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RESUMEN

Se realiz6 el cultivo de las bacterias E.coli BCR/ BA 72 M14/ 22911.2.11.9 y E.coli
ABL/ dJ1132H12/ 19q 34.11 en caldo LB combinado con Cloranfenicol y Kanamicina,

obteniéndose concentraciones de 3x10° y 6 x10° bacterias/ml. respectivamente.

Se extrajeron los plasmidos portadores de las sondas de BCR/ABL por Miniprep. Se
comprobd el peso y pureza del ADN extraido por electroforesis y espectrofotometria,
obteniéndose una concentracion promedio de 2.2 pg/ul. de ADN y un radio de pureza
de 2.

Se desarrollo la Nick translation para permitir que la sonda se una al marcador
fluorescente, obteniéndose fragmentos marcados de ~800 bp. para la sonda de BCR y de
~100 bp. para la sonda de ABL.

Se extendieron placas con las muestras de médula previamente purificadas y se las
sometié a un tratamiento de variacion de temperaturas, pH y deshidrataciones para
preparar a las células para la hibridacion. Dicha hibridacion se efectud colocando la

sondas marcadas. Se efectu6 una contratincién con DAPI.

La observacion al microscopio mostrd resultados exitosos para las sefiales de las
sondas fluorescentes. Los resultados de las muestras analizadas fueron cotejados con los
datos obtenidos en Citogenética molecular y PCR, encontrandose a las tres pruebas
asociadas y concordantes. En relacion a la PCR, la FISH se mostro un 17% mas sensible

y un 98% tan especifica que la Citogenética convencional.
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ABSTRACT

E.coli BCR/ BA 72 M14/ 22911.2.11.9 and E.coli ABL/ dJ1132H12/ 19q 34.11
were cultived in LB liquid media with Chloramphenicol and Kanamicyn for each stock.

The concentrations obtained were 3x108 and 6 x108 cell/ml.

Plasmids harboring BCR/ABL probes were isolated by Miniprep. DNA weight and
purity were tested by electrophoresis and Spectroscopy. The average of concentration

got was 2.2 ug/ul. and the purity radio were 2.

Nick translation were developed to bind the probe to de fluorophore. The labeled
fragments obtained by this procedure were ~800 bp (BCR probe) and ~100 bp (ABL
probe) long.

Chromosome spreads were prepared from previously purified bone marrow. The
slides were treated with different temperatures, pH and dehydrations to prepare the

cells for the hybridization. The hybridization was contrasted with DAPI.

The observation with fluorescense microscopy showed succesfull results for the
probe signals. The results were campared with Cytogenetics and PCR data. The three
analyses are associated and concordant. According to PCR, FISH is 17% more sensitive

and 98% much specific than Cytogenetics.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA

La translocacién BCR/ABL t(9;22)(q34;g11), causante de varios tipos de leucemias
(Jameson et al., 1998), es analizada de forma complementaria por Citogenética
convencional y PCR. Sin embargo, en casos complejos, el andlisis de los resultados
puede ser mucho méas complejo de lo que se podria esperar. En dichos casos, una tercera
prueba con la sensibilidad y especificidad de la Hibridacion por Fluorescencia in situ
(Pfeifer, 2006) podria integrar los analisis de forma dirimente.

1.2. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

En el Ecuador se presentan 3 casos nuevos de leucemias por cada 100000 habitantes
(Paz-y-Mifio et al., 2001).

El objeto de este proyecto, la translocacion t(9;22)(q34;911), conocida también
como cromosoma Filadelfia (Ph), se presenta en cerca del 95% de todos los casos de
Leucemia Mieloide Cronica, 25% de los casos de Leucemia Linfocitica Aguda en
adultos, entre el 3 y 5% de Leucemias Linfociticas Agudas pediatricas, y menos del 1%

de los casos de Leucemia Mielocitica Aguda. (Jameson et al., 1998)

Las formas clinicas de las leucemias influyen en el tratamiento y los rangos de
respuesta y sobrevida difieren entre los subtipos de esta enfermedad. Por lo tanto, es
importante contar con métodos de diagndstico cuyos resultados faciliten el
escogimiento de los tratamientos mas adecuados para las diferentes formas en las que se
presenta esta enfermedad, en especial en casos de diagnéstico complejo. La FISH
cumple con dichos requerimientos y complementaria al diagndstico por Citogenética

convencional y PCR.

