Revision de técnicas de citogenética convencional y molecular y su
implicacion en el diagnéstico y pronéstico del cancer

Review of conventional and molecular cytogenetic techniques and
their use in the diagnosis and prognosis of cancer
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RESUMEN

El andlisis citogenético de las células tumorales ha
proporcionado importante informacién acerca de la bio-
logia del cancer. En el Gltimo Catilogo de Alteraciones
Cromoso6micas en Cancer se describen aproximadamen-
te 100.000 alteraciones cromosémicas clonales en mas
de 30.000 neplasias humanas. Muchas de ellas, se han
caracterizado molecularmente, permitiendo la identifi-
cacién de nuevos oncogenes y genes supresores de
tumores implicados en la génesis tumoral.

En neoplasias hematologicas, y sarcomas, el andli-
sis citogenético constituye una importante herramienta
diagnostica y prondstica incorporada a la rutina del
laboratorio. Sin embargo, en tumores sélidos su uso ha
estado mas limitado debido a problemas técnicos con
los cultivos de las muestras, o a la presencia de multi-
ples clones celulares y cariotipos complejos.

El desarrollo de técnicas de hibridacion in sifu con
fluorescencia (FISH) ha supuesto un enorme avance en
la citogenética del cancer, especialmente de tumores
solidos. Hoy la técnica de FISH tiene numerosas varian-
tes tecnoldgicas como la hibridacion genémica compa-
rada (CGH), el cariotipo espectral (SKY-FISH), o el multi-
plex FISH (M-FISH), entre otras. Todas ellas, constituyen
una nueva disciplina denominada citogenética molecu-
lar y proporcionan nuevos métodos mas precisos de
deteccion de las alteraciones cromosdmicas en las célu-
las tumorales.

La combinacién de citogenética convencional, FISH
y andlisis molecular permite la aproximacién diagnosti-
ca, la clasificacion de las neoplasias en subgrupos con
distinto valor pronéstico, y la monitorizacion del efecto
del tratamiento.

En esta revision, describiremos las distintas técni-
cas genéticas y analizaremos su impacto en el diagnds-
tico y pronéstico del cancer.
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ABSTRACT

Cytogenetic analysis of tumour cells has provided
important information for understanding the biology of
cancer. Around 100,000 clonal chromosomal abnormali-
ties belonging to more than 30,000 human neoplasms
are described in the latest catalogue of chromosome
aberrations in cancer. Some of them have been molecu-
larly characterised, making possible the identification of
new oncogenes and tumour suppressor genes involved
in tumourigenesis.

In haematologic neoplasms and sarcomas, cytoge-
netic analysis is a powerful tool of diagnosis and prog-
nosis, and has been incorporated into routine labora-
tory methods. However, in solid tumours, cytogenetics
have been hampered by difficulties in obtaining high
quality metaphase spreads, or by the presence of multi-
ple cellular clones or complex karyotypes.

The development of fluorescence in situ hybridisa-
tion techniques (FISH) has provided a notable advance
in cancer cytogenetics, especially in solid tumours.
Nowadays, the FISH technique has evolved into nume-
rous variants, such as comparative genomic hybridisa-
tion (CGH), spectral karyotyping (SKY) or multiple FISH
(M-FISH), among others. All these techniques constitute
a new discipline named molecular cytogenetics, and
provide new and more accurate methods for detecting
chromosomal aberrations in tumour cells.

The combination of conventional cytogenetics,
FISH and molecular analysis makes possible more accu-
rate diagnoses, improved classification of neoplasms in
subgroups of different prognostic value, and the post-
treatment follow-up of patients affected with cancer.

In this review, the different genetic techniques are
described as well as their impact on the diagnosis and
prognosis of cancer.
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INTRODUCCION

El analisis citogenético de las células
tumorales ha revelado la presencia de alte-
raciones cromosoémicas clonales en mas
de 30.000 neoplasias humanas'. Hoy sabe-
mos que la presencia de determinadas
alteraciones cromosdmicas aporta infor-
macién importante con valor diagnéstico y
prondstico en neoplasias hematoldgicas y
tumores so6lidos*®. El conocimiento de la
alteracion cromosémica asociada a un
determinado diagnéstico permite hacer un
seguimiento de la evolucién de la enferme-
dad, valorar la respuesta a tratamiento y
detectar y cuantificar la enfermedad mini-
ma residual (EMR). Cada vez en mas pro-
tocolos clinicos, especialmente en neopla-
sias hematolbégicas y sarcomas, las
decisiones terapéuticas estan basadas,
entre otros parametros, en el andlisis gené-
tico de las células neoplasicas®.

