células HRS aisladas con un microdisec-
tor®. En este estudio, se ha descubierto
que las regiones cromosémicas mas
cominmente afectadas en el LH son las
duplicaciones/amplificaciones del brazo
corto de los cromosomas 2 (2p, 55% de los
casos), 9 9p, 27%) y 17 (17p, 27%), y del
brazo largo del cromosoma 12 (12q, 46%)*.
Nuestro grupo de investigacién, dada la
alta frecuencia de ganancias de material
genético en 2p, mayormente en la region
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cromosOmica 2p13-16, se planted estudiar
qué genes podrian estar afectados en
dicha alteracién. El gen REL, un miembro
del factor de transcripcién NF-kB (nuclear
factor kappa-B), se localiza en 2pl3 y
representa un buen candidato a estar
implicado en el linfoma de Hodgkin, ya que
en esta enfermedad la via de seinalizacion
del NF-kB estd constitutivamente activa-
da”. Esta activacién permite a las células
HRS eludir el sistema inmune y evitar la
muerte celular por apoptosis®. Estudiando
una serie de 44 pacientes con LH, descu-
brimos que el gen REL estaba
duplicado/amplificado en un 35% de los
casos. Ademas, en dos casos de la misma
serie se pudieron observar translocacio-
nes cromosdmicas de dicho gen®. Otro
buen candidato a estar implicado en las
amplificaciones de 2p es BCLI1A, un onco-
gén recientemente clonado que se localiza
a una distancia de 400 Kb (kilobases) de
REL®. En el mismo estudio, descubrimos
que BCLIIA estaba frecuentemente co-
amplificado con REL pero en un caso des-
cubrimos una amplificacién de 2pl13
donde el amplicon incluia REL pero no
BCLI11A. Este hallazgo nos hace pensar
que REL es el gen implicado en las amplifi-
caciones de 2p en el LH, y que dicha ampli-
ficaciéon posiblemente lleva a una activa-
cibn  constitutiva del factor de
transcripcion NK-kB. En la actualidad,
nuestro objetivo es combinar un anticuer-
po especifico para c-rel (la proteina codifi-
cada por el gen REL) con la sonda para
dicho gen, para poder asi estudiar la corre-
lacién entre las amplificaciones o translo-
caciones del REL con la sobreexpression
de c-rel.

En la tabla 1 se presenta un resumen de
las aplicaciones de la técnica de FICTION
en las neoplasias hematologicas.

EJEMPLOS PRACTICOS DE LA
IMPORTANCIA CLINICA DE LA
TECNICA DE FICTION

Los rasgos clinicos de los casos que se
presentan a continuacién no estan amplia-
mente documentados; tan solo se descri-
ben aquellos que son relevantes para
entender la utilidad de la técnica de FIC-
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TION en la resoluciéon de una situaciéon
concreta.

Caso clinico 1

Después de seis anos de habérsele
diagnosticado una leucemia linfatica créni-
ca de células B (LLC-B) en estadio Rai 1, un
paciente de 69 anos de edad se presenta
en un Servicio de Hematologia con adeno-
patias moderadas pero sin sintomas B.
Hasta dicho momento, el paciente no ha
recibido ninglin tratamiento antineoplasi-
co. En el andlisis morfolégico de la médula
Osea, ademas de las células tipicas de la
LLC-B, se observa una segunda subpobla-
cion celular de mayor tamafo. El inmuno-
fenotipo revela que en sangre periférica un
73% de las células son linfocitos T mien-
tras que un 23% son linfocitos B CD5+ deri-
vados de la CLL-B. Curiosamente, el anali-
sis citogenético permite la caracterizaciéon
de dos clones con alteraciones citogenéti-
cas diferentes, uno con una trisomia 12
(tipica de LLC-B) y otro con una inversion
del cromosoma 14 [inv(14)(q11q32)] y una
trisomia 8 (tipicas en linfomas T), entre
otras. Basandose en estos datos, se diag-
nostica un linfoma periférico de células T
que coexiste con la LLC-B.