La técnica de FISH, ademas, abriria paso para nuevas lineas de investigacion en
andlisis cromosomico ya que, si bien se comienza con leucemias, una vez desarrollada
la técnica se la puede implementar en otras investigaciones relacionados a alteraciones

de los cromosomas.
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1.3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1. Objetivo General

Aplicar la técnica de Hibridacién por Fluorescencia in situ (FISH) para el

diagndstico de leucemias.

1.3.2. Objetivos Especificos

1.3.2.1. Cultivar las cepas de E. coli modificadas que contienen las sondas a utilizarse

en la técnica.

1.3.2.2. Aislar las sondas de las cepas de E. coli mediante extraccion por Miniprep.

1.3.2.3. Marcar las sondas con nucledtidos de fluorescencia por medio de Nick

translation.

1.3.2.4. Comprobar la eficiencia de las sondas obtenidas mediante la técnica de FISH

en casos reales por observacion al microscopio.

1.4. MARCO TEORICO

1.4.1. El Cromosoma Filadelfia y la Translocacién BCR/ABL

El nucleo de las células normales de humanos contiene 46 cromosomas (23
pares). Un cromosoma de cada par es de origen paterno y el otro de origen materno.
Veintidds de los veintitrés pares de cromosomas son iguales en hombres y mujeres y se
conocen como autosomas. El par veintitrés de cromosomas lo conforman los
cromosomas sexuales y consisten en dos cromosmas X en el caso de las mujeres y de un
cromosma X y otro Y en el caso de los hombres (Wolstenholme, 1992). El cromosoma
Filadelfia (Ph) es el resultado del cromosoma 22 acortado (Figura 1.4.1.a), debido a la
translocacion reciproca t(9;22)(q34;q11) (Faderl et al., 1999 ).
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Figura 1.4.1.a Cariotipo 46,XX Ph +. Uno de los cromosomas del par 22, notablemente mas pequefio
que su pareja (Cromosoma Filadelfia), mientras uno de los cromosomas del par 9 es més largo que su

pareja.

Fuente: http://www.lhsc.on.ca/lab/cytogen/cml.htm

Tanto en leucemia mieloide crénica como en leucemia linfocitica aguda, la t(9;22)
resulta en la translocacion del proto-oncogén ABL del brazo largo distal del cromosoma
9 al gen BCR al cromosoma 22, formando el gen de fusién BCR-ABL. (Jameson et al.,
1998).

El descubrimiento del cromosoma Filadelfia renovo el interés en el estudio de la
Citogenética de las leucemias y fue el primer paso para determinar por qué mecanismo
la t(9;22) se relaciona con el proceso de la leucemia (Heim et al., 1995). Eventualmente
se dilucidd que la translocacion de cromosoma Ph afiade un segmento 3’ del gen ABL
del cromosoma 9q34 a la parte 5° del gen BCR del cromosoma 22q11 (Figura 1.4.1.b),
generando un gen hibrido BCR-ABL que se transcribe a un ARNm quimérico BCR-ABL.
(Faderl et al., 1999; Nussbaum et al., 2001), el cual contribuye directamente al
desarrollo del fenotipo maligno de la LMC, al igual que otras translocaciones

caracteristicas en otros tipos especificos de cancer (Thomson et al., 1996).
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Figura 1.4.1.b t(9;22)(q34;q11) Segmento 9934 se transloca con el segmento 22g11 formando un

cromosoma der(9) y el cromosoma Filadelfia (Ph).

Fuente: http://www.cmlsupport.com/cmlchromosome.htm

1.4.2. Citogenética Convencional

La Citogenética estudia el material genético a nivel celular. Los cromosomas
pueden ser visualizados individualmente cuando se encuentran en el ciclo activo de
replicacion. Dichos cromosomas se obtienen de una poblacién de células que se esta
dividiendo naturalmente o cuya division ha sido inducida in vitro. La replicacién tarda
entre 24 y 48 horas, tiempo en el que la mayoria de los nicleos se encontraran en
interfase (Rooney, 1987; Wolstenholme, 1992).

Durante cada ciclo celular el ADN de los cromosomas se duplica y la célula se
divide en dos hijas idénticas a la original. La replicacion del ADN se efectia en la fase
S (S=Sintesis) que se lleva a cabo en la mitad de la interfase. Los periodos de interfase
antes y después de de la fase S se llaman G; y G, respectivamente (G=gap)

(Wolstenholme, 1992; McArteer et al.,, 1994). Los cromosomas no pueden ser
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diferenciados en interfase sino en el breve periodo de division celular, conocido como
mitosis o fase M, llevado a cabo durante los Gltimos 30 minutos del ciclo celular
(Therman et al., 1986; Wolstenholme, 1992).

