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El afio 1977 marca € inicio de la era de la citogenética molecular. Los avances
en este campo de la citogenética son impresionantes.

Con este tipo de estudio se puede lograr identificar defectos submicroscopicos
del ADN y disminuir la brecha que existe entre la deteccién de una simple inser-
cion o delecion de un nucledtido, la insercion o delecion de varios de ellos y la
observacion de estos defectos a nivel de la citogenética convencional.

La importancia extrema de estos avances técnicos motivd la realizacion de este
capitulo en el que se exponen las caracteristicas y fundamentos que combinan
instrumentos moleculares a partir del ADN recombinante y la citogenética.

TECNICASDE HIBRIDACION in situ

La tecnologia de "hibridacion in situ" (HIS) combina las técnicas de citogenéticas
convencionales con técnicas moleculares y esta basada en la deteccion de secuencias
especificas de acidos nucleicos, bien seaen cromosomasaislados o célulasinterfasicas.
Fue descrita originalmente por Pardue y Gall, John y cals., en 1969 utilizando isotopos
radiactivos paramarcar las sondas, las cual es, combinadas con técnicas de autoradiografia
posibilitaron ladetecci6n delas secuencias hibridadas.

En 1977, Rudkin y Stollar describieron un método inmunocitoquimico basado en la
utilizacion de anticuerpos anti ADN 6 anti ARN marcados con sustancias fluorescentes
detectables microscopicamente. Este procedimiento se conoce como técnica de
"hibiridacionin situ fluorescente” (FISH) o "hibiridacion noisotépica’.

Actualmente existen dos métodos de FISH, llamados directos e indirectos.

Losmétodos directos permiten realizar lavisualizacién microscopicade lasefial inme-
diatamente después de realizadala HIS. El marcaje directo emplea nhuclettidos marca-
dos con sustancias fluorescentes.

Los métodos indirectos se basan en la utilizacion de sondas unidas a moléculas tales
como labiotina o digoxigenina marcadas con una sustanciafluorescente que permite su
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visualizacién al microscopio con luz ultravioleta. Estos métodos se pueden combinar con
técnicasinmunocitogquimi cas basadas en reacciones antigeno - anti cuerpo paraaumentar
laintensidad de | as sefiales fluorescentes.

LaBiotinall- dUTPy ladigoxigeninall - dUTP son dos g emplos de bases andlogas
gue pueden ser incorporadas a ADN en lugar de dTTPR.

Labiotina (vitaminaH) tienelaventaja de poseer unagran afinidad por las proteinas
avidinay estreptoavidina, dando lugar aunionescasi irreversibles.

Ladigoxigeninaesun derivado deladigitoxinaprocedente delaDigitalis purplreay
D. lanata que resulta altamente eficiente en reacciones antigeno anticuerpo en células.

Existe una amplia variedad de sondas disponibles comercialmente. Otra alternativa
paralaobtencién de sondas se basaen laamplificacion del ADN en vectoresy sumarca
posterior por medio de latécnicaconocidacomo "nick tranglation”.

Mediante la FISH pueden detectarse diferentes tipos de secuencias en € genoma
humano, de acuerdo con las sondas utilizadas. Algunas de ellas se citan a continuacion.

. Sondas de secuencias Unicas 0 copia simple: se utilizan para la deteccion de se-
cuencias especificas en regiones subteloméricasy otrossitios Utiles paralaidenti-
ficacion de ateraciones submicroscdpicas, como por gjemplo, 15911-g13.

. Sondas centroméricas: se basaen la utilizacién de sondas a satélites que permiten
la deteccion de secuencias altamente repetitivas localizadas en regiones pericen-
troméricas. Una desventaja de estas sondas es |a hibridaci én cruzada entre regio-
nes homdlogas de diferentes cromosomas, por ejemplo entre 10s cromosomas
13/21y 14/22.

. Sondas de secuencias para regiones especificas: se basa en la deteccion de se-
cuencias altamente repetitivas localizadas en determinadas regiones de los
cromosomas, como por ejemplo, laregion Yql2.

. Sondas para el pintado de cromosomas completos (WCP): detectan secuencias de
eucromatina en determinados brazos 0 cromosomas compl etos.

METODOSDE HIBRIDACION in situ

Lametodologiageneral utilizadaparalaFISH sobre ADN descritapor Pinkel y cols.,
en 1986, se basaen los principios siguientes.

. Preparacion de l&minas 'y extensiones.
. Pretratamiento del material extendido.

76



. Desnaturalizacién del ADN.
. Hibridacion.