Desde la observacién en los afios 60
por Nowell y Hungerford de la aparicién
de un pequefio cromosoma, al que deno-
minaron Philadelphia (Ph)°, en pacientes
con leucemia mieloide cronica, y la poste-
rior descripcion en los 70 por Caspers-
son® de técnicas de bandeo cromosémico,
el andlisis citogenético ha sido en los ulti-
mos 30 afos, una de las areas de la gené-

tica que se ha desarrollado con més rapi-
dez (Tabla 1). Proporciona informacién
muy valiosa no sélo clinica, sino también
basica en la investigacion del cancer. La
descripcion de alteraciones cromosomi-
cas asociadas especificamente a un tipo
de cancer, y su posterior seguimiento, ha
permitido conocer la significacion clinica
de muchos marcadores citogenéticos vy,
mas importante todavia, se ha constitui-
do como un paso previo a la deteccion y
localizacion de los genes implicados en la
génesis tumoral.

En neoplasias hematolégicas, debido a
la facilidad de obtener metafases de cali-
dad a partir de cultivos de médula 6sea, el
andlisis citogenético convencional se ha
incorporado en los laboratorios de Genéti-
ca como una técnica de rutina, que com-
plementa al diagndstico morfolégico e
inmunofenotipico. Existe mucha informa-
cion a través de grandes series publicadas,
y por la experiencia, no sélo de las altera-
ciones cromosdmicas que se asocian espe-
cificamente a un determinado tipo de leu-
cemiay linfoma’ (Tablas 2, 3), sino también
del valor pronéstico de las mismas®. Por
ejemplo, la presencia en el cariotipo de un
cromosoma Philadelphia -t(9;22)-, en un
paciente diagnosticado de leucemia aguda

Tabla 1. Algunas fechas de interés en el area de la citogenética.

1956 Tjio y Levan Establecen el nimero de cromosomas del hombre
en 46.

1960 Nowell/Hungerford Describen el cromosoma Philadelphia (Ph) en LMC.

1970 Caspersson y col. Describen las primeras técnicas de bandeo
cromosoémico.

1971 Conferencia Paris 3° conferencia de nomenclatura cromosoémica,
12 con bandas.

1973 Rowley Describe al cromosoma Ph como una t(9;22).

1975 Southern Describe la técnica de Southern-blot.

1981 Langer y col. Describen sondas no radioactivas para hibridacion
in situ.

1981 Wake y col. Describen mejoras en el cultivo de tumores sélidos
utilizando la disociacion con colagenasa.

1985 Mulis Describe la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

1992 Kallioniemi y col. Describen la técnica de hibridacion gendémica
comparada (CGH).

1996 Schrok y col. Describen la técnica de cariotipo espectral
(SKY-FISH).

1996 Speicher y col. Describen la técnica de multiplex-FISH (M-FISH)
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Tabla 2. Alteraciones cromosdmicas recurrentes en leucemias y genes implicados*

Alteracion citogenética

Genes implicados

Mieloides:

LMC
LMC crisis blastica

LANL-M2
LANL-M3
LANL-M4Eo

LANL-M5
LANL

LANL-secundaria
LMMC
SMD

Linfoides:
LAL preB

LAL B(Sig+)

LAL B o B-mieloide

LALT

LLC-B

LLC-T

MM

1(9;22)(q34;q11)
t(9;22)(g34;,q1D),
+8,+19,+Ph,i(17q)
1(8;21)(q22;q22)
t(15;17)(q22;q11-12)

inv(16)(p13q22) 6 t(16;16)

t(9;11)p22;q23)
1(6;9)(p23;q34)
t(3;3)(a21;926)
6 inv(3)(q21q26)

+8,-7,-5,del(5q),del(20q),12p

-7,del(7q),-5,del(5q)
t(11q23)
t(5;12)(q33;p13)
-7,del(7q),-5,del(5q),
+8,del(11q),del(20q),
del(11q),del(12p)

t(1;19)(q23;p13)
t(5;14)(q31;q32)
t(12;21)(p13;q22)
1(8;14)(q24;q32)
t(2;8)(p12;,q24)
1(8;22)(q24;q11)
1(9;22)(q34;q11)
t(4;11)(q21;q23)
t(1;14)(p32;q11)
t(1;7)(p34;q34)
t(8;14)(q24;q11)
t(7;9)(q35;q34)
t(7;9)(q34;934.3)
t(7;10)(q35;q24)
t(10;14)(q24;q11)
t(11;14)(p13;ql11)
t(7;11)(g35;p13)
t(11;14)(p15;q11)
del(9p),t(9p)
t(14;18)(q32;q21)
t(11;14)(q13;q32)
t(14;19)(q32;q13)
t(2;,14)(p13;q32)
+12,del (13q)
del(11)(q21q23)
t(8;14)(q24;q11)
t(14;14)(q11qg32)
inv(14)(q11q32)
t(11;14)(q13;q32)
t(4;14)(p16; q32)
t(14;16)(q32;q23)
t(6;14)(p25;q32)
t(1;14)(q21;q32)
1q, 13q,del(6q)
del(7q)