De los cuatro pasos de la mitosis, la metafase presenta las caracteristicas mas
favorables para la visualizacion de los cromosomas. En este estado la membrana nuclear
se pierde y los cromosomas pueden ser apreciados de forma separada cada uno con sus
dos cromatides idénticas (Therman et al., 1986; Wolstenholme, 1992).

1.4.2.1. Preparacion de Placas de Matafases para Diagndéstico de Leucemias

Para la observacion de metafases en leucemias se parte de una muestra de
médula 0sea que debe ser incubada en un medio de cultivo que facilite la proliferacion
de linfocitos (Baserga, 1987; Gosden et Al., 1992; Rooney et al., 1992; Paz y Mifio et
al., 2000).

Pasadas 24 horas de cultivo, los linfocitos son sometidos a un fijador,
generalmente colchicina, por el que las células que se encuentren en metafase se
detendran en ese estado (Baserga, 1987). Para mejorar la visualizacion de los
cromosomas, la preparacion de linfocitos es tratada con una solucion hipotdnica para
que el gradiente de concentracion hinche la célula de modo que los cromosomas se
separen. Finalmente, se utiliza un Fijador Carnoy tanto para lavar a la muestra como
para extenderla en una placa (Gosden et Al., 1992; Rooney et al., 1992; Paz y Mifio et
al., 2000).

Para facilitar el analisis morfolégico de los cromosomas, las placas ya
extendidas generalmente son “bandeadas”, es decir, tefiidas de tal forma que presenten
un patron de bandas que facilite su diferenciacion. Uno de los bandeos méas populares
es el bandeo G o GTG, que utiliza tripsina (T) para tratar a los cromosomas que
posteriormente son tefiidos con Giemsa (G) (Benn et al., 1992; Paz y Mifio et al., 2000).
Entonces los cromosomas estan listos para ser observados y analizar la presencia o

ausencia del cromosoma Philadelphia (Sandberg, 1990; Faderl et al., 1999).
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Figura 1.4.2.1 Patr6n de bandas para un Cariotipo Humano seguin Bandeo G

Fuente: http://www.ucm.es/info/genetica/ AV G/practicas/cariotipo/carioP.htm

1.4.3. Hibridacién por Fluorescencia in situ

La hibridacion por fluorescencia in situ es una técnica de Citogenética Molecular
que complementa el analisis estructural de la Citogenética convencional con la

especificidad y sensibilidad de las técnicas de Biologia molecular.
Aunque la hibridacion in situ se ha usado desde hace tres décadas (Lay et al., 1993;

Pfeifer, 2006), su implementacion en el diagnostico molecular es reciente y su

desarrollo se ha extendido rapidamente desde la década de los 90 (Gonzéalez, 2003).
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La Hibridacion por Fluorescencia in situ utiliza una sonda de ADN marcado para
ser hibridada con el ADN cromosémico denaturado in situ. La denaturacion in situ se
logra a partir de una placa de cromosomas en metafases o interfases preparada a partir
de linfocitos de sangre periférica o de lineas celulares linfoblastoides del mismo modo
en el que son preparadas las placas para ser observadas al microscopio por Citogenética
convencional (Strachan et al., 1999).

En comparacion con otras técnicas moleculares, la hibridacion por fluorescencia in
situ es Unica en sus bases morfoldgicas pues utiliza la visualizacion de una sonda
especifica (Schwarzacher et al., 2000; Pfeifer, 2006). La FISH es usada por su alta
sensibilidad y resolucion espacial, asi como por las facilidades que brinda para
combinaciones en pruebas multicolor. En muchos laboratorios de citogenética clinica se
usa primordialmente para deteccion prenatal de alteraciones germinales, tales como
microdeleciones. También es (til para la deteccion de alteraciones somaticas asociadas
al cancer con diagnostico conocido, pronostico o implicaciones terapéuticas,
particularmente para leucemias, donde los especimenes citologicos celulares son
obtenidos de forma relativamente facil de médula Gsea o sangre periférica. En los
laboratorios de anatomia patologica, las aplicaciones de la FISH asociadas a la
oncologia para tumores solidos son las de mayor interés. Cuatro son las alteraciones que
actualmente se detectan de manera comun por FISH: aneusomias, deleciones,

amplificaciones y translocaciones (Pfeifer, 2006).
1.4.4. Sondas

La sonda es el fragmento de ADN (o ARN) que, una vez marcada con un
fluoroforo, se hibridara en la muestra a investigarse para determinar la presencia,
ausencia o forma de presentarse de la secuencia de interés. Esta secuencia puede
corresponder a un gen, a un fragmento de gen y aun largos fragmentos de ADN, hasta
un cromosoma entero, siempre y cuando la hibridacion no se dé en secuencias repetidas
(Miller et al., 2001).
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1.4.4.1. Sondas Centroméricas, Teloméricas y Subteloméricas