Mediante la técnica de FICTION se
combinan anticuerpos especificos de célu-
las B (anti-CD19) y T (anti-CD3) con sondas
de ADN para los centromeros de los cro-
mosomas 8y 12. De esta manera, se corro-
bora sin lugar a dudas que la trisomia 12
esta asociada con las células B (CD19+) de
la LLC y que no aparece en las células T
(CD3+). Inversamente, la trisomia 8 apare-
ce en el clon de células CD3+ del linfoma T
pero no en el de células B. Ademas, utili-
zando una sonda para el gen del retino-
blastoma (RBI, localizada en 13q14) pudi-
mos observar una delecion de dicho locus
exclusivamente en las células T, lo cual es
sorprendente ya que la deleciéon de 13q14
constituye una de las alteraciones citoge-
néticas mas comines en la LLC-B*.

Caso clinico 2

Un paciente de 17 afios de edad recibe
un transplante de médula 6sea de su her-
mana como tratamiento contra una leuce-
mia aguda linfoblastica de células T (LAL-
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Tabla 1. Aplicaciones potenciales de las técnicas de FICTION convencional y multicolor en la investi-
gacion y el diagndstico de las neoplasias hematoldgicas.

Investigacion

e (Caracterizacion inmunofenotipica (estadio de diferenciacion y subtipo celular) de clones tumo-

rales con alteraciones cromosomicas definidas.

e Caracterizacion de las alteraciones cromos6émicas de un clon tumoral con un inmunofenotipo
definido presente en bajas proporciones dentro de un infiltrado de células no malignas.

e Estudio de varios genes candidatos simultaneamente independientemente de la proporciéon de
células tumorales en una determinada biopsia. Por ejemplo, en el Linfoma de Hodgkin o en
muestras de otras neoplasias hematologicas con baja infiltraciéon de células tumorales*.

e Delinear una region comtinmente amplificada o delecionada usando simultaneamente varias
sondas de DNA que cubran la regién de interés*.

e Correlacionar la expresion de una determinada proteina con la presencia de alteraciones cro-

mosOmicas.

Diagnéstico y seguimiento

e Distincién entre alteraciones cromosomicas constitucionales y tumorales en casos concretos.

e Deteccidon simultanea de las alteraciones citogenéticas primarias con valor diagnéstico en un
determinado subtipo tumoral, p. ej. LNH-B, NCT, LACG, MM, etc., independientemente del grado
de infiltracién de un determinado tejido, p. €j. en la médula 6sea o en sangre periférica*.

* Deteccion simultanea de alteraciones citogenéticas secundarias con valor pronoéstico indepen-
dientemente del grado de infiltracién de un determinado tejido*.

e Seguimiento de pacientes con alteraciones cromosémicas conocidas, incluyendo la detecciéon

de la enfermedad minima residual.

e Deteccion de la presencia de alteraciones cromosémicas en la subpoblacién CD34+ en las
muestras de aféresis previas a un transplante autélogo de células progenitoras.

e Utilizar la informacion derivada de los estudios de expresién de alto rendimiento (microchips
de expresion y gendmicos) para establecer ensayos de FICTION para la deteccién de proteinas
y alteraciones cromosémicas con alto valor diagnéstico y/o prondstico*.

* S6lo posible mediante la técnica de FICTION multicolor.

T). En un control citogenético dos meses
después del transplante de médula 6sea se
descubre mediante la técnica de FISH que
un 1% de las células de la médula 6sea son
masculinas (un cromosoma X y un cromo-
soma Y) y que el 99% restante son femeni-
nas (dos cromosomas X). En este caso, la
pregunta pertinente es: ese 1% de células
masculinas ;jrepresentan el clon tumoral
que no ha desaparecido completamente
después del transplante, o pertenecen a
células sanas propias de la médula 6sea del
paciente, por ejemplo, osteoblastos?
Mediante la técnica de FICTION se combina
la deteccién de un antigeno de células T
(CD3) con sondas de ADN para los centroé-
meros de los cromosomas sexuales. El ana-
lisis revela que de las células masculinas
encontradas en la muestra de médula 6sea,
el 32% son negativas para el marcador CD3
mientras que el 68% células son CD3 positi-
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vas (Fig. 2a). De esta manera se descubre
que dos tercios de las células masculinas de
la médula 6sea posiblemente representan el
clon tumoral de la LAL-T que no ha sido eli-
minado completamente después del trans-
plante y que el tercio restante representa
células sanas propias del paciente, posible-
mente osteoblastos de la médula 6sea.
Hasta la fecha, la paciente no ha presentado
sintomas clinicos, pero dicho hallazgo
mediante FICTION podria representar la
deteccion temprana de una recidiva.