ABL-BCR
ABL-BCR

ETO-AML1
PML-RARA
MYHI11-CBFB
AF10-MLL
DEK-CAN
EVII

MLL
PDGFRB-TEL(ETV6)

PBXI-E2A

IL31GH

TEL-AML1

MYCIGH

IGK-MYC

MYCIGL

ABL-BCR

AF4-MLL
TAL1/SCL-TCRA
LCK-TCRB

MYC-TCRA
TCRB-TAL2
TCRB-TANI
TCRB-HOX11
HOX11-TCRA
RBTN2/TTG2-TCRA/D
TCRB-RBTN2/TTG2
RBTN1/TTGI-TCRA/D

IGH-BCL2
BCLI1IGH
IGH-BCL3
BCL11AIGH

MYCTCRA
TCRA-TCLI
TCRA-TCLI
BCLI(CyclinD1)IGH
FGFR/MMSET3IGH
IGH-CMAF
MUMI1(IRF4)IGH
MUM2/31GH

TNF

GPI70

* La lista completa de alteraciones cromosdmicas y genes implicados en leucemias puede ser consultada en:

(http://www.ncbi.nlm.gov/CCAP).
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Tabla 3. Translocaciones cromosémicas recurrentes en Linfomas no Hodgkin y genes implicados*.

Alteracion citogenética

Genes implicados

LNH-B:
Burkitt

Folicular

DCG

Manto

Marginal:

¢ Linfoplasmocitoide
e Malt

¢ Linfocitico (small)
e Esplénico velloso

e Otros

LNH T:
Anaplasico K1+

(ToB)

variable

t(8;14)(q24;432)
1(2:8)(p11;924)
t(8;22)(q24;q11)

t(14;18)(q32;q21)
t(2;18)(p12;q21)
t(18;22)(q21;q11)
t(1;22)(a22;q11)

t(3;22)(q27;q32)
t(3;14)(q27;932)
t(2:3)(P12,927)
t(14;15)(q32;q11-q13)
t(10;14)(q24;q32)
t(14;18)(q32;q21)
t(8;14)(q24,932)
t(6;14)(p21;932)
t(1;14)(q21;q32)

t(11;14)(q13;932)

t(9;14)(p13;q32)
t(11;18)(q21;q21)
t(1;14)(p22;q32)
t(14;19)(q32;q13)
t(7;14)(921;q32)
(2N (P12921)
t(11;14)(q23;q32)
t(11;14)(q23;932)
t(12;14)(q24;932)
t(12;22)(q24;932)

t(2;5)(p23;935)

t(10q24)
t(7;:19(g35:q11)
t(7;14)(p15;q11)
t(7;D(p15:q11)
t(11;149)(p13;q11)
inv(14))(ql1q32)
t(14,14)((q11;932)

MYCIGH
IGK-MYC
MYCIGL

IGH-BCL2
IGK-BCL2
BCL21GL
FCGRIIB-IGL

BCL6-IGL
BCL6-IGH
IGK-BCL6
IGH-BCLS
NFKB2(LYT10)IGH
IGH-BCL2

MYC-IGH
CyclinD3-IGH
MUCI-IGH

BCLI1(CyclinD1)-IGH

PAX51GH
API2-MLT
BCLI10-IGH
IGH-BCL3
CDK6-IGH
IGK-CDK6
PAFAH2-IGH
RCK-IGH
BCL7A-IGH
CyclinD2-IGL

ALK-NPM

NFKB2(LYT10)
TRCB-TRCA/D
TCRG-TCRA/D
TCRG
RBTN2-TRCD
TCRA-TCLI
TCRA-IGH

* La lista completa de alteraciones cromosoémicas y genes implicados linfomas puede ser consultada en:

(http://www.ncbi.nlm.gov/CCAP).
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linfoblastica, confiere un pronéstico muy
desfavorable. Esta observacién llevaria a
una actitud terapéutica distinta y mas
agresiva que si se detectara en el mismo
diagnéstico una alteracién cromosémica
de buen pronéstico, como por ejemplo un
cariotipo hiperdiploide de mas de 50 cro-
mosomas.