De acuerdo a la region a la cual las sondas son complementarias, se pueden

clasificar en sondas centroméricas, teloméricas y subteloméricas (Gonzalez, 2003).

Figural.4.4.1. Pintado en rojo la ubicacion de: Sonda Centromérica (a), SondasTeloméricas (b),

Sondas Subteloméricas ()

Fuente: Modificado de: http://cmcweb.Ir.k12.nj.us/webquest/sidelsky/chromosome.gif

Las sondas centroméricas Se unen a las secuencias o-satélite, ricas en
repeticiones en tdndem AT, de los centromeros de los cromosomas y sirven para
cuantificar alteraciones numéricas e identificar cromosomas marcadores. Las sondas
teloméricas y subteloméricas también son complementarias a secuencias repetidas en
tandem y sirven para detectar translocaciones cripticas y deleciones terminales (Miller
et al.; 2001; Gonzalez, 2003).

Las zonas teloméricas son ricas en informaciébn muy interesante en tantos
sentidos que las sondas teloméricas han sido usadas en investigaciones sumamente
diversas: Desde como el largo de los telomeros regula el estado epigénico de los
telomeros y subtelomeros en mamiferos (Benetti et al., 2007) hasta el origen del
Sindrome de Sotos, conocido desde los afios 60, en una haploinsuficiencia del gen
NSD1 en el 2002 (Kurotaki et al., 2002). También han permitido descubrir la
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intervencion de varias proteinas de la familia Rb en la regulacién del largo delos
telémeros (Garcia-Cao et al., 2002).

Las sondas teloméricas han sido usadas ademas en estudios de alargamiento
alternativo de telémeros relacionado a recombinacion homéloga en cancer (Dunham et
al., 2000). También, en combinacion con sondas centroméricas, las sondas telomericas
han sido usadas para determinar que el acortamiento de telomeros esté relacionado a
inestabilidad cromosémica en colitis ulcerativa que, eventualmente, puede desencadenar
cancer (O’Sullivan et al., 2002).

1.4.4.2. SONDAS DE PINTADO CROMOSOMICO

Las sondas de pintado cromosdmico, a diferencia de las citadas anteriormente,
son complementarias a secuencias no repetitivas de los fragmentos de todo un
cromosoma. En metafase, el resultado es una tincion muy uniforme de todo el
cromosoma que sirve para determinar alteraciones estructurales (Gonzélez, 2003). Este
tipo de sondas no solo son utiles para definir anomalias numericas en el cariotipo sino
que ademas han sido usadas en combinacién con sondas de fusion para analizar

mecanismos de imprinting (Cleary et al., 2001).

Figura 1.4.4.2. Sondas de pintado cromosémico. En verde: Cromosoma X. En rojo: Cromosoma Y.

Fuente: Curso de Hibridacion por Fluorescencia in situ. SOLCA Cuenca. Febrero del 2008.
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1.4.4.3. Sondas de Fusion

Para el analisis de translocaciones se suelen utilizar las sondas de fusion. Dichas
sondas contienen las regiones de interés de los cromosomas implicados en la
translocacion y cada una es marcada con un fluorocromo diferente. En una célula
normal se observan dos sefiales de cada uno de los colores, mientras que en una célula
con translocacion se observa una fusion de las sefiales (Gonzalez, 2003). Las sondas de
fusién han sido usadas para el anélisis de translocaciones estudiadas desde hace mucho
tiempo como la BCR/ABL (Vysis, 1998), permitiendo encontrar anormalidades
relacionadas a leucemias no descubiertas previamente en base a otras pruebas (Wan et
al., 2003), hallar frecuencias de variantes atipicas de BCR/ABL (Demerhi et al., 2005),
es til para hallar otro tipo de desdrdenes genéticos relacionados con leucemias (Vargas
et al., 2002; Hodgson et al., 2007) y, combinadas con otras técnicas, como array-CGH
(Array Comparative Genetic Hibridization), han permitido definir translocaciones y

fusiones no conocidas previamente en leucemias (Graux et al., 2004).