Caso clinico 3

Un paciente de 43 afos de edad se pre-
senta en un hospital con dolor abdominal.
Dicho paciente recibi6 un transplante de
higado de un donante compatible hace tres
aflos como tratamiento de una cirrosis
hepética, y hasta el momento de la admi-
sién no ha presentado complicaciones. El
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Figura 2. (a) FICTION en un paciente con LAL de células T tras un trasplante de médula 6sea de una

donante femenina (Caso clinico 2). En la parte izquierda de la imagen se observa una célula
claramente positiva para el marcador CD3 (tipico de células T, marcaje azul) con una senal
roja (centromero del cromosoma X) y una senal verde (centréomero del cromosoma Y), y por
lo tanto es masculina (flecha) y proviene posiblemente del tumor que no ha sido completa-
mente eliminado después del transplante. En la parte derecha de la imagen se observan dos
células negativas para el marcador CD3 (por lo tanto no son células T) con dos senales rojas
cada una (cabezas de flecha) lo cual indica que son células femeninas de la donante. (b-c)
Resultados del ensayo de M-FICTION para los LACG en un paciente con una t(2;5)(p23;q35)
que fusiona los genes ALK (2p23) y NPM (5q35). La imagen 2b muestra una célula negativa
para el marcador tumoral ALK en la se puede observar el patrén no alterado de senales de
hibridacién: dos senales naranjas indican la presencia de dos copias del gen ATIC, dos sena-
les rosas indican la presencia de dos copias del gen NPM y finalmente, dos fusiones de sefa-
les rojas (teloméricas al gen ALK) y verdes (centroméricas al gen ALK) indican la ausencia
de una translocacién afectando al gen ALK (cabezas de flecha). La imagen 2c, en cambio,
representa una célula del mismo paciente positiva para el marcador tumoral ALK (noétese el
marcaje azul) en la que la translocacién t(2;5) da lugar al siguiente patréon de sefales de
hibridacién: separacién de una de las senales de fusion roja/verde y fusion de la sefal verde
(centromérica al gen ALK) con una seial rosa (telomérica a NPM) (flecha); la senal roja ais-
lada representa la region telomérica del gen ALK (flecha). Ademas, se observan dos senales
naranjas que representan dos copias intactas del gen ATIC, una sefial rosa aislada indicando
la copia intacta del gen NPM y una senal de fusidn roja/verde indicando el alelo no reorde-
nado del gen ALK (cabeza de flecha).

andlisis de ultrasonidos de la region abdo-
minal revela una masa heterogénea en el
l6bulo izquierdo del higado que lleva a la
sospecha de un tumor del tracto biliar
hepatico. Se extrae una biopsia y el estudio
patolégico indica un ligero rechazo celular
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pero sin signos de transformacioén tumoral.
Para completar el anilisis, se lleva a cabo
un diagnoéstico diferencial de una muestra
de sangre periférica y sorprendentemente
se encuentra un porcentaje elevado de blas-
tos. El consecuente andlisis de la médula

297



I. Martin-Subero et al.

6sea revela un infiltrado leucémico de
monoblastos que expresan CD34, CD13 y
CD33, lo que deriva en el diagndstico de una
LAM clasificada como M4 (FAB) con mani-
festacion extramedular hepatica.

El tipaje HLA del receptor antes del
transplante fue positivo para los siguientes
marcadores: A2, A32, B41, B27, Bw4, Bwo6,
DRB1*01, DRB1*13, DRB3. El donante pre-
sentaba el siguiente fenotipo HLA: A2, A24,
B27, B38, Bw4, Cw2, DR4, DR13, DR53, 52,
DQ1, 3. El tipaje de las células leucémicas de
la médula 6sea se deriva mayormente del
fenotipo HLA del donante. El estudio
mediante PCR cuantitativa del HLA de clase
II revela la presencia genotipos HLA del
donante y del receptor. El andlisis citogéne-
tico permite la descripcion de un clon tumo-
ral complejo con una trisomia 13, entre
otras muchas alteraciones cromosémicas.
En este caso, la incognita a resolver es: ;pro-
viene la LAM del donante o del propio
paciente transplantado? Para despejar esta
duda, se aplican varios ensayos de la técni-
ca de FICTION con anticuerpos especificos
para los antigenos HLA-A23/24 y Bw6 y una
sonda para el gen del retinoblastoma (RB1),
localizado en la banda cromosémica 13g14.
De esta manera, se comprueba que las célu-
las con trisomia 13 son positivas para el
marcador HLA-23/24 y negativas para Bw6.
Asi, como el paciente es HLA24-/Bw6+ y el
donante es HLA24+/Bw6-, se concluye que la
LAM M4 desarrollada posteriormente a un
transplante hepéatico se deriva del donante
(Subklewe y col, manuscrito remitido).