En los sindromes linfoproliferativos cré6-
nicos (SLP), debido a su bajo indice mitoti-
co, la incidencia de anomalias citogenéticas
es muy dependiente de las técnicas utiliza-
das para su deteccion’. La informacion
acerca de marcadores citogenéticos en los
SLP es menor', resultando una mayor pro-
porcion de cariotipos normales. Una de las
formas de evitar esta dificultad es afnadir al
cultivo mitégenos (TPA, TNF, IL2, PK, entre
otros), que permiten detectar con mayor
frecuencia cariotipos an6malos. No obstan-
te, mediante el uso de mitégenos puede
también seleccionarse el crecimiento de la
poblacion celular no neoplasica. En el caso
de los linfomas, el analisis citogenético con-
vencional presenta mas dificultades que en
las leucemias: los cariotipos tienden a ser
méas complejos, el acceso al tejido implica-
do es méas limitado y existen numerosos
tipos histopatologicos con caracteristicas
clinicas distintas". Sin embargo, los estu-
dios que han correlacionado los marcado-
res citogenéticos con el prondstico sugie-
ren que, al igual que en las leucemias,
algunas alteraciones cromosémicas en lin-
fomas tiene significacion pronodstica inde-
pendiente''.

En el caso de los tumores sé6lidos hay
factores, fundamentalmente metodologi-
cos, que han frenado la incorporacion del
analisis citogenético convencional a la
rutina diagnoéstica, que pudiera comple-
mentar al diagnéstico anatomo-patolégico.
Entre los obstaculos técnicos para obtener
metafases analizables a partir de muestras
de tumor caben destacar, entre otros: baja
viabilidad celular debido a la necrosis de
la muestra; necesidad de disgregacion
enzimatica de la muestra; contaminacion
microbiana; “contaminacion” con células
normales y, por ultimo, debido al tiempo
de manifestacion clinica de la mayor parte
de los tumores, la ocurrencia de alteracio-
nes cromosémicas muy complejas y varia-
bles que hacen dificil determinar el cam-

ANALES Sis San Navarra 2001, Vol. 24, Suplemento 1

REVISION DE TECNICAS DE CITOGENETICA CONVENCIONAL...

bio cromosémico primario asociado con
un tipo de tumor® (Tabla 4).

Estos factores han llevado al desarro-
llo, en los Gltimos afnos, de métodos cito-
genéticos alternativos para identificar
alteraciones cromosoémicas. La incorpo-
racion de nuevas técnicas de citogenética
molecular basadas en la hibridacién in
situ con fluorescencia, y la mayor coordi-
nacion y colaboracion entre cirujanos,
patoélogos, oncoélogos y genetistas ha
hecho que el andlisis citogenético de
tumores so6lidos haya experimentado un
enorme avance. En el penualtimo catalogo
de alteraciones cromosO6micas asociadas
a neoplasias', de 22.076 alteraciones cro-
mosOmicas descritas, un 27% correspon-
den a tumores sélidos, el resto a neopla-
sias hematolégicas. Sé6lo 4 anos después,
el wltimo catdlogo recoge cerca de
100.000 alteraciones en mas de 30.000
neoplasias, de los que aproximadamente
21.000 son leucemias, 3.000 linfomas y
8.100 se refieren a tumores soélidos™.
Todas las alteraciones cromosémicas
descritas en cancer pueden ser consulta-
das en la base de datos del Proyecto de
Alteraciones Cromosoémicas en Cancer
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCAP).

Paralelamente a la acumulaciéon de
datos puramente citogenéticos, implican-
do cambios genéticos en el proceso tumo-
ral, el desarrollo de las técnicas de gené-
tica molecular durante los anos 80 (Tabla
1), han permitido conocer los mecanis-
mos patogénicos subyacentes. Se han
identificado hasta el momento 1.800 pun-
tos de rotura en las alteraciones cromo-
somicas asociadas a neoplasias. Muchos
de ellos han sido ya caracterizados a
nivel molecular lo que ha permitido la
identificacion de nuevos oncogenes y
genes supresores de tumores™*". Existen
bases de datos actualizadas que permiten
consultar informacién detallada acerca
de los aproximadamente 100 genes identi-
ficados hasta el momento en las 600 reor-
denaciones cromosdmicas equilibradas y
recurrentes asociados a neoplasias huma-
nas:  (http://www.ncbi.nlm.gov/CGAP),
(http://infobiogen.fr/services/chromcan-
cer).
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Tabla 4. Algunas de las alteraciones cromosomicas recurrentes descritas en tumores soélidos.*

Alteraciones cromosdmicas y genes implicados

e Benignos
adenoma de colon
lipoma
neuroepitelioma
neurinoma
adenoma de ovario
fibroma de ovario
leiomioma de Gtero

glandulas salivares
adenoma renal

e Malignos
liposarcoma (mix)
sarcoma sinovial
sarcoma de Ewing

rabdomiosarcoma
condrosarcoma
fibrosarcoma
sarcoma (clear cell)
vejiga

prostata
pulmén(SCLC)

colon
rifion
atero

ovario

tiroides
gliomas

melanoma

mesotelioma
retinoblastoma
neuroblastoma
testicular
Wilms

mama

+7, +8,+12, del(12q)

t(3;12)(q27;q14)(LPP-HMGIC),t(1;12),t(2;12), t(5;12),del(12q),del(13q)
t(11;22)(q24;q12)