Este tipo de sondas han sido usadas también para el descubrimiento de nuevos
genes en investigaciones no necesariamente relacionadas al cancer como en las
realizadas para dilucidar relaciones entre retardo mental por translocaciones en el
cromosoma X (Zemni et al., 2000), asi como para investigaciones con traslocaciones
conocidas de las que se esta recopilando nueva informacién, como en el caso del nuevo
producto de fusion que interrumpe la via del Notch, generado por la t(11;19)(q21;p13),
translocacion analizada en este estudio a partir de sondas de fusion (Tonon et al.,
2003).

Figura 1.4.4.3. Representacion de sefiales de Sondas de Fusion: Normal (2). Afecto con translocacion (b).
Fuente: Gabriela Oleas, 2008.
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1.4.4.4. Sondas de Escision

Las sondas de escision funcionan de forma inversa a las sondas de fusion ya que
las sondas hibridan regiones muy proximas o incluso en distintas partes de un geny son
marcadas también con dos colores diferentes. Pero el resultado de la hibridacion de una
célula normal sera dos sefiales fusionadas. En el caso de translocacion se vera un par de

las sefiales separadas (Gonzalez, 2003).

1.4.4.4. Representacion de la distribucion de sefiales de Sondas de Fusion: Caso normal (a) y Caso afecto

con una translocacion (b)

Fuente: Gabriela Oleas, 2008.
1.4.4.5. Sondas de Secuencia Especifica

Finalmente, las sondas de secuencia especifica son las que permiten detectar
regiones determinadas en el genoma. Por esta razén su uso se ha destacado en el mapeo
del genoma humano (Miller et al.; 2001; Gonzélez, 2003) e investigaciones en genes
muy diversos como: Stabl (Cai et al., 2003), Nte (Winrow et al, 2003).

1.4.5. Almacenamiento de Sondas

Diferentes vectores de clonacion como plasmidos, cosmidos, bacteriofagos P1,
cromosomas artificiales derivados de P1, cromosomas bacterianos artificiales y
cromosomas artificiales de levaduras han sido empleados para almacenar sondas de

FISH. Actualmente, se dispone de BACs con su posicion confirmada en el genoma
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humano, de tal forma que hay al menos un clon para cada Mb de cada uno de los
cromosomas humanos (Gonzalez, 2003).

Con muy pocas excepciones, la mayoria de las cepas bacterianas usadas en el
trabajo relacionado a ADN recombinante se derivan de E. coli cepa K-12 (Ausubel et
al., 1997). Las sondas utilizadas en el presente trabajo no son la excepcién y se

encuentran almacenadas en plasmidos dentro de bacterias E. coli.

1.45.1. E.coli

E. coli es un modelo de bacterias, ampliamente usada en Biologia Molecular por
su versatilidad y las facilidades que presenta tanto en su reproduccion como
mantenimiento. Posee un cromosoma circular de cerca de 3 millones de pares de bases y
crece rapidamente mientras su medio contenga una fuente de carbono, como glucosa,
que también le sirva como fuente de energia y sales. Sin embargo, E. coli crece ain mas
rapidamente en un medio que le provea de aminoacidos, precursores de nucleotidos,
vitaminas y otros metabolitos que, caso contrario, la célula deberia sintetizar (Ausubel
et al., 1997).

Cuando E. coli es colocada o inoculada en medio liquido, entra en el periodo lag,
después del cual la bacteria comienza a dividirse. En un medio rico en nutrientes el
cultivo habra doblado su ndmero en 20 o 30 minutos. Esta fase de crecimiento
exponencial se llama fase log. Eventualmente, la densidad de la célula aumenta hasta el
punto en el que los nutrientes o el oxigeno se agotan en el medio, o en el cual las
concentraciones de los productos de desecho de las células han aumentado tanto que se
inhibe el rapido crecimiento (McAteer et al, 1996.; Ausubel et al., 1997; Prescott,
2004). En este punto, bajo las condiciones normales de laboratorio, cuando el cultivo
alcanza una densidad de 1-2X10° células/ml, las células dejan de dividirse rapidamente.
Esta es la fase de saturacion y cuando un cultivo ha alcanzado esta densidad se dice que

se ha saturado recientemente (Ausubel et al, 1997).