LIMITACIONES DE LA TECNICA DE
FICTION CONVENCIONAL

La técnica de FICTION, aunque es la
mas ventajosa para el estudio simultianeo
del fenotipo y genotipo, presenta ciertas
limitaciones. Segin los protocolos origina-
les publicados por Weber-Matthiesen y
col®?, las sondas de DNA se marcaban
indirectamente con haptenos como digoxi-
genina o biotina que posteriormente eran
detectados con los respectivos anticuer-
pos anti-digoxigenina o avidina conjuga-
dos con un fluorocromo, lo cual tiene dos
inconvenientes principales: a) los anti-
cuerpos/avidina utilizados para la detec-
cién indirecta de las senales de hibrida-
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cién pueden reaccionar con componentes
celulares y con los anticuerpos utilizados
para el inmunotipaje, lo que en ocasiones
se deriva en un mayor fondo (hibridacio-
nes no especificas) del deseable; y b) el
namero de haptenos para el marcaje indi-
recto es muy limitado, de manera que Gni-
camente tres colores distintos son aplica-
bles, uno para el inmunotipaje y dos para
las sondas de DNA, o viceversa.

Durante los altimos diez anos, la cito-
genética convencional ha integrado méto-
dos de hibridacién in situ con fluorescen-
cia para dar lugar a una nueva disciplina
denominada citogenética molecular. Uno
de los avances mas espectaculares de la
citogenética molecular es la posibilidad de
“pintar” cada uno de los cromosomas del
cariotipo con un color diferente de manera
que reordenamientos complejos o cripti-
cos pueden ser caracterizados con preci-
sion. Dicho cariotipo multicolor se consi-
gue mediante la aplicacion de las técnicas
de FISH multicolor (M-FISH)* o cariotipo
espectral (SKY)*. Estos dos métodos se
basan en la utilizacién de 24 sondas de
DNA (una para cada cromosoma humano)
marcadas con una combinacién de diferen-
tes fluorocromos y en la aplicacién de
complejos sistemas de anélisis de imagen.
Estas nuevas metodologias proporcionan
los requisitos necesarios para superar las
limitaciones de la técnica de FICTION con-
vencional.

DESARROLLO DE LA TECNICA DE
FICTION MULTICOLOR

El primer paso hacia el desarrollo de
una aproximacién multicolor de la técnica
de FICTION es la eleccion de un sistema de
andlisis de imagen apropiado. La técnica
de M-FISH esta basada en la utilizacién de
filtros de banda estrecha especificos para
cada uno de los fluorocromos utilizados de
manera que cada color es capturado sepa-
radamente y la imagen multicolor se consi-
gue mediante una integracién de los dife-
rentes canales®. En cambio, la técnica de
SKY se basa en una tecnologia espectral
que analiza el espectro de emision de cada
uno de los pixeles de la imagen y asigna un
color artificial a cada pixel dependiendo
de su espectro para lograr la imagen multi-
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color®. Para establecer la técnica de FIC-
TION multicolor (M-FICTION), escogimos
la tecnologia basada en filtros ya que per-
mite capturar miultiples planos focales
para obtener informacion celular tridimen-
sional. Los fluorocromos utilizados para
desarrollar las sondas multicolor fueron:
dietil-amino-metil-coumarin (DEAC, color
azul cielo), spectrum green (SG, color
verde), spectrum orange (SO, color rojo-
naranja), rojo Texas (TR, color rojo) y cia-
nina 5 (Cy5, infrarrojo). Para la deteccién
del inmunofenotipo utilizamos la sustancia
fluorescente amino-metil-coumarin
(AMCA, color azul). Para la captura multi-
focal de cada uno de estos fluorocromos,
utilizamos un microscopio de fluorescen-
cia motorizado (Axioplan 2 imaging, Zeiss,
Gottingen, Alemania) equipado con filtros
de banda estrecha especificos y un softwa-
re de andlisis multicolor apropiado (isis3,
MetaSystems, Altlussheim, Alemania).