=22,

+12

+12

r(1),t(2;12),del(7q)(q21q31),t(12;14),+12,t(12q13), 1p36,10q22,-13,
-22,1(1;2),inv(X)(p22q13)

t(1;8),t(3;8)(p21;q12)(CTNNBI- PLAG1),t(6;8),t(8;13),del(8q),
t(8;9),t(9;12),inv(12)(p13q13)

Y, +7,+17

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

t(X;18)(p11;qll, genes SYT-SSX1/2

t(11;22)(q24;q12)(FLI- EWS),t(21;22)(q22;q12)

(ERG- EWS),t(1;16)(q11;q11),+8
t(2;13)(q35;q14)(PAX3FKHR),t(1;13)(p36;q14) (PAX7-FKHR)
-Y,t(9;22)(q22;q12)(CSMF-EWS)

-Y

t(12;22)(q13,q12)(ATFI-EWS)
+7,del(10p),i(5p),i(11p),del(11p),i(11q),13q14, LOH, 3p,12q,mutac. p53
del(10)q24),+7,-Y,ganancias:3q,7q,8q,Xq
del(3)(p14p23)(FHIT),+7,del(5q),13q(RB);LOH
(3p),5q,6,9p,(p16),17q,17p(p53),MYC,RAS
del(17p),-18,dmin,LOH18q(gen DCC),mutac gen APC,
p53,12q,17q,+12,del(1p)

del(3p),t(3;5),t(3;8),i(5p),del(69),tX; D (p11;921)
(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,genAKT2, KRAS,
BRCAI,OVC,+12,+7,+8

inv(10)(q11q21)(RET),t(7;10)(q35;q21)

+8,fusiones teloméricas,-7,-10,-22,-X,Y,del(22)q11),del(9p), amplif.12q,
inactivacion de p53,p16,RB,PTEN. Sobreexpresion de CDK4,EGFR, VEGF
t(1;6),t(1;19),i(6p),+7,del(9p)(13),del(6q),1q11,

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-q25
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)(p12p14),del(6q), +7,+18,+20,del,t1p,
t(1q),t(7q), t(11q),dup(11q),dmin,hsr

(8p),mutaciones p53,BRCAI,amplificacién de

HERZ2/neu, amplificacién 20q.

* La lista completa de alteraciones cromosoémicas y genes implicados en tumores sdlidos puede ser consultada en:
(http://www.ncbi.nlm.gov/CCAP) y (http://www.helsinki.fi/~1gl_www/CMG.html).
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Asi, cada dia son mas conocidas las
alteraciones citogenéticas responsables
de la transformacién neoplasica, y los
mecanismos moleculares que subyacen.
En los linfomas, las translocaciones
t(8;14), t(14;18), t(11;14) asociadas a linfo-
mas de Burkitt, folicular y del manto, res-
pectivamente, han permitido localizar y
aislar los oncogenes implicados en estas
patologias: ¢-MYC*", BCL2"*"y BCLI®. En
estos casos, el mecanismo molecular sub-
yacente consiste en la activaciéon de estos
protooncogenes por yuxtaposicién con
secuencias reguladoras de un gen de la
cadena pesada de las inmunoglobulinas
(IGH), provocando una sobreexpresion de
la proteina codificada por el protoonco-
gén’'.

La translocacién t(9;22) asociada a leu-
cemia mieloide croénica (LMC) permitid
describir otro mecanismo molecular. En
este caso se produce la activacién oncogé-
nica por la translocacién del oncogén ABL
con el oncogén BCR, formando un gen de
fusion hibrido BCR-ABL* que codifica para
una proteina quimérica con potencial neo-
plasico. Este mecanismo es muy frecuente
en numerosas translocaciones descritas
en leucemias y sarcomas® .

La activacién de un protooncogén
puede darse no sé6lo por translocaciones
cromosOmicas sino por amplificacién géni-
ca como en el caso de los genes REL y c-
MYC* o ERBB2*.

Por dltimo, otro tipo de alteracién cito-
genética frecuente en neoplasias es la dele-
ciéon cromosémica que a nivel molecular
puede ser un mecanismo de inactivacion
de genes supresores tumorales. Por ejem-
plo, deleciones del brazo corto del cromo-
ma 17 provocan pérdida de un alelo del
gen TP53, y si el otro alelo estd mutado el
gen se inactiva”.

En resumen, el enorme avance en el
conocimiento de las alteraciones cromosoé-
micas recurrentes en cancer ha permitido,
no sélo conocer la importancia clinica de
dichas alteraciones, sino también, caracte-
rizar molecularmente muchas de ellas,
identificando y clonando los genes impli-
cados” (Tablas 2, 3, 4). El descubrimiento
de nuevos genes que participan en la géne-
sis y progresiéon tumoral permitird cono-
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cer mejor la biologia del tumor, y hara
posible el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas y de nuevos andlisis molecu-
lares para el correcto diagndstico y moni-
torizaciéon de los pacientes.