1.4.5.2. Plasmidos y Resistencia a Antibioticos

Los plasmidos son unidades autbnomas que estan dentro de la célula como un

ADN extracromosomal (Lewin, 2008).
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Plasmido

Figura 1.4.5.2.a. Representacion de un plasmido dentro de E. coli . En rojo: ADN plasmidico de forma
circular, doble cadena e independiente del ADN bacteriano.
Fuente: Gabriela Oleas, 2008.

En la década de 1970, las enzimas de restriccion dieron lugar a muchos
plasmidos elaborados a partir de fragmentos de ADN procedente de plasmidos
formados naturalmente uniéndolos con genes de otro organismo (genes heterélogos)
(Ausubel et al., 1997; Diaz, 2005).

La replicacion de ADN plasmidico se lleva a cabo por subconjuntos de enzimas
que duplican el ADN cromosomal. EI nimero de copias es variable, entre 700 y 1 copia
de molécula plasmidica por célula y esta controlado por una regién del plasmido que

incluye el origen de replicacion del ADN (Sambrook et al., 1989).

Los plasmidos bacterianos son usados frecuentemente en protocolos de
clonacion. Los plasmidos artificiales, y sus derivados, son los vectores usados mas
ampliamente como vectores de ADN recombinante. Todos los plasmidos usados como
vectores de clonaje contienen tres caracteristicas comunes: un replicador, un sitio de
clonaje (Ausubel et al., 1997 ) y un marcador selectivo que, generalmente, es un gen de

resistencia a determinado antibidtico (Diaz, 2005).
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Promotor

Renlicador

Sitio de Clonaje

Marcador de Plasmido

Figura 1.4.5.2.b. Partes del Plasmido.

Fuente: Gabriela Oleas, 2008.

1.4.5.3. Marcadores de Resistencia

Se pueden encontrar plasmidos en cepas naturales aisladas de E. coli,
desempefiando importantes funciones como resistencia a antibioticos y produccion o

restriccion de enzimas (Ausubel et al., 1997).

Aln bajo las mejores condiciones, los plasmidos se estabilizan s6lo en una
pequefia minoria de la poblacion bacteriana, por esta razon se utilizan plasmidos con
marcadores de seleccién (Sambrook et al., 1989), como la resistencia a antibidticos que
determinan la replicacién de colonias de la cepa con resistencia a determinado
antibiotico en medio con o sin antibidtico (Ausubel et al., 1997). De este modo se tiene
la certeza de estar trabajando con bacterias que poseen el plasmido. Los marcadores de
resistencia presentes en los plasmidos utilizados en este trabajo fueron genes de

resistencia a cloramfenicol y kanamicina.
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1.4.5.3.1. Coloramfenicol

El cloranfenicol actia como bacteriostatico, inhibe la sintesis de proteinas por
interaccion de la subunidad ribosomal 50S e inhibe la reaccién de la peptidil transferasa.
El modo de resistencia a este antibiético depende de la cloramfenicolacetil transferasa,
enzima que inactiva el cloramfenicol. Este antibi6tico se disuelve en metanol a una
concentracion stock de 10 mg/ml. de la que se llega a una solucién de trabajo de
20pg/ml (Ausubel et al., 1997).

El gen de resistencia al cloranfenicol (Cm" o cat) usado actualmente en vectores
plasmidicos fue aislado originalmente de una transduccion del bacteriéfago P1. El gen
cat codifica una proteina tetramérica citosélica que, en presencia de la acetilcoezima A,
cataliza la formacion de derivados acetoxi hidroxil del cloranfenicol, impidiendo su
enlace a los ribosomas. La expresion de la cloranfenicol acetiltransferasa es un
catabolito sensible y se incrementa de 5 a 10 veces cuando la bacteria crece en una
fuente de carbono —excepto glucosa- (Sambrook et al., 1989).

1.4.5.3.2. Kanamicina

La kanamicina es un desoxiestreptamina aminoglicosido que se enlaza a los
componentes ribosomales e inhibe la sintesis de proteinas (Sambrook et al., 1989) y
actla como bactericida. La resistencia a la kanamicina depende de la Aminoglicosido
fosfotransferasa, también conocida como neomicina fosfotransferasa, aminoglicosido
acetiltransferasa y aminoglicosido necleotidiltransferasa, que inactiva la kanamicina
(Ausubel et al., 1997).