Para demostrar la aplicabilidad de la
técnica de M-FICTION, desarrollamos tres
ensayos para el diagnéstico de tres subti-
pos de linfomas: los linfomas no-Hodgkin
de células B (LNH-B), las neoplasias de
células T (NCT) y el linfoma anaplésico de
células grandes (LACG).

M-FICTION en LNH-B

Los LNH-B agrupan un conjunto hete-
rogéneo de enfermedades malignas deriva-
das de células B en diferentes estados de
desarrollo y representan aproximadamen-
te el 70-90 % de todos los LNH. Inmunofe-
notipicamente, estos linfomas expresan
marcadores clasicos de células B como
CD19, CD20, CD22 y CD79a. La citogenética
de los LNH-B es compleja y variable, aun-
que si hay una caracteristica cromos6émica
que describa los LNH-B, ésta es la desre-
gulacion de oncogenes mediante translo-
caciones de los mismos con el gen IGH
(immunoglobulin heavy chain, cadena
pesada de las inmunoglobulinas). Se han
descrito mas de 20 oncogenes implicados
en translocaciones con IGH®. Algunas de
estas translocaciones estan asociadas a
distintos subtipos de LNH-B, siendo las
mas frecuentes: la t(14;18)(q32;q21) -afec-
tando al oncogén BCLZ2- en el linfoma foli-
cular (LF), la t(11;14)(q13;q32) -afectando
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al oncogén BCL1/CCNDI- en el linfoma del
manto (LM), la t(8;14)(q24;q32) -afectando
el oncogén MYC- en el linfoma/leucemia de
Burkitt (LB) y la t(3;14)(q27;q32) -afectan-
do al oncogén BCL6- en el linfoma difuso de
células B grandes (LDCBG) *. La importan-
cia del diagnostico diferencial de estos
cuatro LNH-B estriba en que su comporta-
miento clinico es muy distinto, y por lo
tanto los tratamientos a aplicar son, a su
vez, diferentes. Por ejemplo, los pacientes
con LM tienen un tiempo de supervivencia
medio a los cinco afos del 27% mientras
que los pacientes con LF tienen un pro-
nostico mucho mas favorable, con una
supervivencia media del 72%*. Para una
deteccion rapida y certera de estas cuatro
translocaciones cromoso6émicas, disena-
mos un ensayo de M-FICTION con sondas
multicolor para los genes BCL1/CCNDI
(marcada con SO), BCL2 (DEAC), BCL6
(TR), MYC (Cy5) e IGH (SG), en combina-
cién con un anticuerpo anti-CD20 para
detectar las células B (AMCA).

M-FICTION en NCT

Las neoplasias de células T represen-
tan aproximadamente el 15% de todos los
LNH y leucemias agudas linfoblasticas
(LAL). Estas neoplasias expresan normal-
mente los antigenos CD2, CD3 y CD5 y son
morfolégicamente variables. A nivel cito-
genético, a diferencia de los LNH-B, no se
han descrito alteraciones cromosémicas
para el diagnoéstico diferencial de los dis-
tintos subtipos de NCT. Sin embargo, reor-
denamientos cromosdmicos de las bandas
14q11 o 735 se han descrito de manera
frecuente como alteraciones primarias *.
En estas dos regiones se encuentran res-
pectivamente los genes que codifican para
las cadenas alfa/delta y beta del receptor
de células T (TCRA/D y TCRB, respectiva-
mente) (noétese la analogia con los LNH-B y
las translocaciones del gen IGH). Los
genes TCRA/D y TCRB se translocan con
varios oncogenes” y, por lo tanto, para
poder detectar todas las alteraciones cro-
mosoOmicas de dichos genes se necesitan
sondas de FISH con un disefio diferente al
aplicado para los LNH-B. En este caso, se
aplican sondas de ADN marcadas diferen-
cialmente que flanquean los puntos de
rotura en los genes TCRA/D y TCRB. En
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una célula sana, las sondas que flanquean
el gen aparecen colocalizadas en nicleos
en interfase y metafase. Cuando una trans-
locacion tiene lugar, las sondas aparecen
separadas lo cual indica que ha habido
una rotura en la regién cromosdmica que
se encuentra entre la sonda centromérica
y la telomérica. Teniendo en cuenta este
disefio, desarrollamos sondas de ADN que
flanquean los genes TCRA/D (sonda telo-
mérica marcada con DEAC y centromérica
con Cy5) y TCRB (sonda telomérica marca-
da con SG y centromérica con SO). Estas
sondas se combinaron con un anticuerpo
anti CD3 (AMCA) para detectar células T.