. Lavados post hibridacién.

. Marca de la sonda.

. Observacion a microscopio.

A continuacion se describen los aspectos basicos esenciales de los protocolos de
laboratorio, en relacion con lahibridacion in situ ADN - ADN. Paraello se requiere de
preparaciones de células, cromosomas, 0 ambos, de 6ptima calidad.

Preparacion de laminas y extensiones: se recomienda la limpieza de laminas
portaobjetos con alcohol éter (1:1) y realizar fijacién de las extensiones.

Pretratamiento del material extendido: Se utilizala ARNasa paraiminar e ARN
enddgeno. El HCI permite laextraccion de proteinas e hidrélisis parcial del ADN - blan-
co. Lasproteasas provocan ladigestion delacubiertaproteinicadel ADN - blanco mejo-
rando la accesibilidad dela sonda.

Desnaturalizacién del ADN: en caso de gque se utilicen sondas de doble hélice es
necesario realizar la desnaturalizacion del ADN - sonday el ADN - blanco. La
desnaturalizacion se realiza mediante pH extremadamente alcalino o por calor.

Hibridacion: multiples factoresinfluyen sobre la hibridacion. Lavelocidad de hibri-
dacion aumenta proporciona mente con la concentracion del ADN. Ademés, la cantidad
de hibridos obtenidos seramayor cuanto méslargo seael tiempo de hibridacién. Por otra
parte, el dextran sulfato esimportante también porque al hidratarse facilita obtener una
mayor concentracion relativa de la sonda.

Lavados post hibridacion: loslavados astringentes permiten eliminar € llamado "ruido
defondo" (HIS no especifica) mediante lautilizacion de sol uciones salinas poco concen-
tradas a altas temperaturas.

Marca: se pueden redlizar diferentes tipos de marcas mediante sistemas que utilizan
principalmentelabiotinad digoxigenina. Las sondasde ADN marcadas con biotinapueden
detectarse por la via de la avidina la cua es una glicoproteina unida a la fluoresceina
isatiocianato (FITC) queeslasustanciafluorescente. Laavidinatiene4 sitiosde unidn con
labioting, lo cual resultaen un complejo muy estable. Para aumentar la sefia fluorescente
sepuederedlizar laamplificacién con un anticuerpo anti-avidina (obtenido de cabras) € que
posteriormente se pone en contacto nuevamente con avidina marcada con FITC.

Observacién al microscopio: la observacion al microscopio requiere de una fuente
deluz ultravioletay de un sistema de filtros adecuados de acuerdo con laslongitudes de
onda de las sefiales fluorescentes. Ademés, se utilizan programas automatizados, los
cuales permiten realizar el andlisis utilizando diferentes col ores simultdneamente (FISH
multicolor), asi como también mediante andisisdelaintensidad delas sefid esfluorescentes
(Figuras 7.1y 7.2).
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Figura7.1. FISH sobre células en interfase utilizando sonda centromérica para cromosomas X (Oncor).
Obsérvese el marcaje de 2 cromosomas X.

Figura7.2. FISH sobre células en interfase y cromosomas utilizando sonda centromérica para cromosomas
18 (Oncor) en un caso de trisomia 18.
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Otros procedimientos, tales como e cariotipo espectral (SKY), lamicrodiseccién y
pintado reverso de cromosomas, la hibridacion gendémica comparativa (CGH) se desa-
rrollan actualmente principalmente en el campo de lasinvestigaciones

L as técnicas de citogenética molecular se han aplicado a los estudios de cartografia
genéticay de expresion génica.

RESUMEN

Mas que sintetizar los aspectos tratados mencionar la utilidad de la tecnologia de
citogenéticamolecular en el diagndstico de las enfermedades genéticas:

- Andisis de célulasinterfasicas. Permite realizar marcas fluorescentes en células
interfasicas sin necesidad de realizar cultivos paralaobtencién de cromosomas|o
cual posibilita realizar diagnésticos prenatales rdpidos de las aneuploidias més
comunes.

- Diagnéstico de alteraciones submicroscépicas tales como los sindromes de
microdeleciones o por defectos de genes contiguos.

- Andlisis de marcadores cromosomicos de origen desconocido. Los estudios
molecularesresultan particularmente Utiles para precisar € origeny composicion
del material genético en estos casos.

- Reordenamientos complejos en casos de células tumorales y hemopatias malig-
nas. Cuando se presentan transl ocaci ones complgjas que involucran amas de dos
cromosomas pueden detectarse con precision los sitios de roturas e intercambios
del material genético.
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