técnicas de hibridacion in situ

Relevancia de la técnica FISH
para la detecciéon de alteraciones
cromosdémicas y genéticas

Las técnicas de hibridacion in situ (ISH) permiten detectar secuencias
especificas de acidos nucleicos (ADN o ARN) sobre preparaciones celulares
y cortes de tejido. Estas técnicas han ido en incremento en los ultimos anos
complementando a las técnicas de citogenética convencional. Se basan en la
utilizacion de una sonda, un pequeno fragmento de ADN complementario a la
region del genoma que se desea estudiar, que ha de ser detectable de manera
visual mediante el marcaje de esta. Existen diferentes tipos de técnicas ISH en
funcién del tipo de molécula empleada para el marcaje de la sonda.
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La presidenta del Grupo Cooperativo Espafol de Citogené-
tica Hematoldgica (GCECGH), Ana Batlle, quien pertenece a
la Sociedad Espafola de Hematologia y Hemoterapia, des-
taca que “las técnicas citogenéticas y moleculares para el
cancer de sangre son cada vez mas econémicas y accesi-
bles”. En este sentido, las principales y que mas se utilizan
hoy en dfa son la citogenética con bandas G, la hibridacion
fluorescente ‘in situ’ (FISH, por sus siglas en inglés) y los
‘microarrays’ genéomicos.

En este contexto, Sysmex Espafa, filial espafola de Sysmex
Corporation especializada en tecnologia sanitaria y puntera en
diagnostico y servicios de hematologia, comparte mas detalles
sobre algunas de estas técnicas, cada vez mas presentes en la
practica médica.

Segun el tipo de sondas, las técnicas ISH se pueden clasificar
entre técnicas con marcaje indirecto y técnicas con marcaje di-
recto. En las de marcaje indirecto, las sondas empleadas estan
marcadas con una molécula que por si sola no puede detectar-
se de manera visual, requiriéndose de una reaccion secundaria
para la deteccion de ésta. Existen dos tipos de técnicas con
estas caracteristicas: la hibridacién in situ cromogénica (CISH) y
la hibridacion in situ con plata (SISH).

En cuanto al marcaje directo, las sondas empleadas estan di-
rectamente marcadas con un fluorocromo. Tras la excitacion
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del fluorocromo a la longitud de onda adecuada, se emite una
sefal de fluorescencia permitiendo la deteccion directa de ésta
mediante la utilizacién de un microscopio de fluorescencia. La
técnica que emplea este tipo de marcaje es la hibridacion in
situ fluorescente (FISH).

A través de la capacidad que tienen los acidos nucleicos para
unirse entre si, esta técnica se convierte en una herramienta efi-
caz para la deteccion de alteraciones cromosdmicas y genéticas.

Para llevar a cabo la técnica FISH se ha de realizar, en primer
lugar, la desnaturalizacién del ADN y la sonda empleada a tem-
peraturas elevadas de manera que se produzca la separacion
de las dos cadenas de nucledtidos. A continuacion, se hibrida
el ADN de la muestra objeto de estudio y la sonda mediante
incubacion a una temperatura determinada vy, finalmente, se
visualiza la preparacion obtenida en campo oscuro con micros-
copio de fluorescencia.
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La utilizacion de sondas marcadas con diferentes fluorocro-
mos permite la hibridacion de mdultiples sondas sobre una
Unica muestra aportando valor afadido a la técnica de FISH
(multi-FISH).

El empleo de la técnica
FISH en los laboratorios
tanto de diagnostico como
de investigacion ha ido in-
troduciéndose de manera
rutinaria por tratarse de
una técnica mas sensible
y especifica que otras téc-
nicas de citogenética con-
vencionales.

Diagnéstico de sindromes por microdelecién:

La técnica FISH ha permitido identificar entidades clinicas cau-
sadas por deleciones cromosdémicas muy pequefias, conocidas
como microdeleciones.

En este sentido, permite identificar alteraciones numéricas de cro-
mosomas mediante el empleo de sondas centroméricas, llegan-
dose a poder estudiar diferentes cromosomas en un nico ensayo
con el disefio de sondas marcadas con diferentes fluoréforos.