TECNICAS DE ANALISIS GENETICO

De todas las técnicas genéticas que
existen, tanto citogéneticas como estricta-
mente moleculares, describiremos las
caracteristicas, ventajas y limitaciones,
s6lo de aquellas que se han incorporado
como rutina diagnoéstica: cariotipo, hibri-
dacién in situ con fluorescencia (FISH con-
vencional), y reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR), y de algunas de las que
todavia son utilizadas como investigacion:
hibridacién genémica comparada (CGH),
cariotipo espectral (SKY-FISH) y multiplex-
FISH (M-FISH).

ANALISIS CITOGENETICO

Citogenética convencional (cariotipo
de bandas G)

El anélisis citogenético convencional con-
siste en el estudio de las alteraciones cromo-
sOmicas en las metafases de las células neo-
plasicas obtenidas tras el cultivo “in vitro”, a
corto plazo y sin mitégenos de células de
médula Osea, sangre periférica, ganglios,
biopsias, etc. El estudio de la morfologia de
los cromosomas, teniidos fundamentalmente
con bandas G (Tripsina-Giemsa), permite
detectar en un Gnico experimento, tanto las
alteraciones numéricas (monosomias, triso-
mias, etc.), como las estructurales (translo-
caciones, inversiones, deleciones, etc.) pre-
sentes en todo el genoma.

Citogenética molecular (hibridacion
s

in situ” con fluorescencia)

Las técnicas de hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH) se basan en la hibri-
daciéon de una sonda de ADN marcada con
una sustancia fluorescente sobre su
secuencia complementaria del genoma,
bien en la metafase cromosémica o en el
nuacleo en interfase. Las técnicas de FISH
vienen utilizandose desde los anos 80%, si
bien no se han incorporado en todos los
laboratorios de genética como rutina. La
alta sensibilidad y especificidad del FISH y
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la rapidez de los ensayos han hecho de
esta técnica una importante estrategia
diagnéstica con numerosas aplicaciones®.
Por otra parte, otras técnicas derivadas
del FISH han progresado hasta tal punto
que hoy es posible, como veremos mas
adelante, utilizar simultaneamente 24 son-
das de pintado cromosémico, consiguien-
do identificar cada cromosoma por su
color. Entre las técnicas derivadas del FISH
convencional, cabe destacar, la hibrida-
cién gendémica comparada (CGH), de enor-
me utilidad en tumores sdlidos y el carioti-
po multicolor (SKY-FISH y M-FISH). Todas
ellas, constituyen una nueva disciplina a la
que se ha denominado “citogenética mole-
cular”, que complementan, pero nunca
excluyen al andlisis citogenético conven-
cional (cariotipo de bandas G).

FISH convencional

Los dos componentes principales de la
técnica de FISH convencional son la sonda
de ADN marcada con fluorescencia y la
secuencia diana en la muestra tumoral
para la cual es especifica. Es muy impor-
tante destacar que no es una técnica de
basqueda de nuevas alteraciones cromo-
sOmicas, sino que detecta Unicamente
aquello que buscamos. El resto del geno-
ma permanece oculto.

Podemos utilizar sondas de ADN de
distintos tipos: centroméricas (marcan
Gnicamente las zonas centrémericas), de
pintado cromosémico (marcan todo un
cromosoma) o de secuencias especificas
de locus (. marcan regiones cromosoémicas
de secuencia tGnica).

Esta técnica complementa perfectamente
a la citogenética convencional en todas aque-
llas situaciones en las que no ha sido posible
realizar un cariotipo: al disponer de metafa-
ses de poca calidad, o no haber obtenido
metafases, o bien en los casos en los que las
alteraciones cromosoémicas asociadas a un
diagnéstico son cripticas no visibles en el
cariotipo, como el caso de la t(12;21) en leu-
cemia aguda linfoblastica infantil.

CGH (hibridacién genémica compa-
rada)

Como ya se ha mencionado, uno de los
mayores problemas a los que se enfrenta la
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citogenética convencional, es la ausencia
de metafases y su gran ventaja reside en
ser una técnica que permite analizar todo
el genoma. La técnica de FISH convencio-
nal ha resuelto el primer problema, ya que
permite analizar nucleos en interfase, pero
en cambio su gran limitacion es que no es
una técnica de screening, como el carioti-
po, ya que so6lo detecta las alteraciones
que buscamos. A principio de los 90, y con
especial aplicacién en tumores sélidos, en
donde obtener metafases de calidad es a
menudo complicado, se describié una
nueva técnica de citogenética molecular:
la hibridacibn genémica comparada
(CGH)*. Esta técnica emplea ADN del
tumor y, ademas, no analiza metafases,
obviando la necesidad de células en creci-
miento.