M-FICTION en LACG

El linfoma anaplasico de células grandes
representa aproximadamente un 5% de
todos los LNH, pero es mas frecuente en
nifios, donde aparece en un 30-40% de
todos los linfomas pediatricos de células
grandes®. El LACG es una enfermedad mor-
folégicamente heterogénea que expresa el
antigeno CD30 (también conocido como Ki-
1, Kiel 1) y puede presentar antigenos tipi-
cos de células T o no. Recientemente, se ha
descubierto una nueva entidad clinicopato-
légica que se caracteriza por la expresion
de la oncoproteina Alk y representa alrede-
dor del 60% de los LACG. Esta entidad tiene
mejor prondstico que los LACG que no
expresan Alk®. La proteina Alk se expresa
en tejidos hematopoyéticos Gnicamente
cuando las células tumorales contienen una
translocacién cromosémica del gen AlR,
localizado en 2p23. En la mayoria de los
casos, Alk se fusiona con el gen NPM, en
5q35, como resultado de una translocacién
t(2;5)(p23;q35). Sin embargo, el 15% de los
casos presentan reordenaciones cromoso-
micas variantes del gen Alk®, como la
inv(2)(p23q35) fusionando Alk con el gen
ATIC, o la t(1;2)(q25;p23) fusionando TPM3
y Alk. Nuestro ensayo de M-FICTION aplica
un anticuerpo anti-Alk (AMCA) y sondas
para los genes Alk (sonda telomérica mar-
cada con SO y centromérica con SG), NPM
(sonda telomérica marcada con TR) y ATIC
(sonda telomérica marcada con Cy5) (Fig.
2b-¢).

Los respectivos ensayos de M-FICTION
se aplicaron en muestras de pacientes con
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LNH-B, NCT y LACG con alteraciones cito-
genéticas conocidas como controles posi-
tivos. Los resultados demostraron que las
alteraciones cromosOmicas aparecian
exclusivamente en las subpoblaciones
celulares que expresaban CD20 (LNH-B),
CD3 (NCT) o Alk (LACG), y las células que
no expresaban dichos antigenos contenian
el patrén normal de sefiales de hibridacion
(Fig. 2b-c). De esta manera pudimos
demostrar que la técnica de M-FICTION es
conceptual y tecnolégicamente viable,
ampliando asfi las posibilidades del estudio
combinado del fenotipo y el genotipo®'.

En la tabla 1 se destacan algunas de las
aplicaciones de la técnica de M-FICTION en
las neoplasias hematolégicas.

CONCLUSIONES Y DIRECCIONES
FUTURAS

La técnica de FICTION representa un
método sencillo y rapido para la caracteri-
zacioén in situ de los aspectos genotipicos y
fenotipicos de las células tumorales.
Durante la Gltima década, la técnica de FIC-
TION se ha aplicado mayormente para
estudiar la relacién entre el estadio de dife-
renciacion de las células tumorales y la
presencia de alteraciones citogenéticas en
las neoplasias hematolégicas. Sin embar-
go, las aplicaciones potenciales de la téc-
nica de FICTION son sin duda mucho mas
amplias y no se restringen a las neoplasias
hematoldgicas. En cualquier circunstancia
en la que se requiera correlacionar in situ
los aspectos morfolégicos, inmunofenoti-
picos y genéticos en una biopsia celular, la
técnica de FICTION proporciona informa-
cion de primer grado, siempre y cuando se
disponga de los anticuerpos adecuados y
sondas de ADN especificas para las regio-
nes cromosémicas a estudiar.