Por todo esto, el FISH se trata de una técnica con gran apli-
cabilidad para deteccion de anomalias genéticas que pueden
desencadenar potenciales problemas médicos, asi como posi-
bles riesgos en la descendencia u otros miembros de la familia.

Oncologia:

Otro campo en el que destaca la aplicacion de FISH es la on-
cologia. Con la continua aparicion de distintos biomarcadores
durante los Ultimos afos para el diagnéstico, prondstico y se-
guimiento de diferentes neoplasias, la FISH se ha convertido
en una de las técnicas de uso rutinario en los laboratorios de
diagnostico de muestras tumorales:

e FISH en leucemia mieloide
La FISH permite la deteccion rapida de genes de fusion como son

la fusion de los genes PML/RARA en la leucemia mieloide aguda o
la fusion de los genes BCR/ABL1 en la leucemia mieloide crénica.

Sysmex Espana

Sysmex Espafa S.L. es una filial de Sysmex Europe
SE, compaiiia de tecnologia sanitaria especializada
en diagnéstico in vitro. Fundada en 2010, la filial es-
pafiola es un referente dentro del grupo en el 4m-
bito de Life Science, linea de negocio central en el
momento de su fundacién. Actualmente Sysmex Es-
pafia cuenta con mas de 140 empleados y ha expan-
dido su actividad hacia nuevos campos del diagnés-
tico, entre los que destaca el drea de hematologia.

A escala mundial, Sysmex opera en mas de 190
paises y regiones y ayuda a los profesionales de la
salud de todo el mundo, proporcionando una am-
plia gama de productos y soluciones de diagnoéstico
médico. Hoy se encuentra entre las principales em-
presas de diagnéstico médico a escala mundial y es
lider en diagnéstico y servicios de hematologia.

técnicas de LABORATORIO 3 6 N° 488 ENERO-FEBRERO 2024



técnicas de hibridacion in situ

e Diagnostico en cancer de pulmén

Otra alteracion de importancia diagnéstica dentro de los re-
ordenamientos génicos es la traslocacion del gen ALK, estu-
diada con el empleo de la técnica de FISH, entre otras, en el
cancer de pulmén. Se ha demostrado una mejor respuesta a
tratamiento con Crizotinib en pacientes con traslocaciones
positivas de ALK, convirtiéndose en la primera opcién de tra-
tamiento en estos pacientes.

FISH en cancer de mama

La FISH permite analizar el nUmero de copias de un deter-
minado gen, como es el caso de las amplificaciones del gen
HER2 importante para el tratamiento de pacientes con can-
cer de mama. Conocer el estado del gen HER2 en pacientes
con este tipo de cancer es crucial para la recomendacién de
tratamiento con Trastuzumab, siendo reconocida como Gold
Standard la técnica de FISH.

Diagndstico de melanoma

La utilizacion de la FISH para el diagnoéstico diferencial del
melanoma se ha introducido en los laboratorios en los ul-
timos afnos y se ha establecido como método diagnostico
diferencial melanoma frente a nevus (lesién melanocitica be-
nigna).

Con todo esto, la técnica FISH se convierte en una he-
rramienta imprescindible a la hora brindar informacion
clave en el estudio de alteraciones genéticas adquiridas y
constitucionales. Los resultados que se obtienen mediante
esta técnica no solo tienen importancia clinica en el diag-
noéstico, sino que, ademas, ofrecen también informacion
pronostica.

El grupo Sysmex, a través de su empresa pionera en tecnologia
de hibridacién Oxford Gene Technology (OGT), ofrece solucio-
nes de genética molecular a instituciones clinicas y de investi-
gacion. Mediante sus lineas de producto, Cytocell®, CytoSure®
y SureSeq™ proporciona analisis genéticos de alta calidad y
alto rendimiento que permiten la identificacion precisa de ano-
malias genéticas.

En Sysmex creen que es clave impulsar el futuro de la medi-
cina basada en la genética, ayudando asi a investigadores y
responsables de la toma de decisiones clinicas a contar con
mas y mejores recursos para el desarrollo de su trabajo, con
el consiguiente impacto positivo que esto tiene sobre los pa-
cientes.