Esta técnica derivada del FISH se basa
en la hibridacién competitiva de dos
ADNs, (tumoral y control normal) marca-
dos con distintos fluorocromos, sobre cro-
mosomas normales. En resumen: se marca
el ADN del tumor con un fluorocromo
verde y un ADN normal (control) con un
fluorocromo rojo. Ambos ADNs se mezclan
en cantidades equimolares y se realiza una
hibridaciéon in situ sobre cromosomas
metafasicos normales. Ambos ADNs com-
piten por hibridar en los mismos 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 patologicas, si el
tumor contiene alguna ganancia cromoso-
mica, la cantidad de ADN tumoral disponi-
ble para hibridar es mayor, y la hibridaciéon
de esa zona resultard en una mayor pro-
porcién de fluorocromo del tumor (verde).
Al contrario, si el tumor contiene una dele-
ciéon (pérdida), la region delecionada del
tumor apareceri en rojo, ya que habra mas
cantidad de ADN normal (rojo) para hibri-
dar en esa region cromosémica. La CGH
permite, por tanto, la deteccién de ganan-
cias y pérdidas de regiones cromosomicas
en todo el genoma del tumor por la com-
paracion de las intensidades de las senales
de hibridacio6n.

La CGH ha contribuido significativa-
mente al conocimiento actual de las altera-
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ciones gendmicas en las neoplasias huma-
nas. Ademas de definir patrones de ga-
nancias y pérdidas especificas de tumor,
proporciona informacién para la identifi-
cacion de nuevos genes implicados en el
cancer. Actualmente esta técnica se utiliza
sobre todo para detectar alteraciones cro-
mosoOmicas en tumores solidos, donde la
obtenciéon de metafases presenta muchas
dificultades técnicas. En s6lo 8 anos desde
su aparicién, se han publicado mas de
3.900 trabajos de CGH en tumores®*, de
los que sélo 1/10 corresponden a leuce-
mias y linfomas®. En neoplasias hematolé-
gicas, la CGH esta casi restringida a sin-
dromes linfoproliferativos crénicos, ya
que en éstos, el indice mitético de las célu-
las tumorales es generalmente muy bajo®.

Todas las alteraciones cromosoémicas,
ganancias y pérdidas, descritas en cancer
por CGH pueden ser consultadas en la base
de datos actualizada de la Universidad de
Helsinki (http://www.helsinki.fi/~Igl_www/CM
G.html).

Cariotipo multicolor (SKY-FISH y
M-FISH)

El cariotipo espectral (SKY-FISH)* y el
multi-FISH (M-FISH)* son técnicas de cito-
genética molecular desarrolladas reciente-
mente, y de momento sélo se utilizan en el
campo de la investigaciéon. Su fundamento
técnico es sencillo. En resumen: consiste en
marcar el ADN de cada cromosoma con uno
o varios fluorocromos, de manera que el
espectro de emision de cada cromosoma
sea Unico y diferenciable de los demas. Esta
técnica, por tanto, pinta a cada cromosoma
de un color. Con el “cocktail” de 24 sondas
de pintado cromos6émico obtenido tras el
marcaje, se hibrida sobre los cromosomas
de las metafases del tumor, el cromosoma
anémalo aparecerd no uniforme, sino con
los colores de los cromosomas que inter-
vienen en la translocacion. Por tanto, es
una forma de realizar un cariotipo, pero
tenido no con bandas G sino con colores,
de forma que podamos clasificar las altera-
ciones de forma univoca.

El cariotipo multicolor se ha mostrado
muy Util en neoplasias hematoldgicas,
donde no es dificil obtener metafases
tumorales. Se han podido caracterizar
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correctamente translocaciones comple-
jas, y también detectar alteraciones cro-
mosOmicas cripticas en cariotipos apa-
rentemente normales. Esto ha permitido
identificar un gran namero de nuevas
alteraciones cromémicas (Fig. 1), lo que
ha facilitado la bisqueda de nuevos
genes implicados®*. Su uso en tumores
so6lidos es méas limitado por la necesidad
de obtener metafases de calidad, aunque
de todo lo expuesto, es la tGnica técnica
que permitird averiguar el origen de las
multiples alteraciones cromosémicas que
habitualmente aparecen en los cariotipos
de tumores sélidos. No obstante, las apli-
caciones de esta técnica son crecien-
tes™”, y ya son cerca de 700 casos las
neoplasias humanas analizadas por SKY-
FISH, de las cuales 410 son leucemias y
linfomas y 146 tumores s6lidos. La direc-
ciéon: http://www.spectral-imaging.com,
proporciona informacién técnica, un
sumario de aplicaciones y una lista actua-
lizada de publicaciones relevantes sobre el
cariotipo espectral.