Una apuesta de futuro, en el que las téc-
nicas de alto rendimiento (high throughput)
tienden a imponerse, ha sido el desarrollo
de la técnica de M-FICTION. Dicha técnica
ha sido desarrollada y optimizada median-
te ensayos para el diagnostico de varios
tipos de linfomas no Hodgkin. Los tests
desarrollados, mas que representar ensa-
yos fijos para ser aplicados en el diagnoésti-
co diario, proporcionan una prueba fiable
de que la técnica funciona correctamente.
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Dichos ensayos pueden ser modificados
segln los requerimientos de una situacion
diagnéstica o de investigacion concreta.
Una de las aplicaciones mas interesantes
de la técnica de M-FICTION en las neopla-
sias hematoldgicas se relaciona directa-
mente con los resultados derivados de los
estudios de microchips. Dichos estudios
permiten la identificacién de nuevos mar-
cadores, ya sea proteinas o genes, con gran
valor diagnéstico y/o prondstico. Hoy dia,
a pesar del sensacionalismo de los medios
de comunicacion, es impensable que los
microchips puedan ser utilizados para el
diagnéstico diario y constituyen una nueva
herramienta de investigacion cuyas posibi-
lidades estan todavia en desarrollo. Sin
embargo, los primeros resultados deriva-
dos de los estudios de microchips en linfo-
mas y leucemias han desvelado la presen-
cia de unas pocas proteinas cuyo nivel de
expresion se correlaciona muy significati-
vamente con parametros diagnoésticos y
pronosticos. Asi, en el LDCBG, se ha descu-
bierto que la proteina PKC-3 (protein kina-
se C beta) se sobre-expresa en los casos de
LDCBG resistentes al tratamiento o con
desenlace fatal pero no en el grupo de
mejor prondstico®. En este caso, el ensayo
de M-FICTION pertinente combinaria la
deteccion de la PKC-3 con marcadores
citogenéticos tipicos del LDCG para esta-
blecer un test con valor diagnéstico y pro-
noéstico sin precedentes.

Las aplicaciones de la técnica de M-FIC-
TION no se restringen a las neoplasias
hematologicas. De hecho, potencialmente,
el principal campo de accion de esta nueva
metodologia es la deteccion de microme-
tastasis en tumores soélidos, por ejemplo,
células cancerosas de tumores de mama en
los ganglios centinelas, o la deteccién pre-
coz de determinados tipos de cancer, por
ejemplo, cancer de pulmoén en pacientes de
alto riesgo (proyecto subencionado por el
Gobierno de Navarra que en la actualidad
se esta desarrollando en la Universidad de
Navarra a cargo del Dr. Luis Montuenga en
colaboracién con nuestro grupo de investi-
gacion en Kiel). En estas dos situaciones, el
porcentaje de células tumorales es muy
bajo y por lo tanto, la técnica de M-FICTION
proporcionara un método sensible y fiable
para su deteccion, siempre y cuando dis-
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pongamos de los anticuerpos y sondas de
ADN necesarios.

Por otro lado, los esfuerzos para incre-
mentar las posibilidades de la técnica de
M-FICTION estan siendo dirigidos en la
actualidad al desarrollo de una plataforma
automatizada para la evaluacion tanto del
inmunofenotipo como de las sefales de
hibridacién miltiples. Por otro lado, para
aumentar la procesividad de la técnica de
M-FICTION, se utilizardn nuevas sustan-
cias fluorescentes para incrementar el
nimero de marcadores detectados en un
solo experimento. Ademas, la técnica de
M-FICTION esta siendo optimizada para su
aplicacién en muestras de tejido incluido
en parafina, lo cual abrird las puertas a
multitud de estudios retrospectivos en
material archivado, incluso quizds en
microchips de tejido™.

En conclusion, las técnicas de FICTION
convencional y multicolor representan
métodos rapidos y fiables para el diagnés-
tico y la investigacion interdisciplinar del
cancer. Sus miltiples aplicaciones, todavia
por explotar, proporcionan la posibilidad
de integrar los conocimientos derivados de
las diferentes estrategias de estudio, tanto
fenotipicas como genotipicas, lo que sin
duda daréa lugar a una mayor comprension
del complejo proceso de carcinogénesis.
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