La Aminoglicésido fosfotrasnferasa, con un peso molecular de 25,000, se
localiza en el espacio periplasmatico y se cree que la fosforilacion de la kanamicina
intervienen en su transporte hacia la célula (citado por Sambrook et al., 1989, p. 1.6). La
kanamicina se mantiene en soluciones stock a una concentracion de 10 mg/ml. y se

disuelve a 30 pg/ml. para soluciones de trabajo (Ausubel et al., 1997).
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1.4.6. Miniprep

La Miniprep es el proceso por el cual se extrae el ADN plasmidico de las
bacterias que lo contienen. Se han publicado varios protocolos para la extraccion y
purificacion de ADN plasmidico. Las bases tedricas de la extraccion de plasmidos son
las mismas que las de la extraccion de ADN gendmico y los reactivos utilizados en
dichos protocolos dependen tanto de la cantidad como de la calidad de ADN que se
desee obtener en relacién al uso que se le vaya a dar a este ADN después de su
extraccion (Surzycky, 2000).

La miniprep es un protocolo utilizado para aislar plasmidos en pequefias
cantidades. En general, son modificaciones de los métodos de lisis alcalina de Birnboim
y Boly de 1979 (Sambrook et al., 1989; Surzycky, 2000) e Ish-Horowicz y Burke de
1981 (Sambrook et al., 1989) y, debido a que son procedimientos rapidos, permiten
obtener el ADN de un gran nimero de clones para analizarlo rapidamente (Ausubel et
al. 1997; Surzycky, 2000).

1.4.7. Marcaje

Para la hibridacién in situ se utilizan nucledtidos que deben se modificados o
“marcados” para que su localizacion pueda ser detectada después de la hibridacion con
el blanco de ADN. Para que este proceso sea exitoso, el marcador usado debe tener una
estructura que no sea comun a la del blanco de ADN que se pretende hibridar
eventualmente. Ademas, el marcador debe ser sensible para detectar solo los grupos que
deben ser marcados (Schwarzacher et al., 2000). En los afios 60, los blancos eran
marcados con atomos radioactivos y su sefial era detectada en emulsiones fotograficas
en autoradiografias. En este caso la sefial tomaba varias semanas en desarrollarse y
aungue es un método muy sensible, la resolucion espacial es pobre (Sandberg, 1999;
Schwarzacher et al., 2000).

Ahora se utilizan marcadores no radiactivos. Estos marcadores unen a un
fluoroforo, un hapteno u otro grupo quimico (cuya presencia pueda ser detectada) a la
mitad de un nucledtido y se incorporan usando técnicas de marcaje molecular estandar
cuya deteccion se basa en una reaccion de fluorescencia. Los sistemas de deteccion por

fluorescencia son los preferidos para la hibridacion in situ de ADN porque los lugares
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para la hibridacion estan definidos, caracterizados y son faciles de distinguir del “ruido”
o sefial de fondo. (Ward et al., 1994; Schwarzacher et al., 2000).

Para el marcaje no radioactivo, muchos investigadores usan uridina y dejan los
nucledtidos restantes sin marcar. EI uso de U se asume en los protocolos de marcaje,
pero sondas con un alto contenido de GC requieren marcaje con G o C para dar
suficiente sefial en la deteccion. Aunque los resultados definitivos de la relacion entre la
incorporacion de los marcadores y su deteccion sea limitada, no es el objetivo del
marcaje el llegar a un 100% del remplazo de nucledtidos por los nucle6tidos marcados.
De hecho, los cambios estéricos en la sonda afectan tanto a los marcadores como a la
hibridacién, aumentando incorporaciones no deseadas. Por esta razdn se usan cadenas
de 4 a 20 grupos CH, para ligar el grupo marcado, y el nucleétido (U) para limitar estos
efectos (Schwarzacher et al., 2000).

Existen dos tipos de marcaje: EI marcaje indirecto y el directo.

1.4.7.1. Marcaje Indirecto

El marcaje indirecto se basa en la afinidad de la biotina -con la que se marca la
sonda- con la avidina, para detectar los sitios de hibridacion. Existen varios marcadores
y anticuerpos anti-haptenos u otros metodos de deteccidn para este tipo de marcaje.
Junto con la biotina, la dioxigenina y la fluoresceina son ampliamente usadas en el
marcaje indirecto para marcadores no radioactivos (Ward, 1994; Schwarzacher et al.,
2000, Miller et al.,2001 ).