Las mejoras técnicas del cariotipo mul-
ticolor avanzan con gran rapidez y ya se
estd optimizando el M-FISH con bandas
multicolor*.

ANALISIS MOLECULAR

La técnica que habitualmente se
emplea, a nivel no s6lo diagnéstico, sino
en la monitorizacién de pacientes con neo-
plasias es la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR). Cuando los genes son de
gran tamafo con puntos de rotura varia-
bles o en aquellos casos de genes muy pro-
miscuos (MLL y BCL6, entre otros), se pre-
fiere el Southern Blot o el FISH
convencional.

Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Desde su descripcién en 1985 por Kary
Mulis, la PCR probablemente representa
uno de los mas importantes avances meto-
dolégicos en biologia molecular. Esta téc-
nica, que tiene multitud de aplicaciones,
permite amplificar secuencias especificas
de ADN o ARN multiplicando por 10° el
namero de copias que podemos obtener
de un determinado fragmento de ADN.
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der(X)t(X;16)
der(17)

t(15521)
Y;15)

& der(MH(7;15)

der(19)ins(19;7)t(7;19)

der(X)t(X;16)

Figura 1. Analisis de un caso con LMA-M4 que present6 un cariotipo complejo, mostrando las iméage-
nes DAPI (A), espectral (B) y classified (D, E) del andlisis de SKY, y los resultados de FISH uti-
lizando la sonda centromérica CEP X y la sonda de pintado cromosémico WCP 16 (C). Las
flechas indican los cromosomas con reordenaciones (imagen cedida por MD Odero del
Departamento de Genética de la Universidad de Navarra)

Una de las aplicaciones mas frecuente-
mente empleadas de la PCR en neoplasias
es detectar translocaciones. La caracteri-
zacion molecular de las translocaciones
cromosomicas observadas en el cariotipo
y asociadas a determinados tipos de
tumor, ha permitido la identificacion de los
genes responsables. La posterior clona-
cion y secuenciacion de dichos oncogenes
permiten el estudio de las translocaciones
a nivel molecular, mediante el analisis de
ADN o fundamentalmente ARN con la téc-
nica de la RT-PCR (PCR reversa).

Un ejemplo caracteristico seria anali-
zar la reordenacion BCL2-IGH asociada a
linfoma folicular. Actualmente, su uso es
necesario como complemento al cariotipo
o al FISH convencional en el diagnéstico y
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en la monitorizacién de pacientes con neo-
plasias®®.

Aunque la mayor parte de los anélisis
mediante PCR son cualitativos, indicando
s6lo ausencia o presencia de la alteracion,
en la monitorizacion de la respuesta al tra-
tamiento o de la EMR es importante la
cuantificacién de ésta mediante PCR en
tiempo real (real-time PCR)*, en la que se
detecta el producto especifico a medida
que se produce, de manera que la compa-
racion de su nivel de amplificacién con los
estandares adecuados proporciona una
medida cuantitativa del grado de afecta-
cion.

Ademaés de la PCR utilizada en la rutina
diagnostica para la deteccién de transloca-
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ciones, existen otras muchas técnicas
moleculares de gran interés en la genética
del cancer. Entre ellas, el analisis de muta-
ciones de genes supresores tumorales y
oncogenes o la tecnologia de microarrays
que, aunque de momento, se utilizan como
investigacién, en un futuro no muy lejano
con la aplicacién de nuevos sistemas robo-
tizados como los chips o microarrays de
ADN, permitiran el anélisis simultaneo de
un gran namero de genes y de sus niveles
de expresion en una muestra. La aplica-
cion de estos nuevos sistemas diagnosti-
cos permitird establecer terapias especifi-
cas, de acuerdo a la alteracion molecular
detectada’”.

CONCLUSIONES

Vista la utilizacion, ventajas e inconve-
nientes de todos los andlisis genéticos que
pueden contribuir al diagnéstico y pronds-
tico del cancer, puede concluirse que
actualmente las numerosas técnicas gené-
ticas son complementarias y nunca exclu-
yentes. Este hecho hay que tenerlo en
cuenta, para evitar redundancias, y una
utilizacion inadecuada de las mismas. Y en
mi opinioén, después de varios afios de
experiencia en el servicio de citogenética,
considero muy importante, que el resulta-
do de cualquier andlisis genético, sea
comentado entre el clinico y el genetista,
para evaluar el grado de concordancia cli-
nico-genética. Sélo asi trabajando coordi-
nados, poco a poco conoceremos con mas
profundidad la significacién clinica de las
alteraciones genéticas del céncer y los
genes implicados. Todo ello contribuye al
desarrollo de nuevas técnicas de diagnds-
tico mas precisas, y de nuevas terapias
especificas, mas efectivas y menos toxicas
para, en definitiva, mejorar la superviven-
cia de los pacientes.
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