1.4.7.2. Marcaje Directo

Los fluoroforos marcados directamente permiten agilizar el trabajo ya que no es
necesaria su deteccion en pasos posteriores a los lavados después de la hibridacion,
como sucede con el marcaje indirecto. EI marcaje directo muestra menos sefiales
inespecificas de las que se encuentran en el marcaje indirecto. La cantidad de sefiales
obtenidas por este método son apenas el 10 o 15 por ciento de lo obtenido por el método
indirecto. Sin embargo, esta deficiencia es solventada por dispositivos sensibles de
fotografia digital. Los fluoroforos de marcaje directo estan disponibles comercialmente
(Ward, 1994; Schwarzacher et al., 2000).
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1.4.7.3. Fluoroforos

Los fluoroforos son grupos quimicos que fluorescen por una emisién de luz con una
longitud de onda mas larga después de la excitacién con una luz de longitud de onda
mas pequefia. Gracias a las investigaciones en cuanto a la estructura quimica de los
fluoroforos se ha llegado a entenderlos mejor, permitiéndonos tener a muchos
fluoroforos disponibles en varios espectros de luz visible e invisible (Schwarzacher et
al., 2000).

Los fluoroforos usados en este trabajos son: tetrametilrodamida-5-2’-desoxi-
uridina-5’-trifosfato y Fluoresceina-12-2’-desoxi-uridina-5’-trifosfato.

1.4.7.3.1. Tetrametilrodamida-5-2’-Desoxi-Uridina-5’-Trifosfato

La tetrametilrodamida-5-2’-desoxi-uridina-5’-trifosfato es un fluoroforo marcado
directamente cuya sefial fluorescente se manifiesta con el color rojo. Tiene un peso
molecular de 990.5, una excitacion maxima a 551 nm y una emisidn maxima de 575

nm. Su férmula molecular es C37H37NgO17P3SLi4 (Roche a, 2007).

Figura 1.4.7.3.1. Férmula estructural de la tetrametilrodamida-5-2’-desoxi-uridina-5’-trifosfato
Fuente: Roche a, 2007.

1.4.7.3.2. Fluoresceina-12-2’-Desoxi-Uridina-5’-Trifosfato

La fluoresceina es usada tanto para marcaje directo como para marcaje indirecto
(Schwarzacher et al., 2000) y su sefial se presenta de color verde. La Fluoresceina-12-

2’-desoxi-uridina-5’-trifosfato en un fluoroforo marcado directamente. Su peso
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molecular es de 1018.4, su excitacion maxima se da a 495 nm y su emision maxima es
de 521 nm.

Figura 1.4.7.3.2. Frmula estructural de la fluoresceina-12-2’-desoxi-uridina-5’-trifosfato.

Fuente: Roche b, 2007
1.4.7.4. Nick Translation

Nick translation es uno de los métodos por los cuales se hace posible la
incorporacion de nucleotidos marcados con el fluoroforo a la sonda, es conveniente y
generalmente efectivo tanto en ADN gendmico total y en grandes insertos clonados
(Ward et al., 1994; Schwarzacher et al., 2000).

La reaccion de nick translation emplea dos enzimas: la desoxiribonucleasa
(ADNasa) | y E._coli ADN polimerasa I. La ADNasa I hidroliza “nicks” o muescas
aleatoriamente en cada una de las cadenas de la doble cadena de la molécula ADN, a
bajas concentraciones de dicha enzima y en presencia de MgCl, (Schwarzacher et al.,
2000; Roche, 2005). Si la hidrolizacion hace muescas muy pequefias puede determinar
una incorporacion ineficiente del marcador en las sondas que son mas grandes, y si las
muescas resultan muy grandes las sondas quedaran muy pequefias para dichas muescas
(Schwarzacher et al., 2000).

La ADN polimerasa | sintetiza ADN complementariamente a la cadena intacta
del templado (sonda) en sentido 5° - 3” usando el terminal 3°-OH de la muesca como
primer. Simultaneamente, actia como exonucleasa en sentido 5° — 3’ removiendo
nucleotidos en la direccidon de sintesis. La actividad de la polimerasa reemplaza los
nucléotidos removidos por los nucledtidos marcados con el fluoroforo conjugados al

desoxiribonucleosido trifosfato. A una temperatura de 15°C, el ADN no marcado en la
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reaccion es entonces reemplazado por el ADN marcado nuevamente sintetizado (Roche,
2005).

a 5 3
ADNasa
3 5'
b. 5: 3:
[—
ADN polimerasal - —
1 5!
C.
I

Sonda marcada

Figura 1.4.7.4. Nick Translation. Muescas o “nicks” elaboradas por la ADNasa (a.). En rojo: ADN

sintetizado a partir del ADN marcado (b). Resultado: Sonda marcada (c.)

Fuente: Gabriela Oleas, 2007.

Mezclas optimizadas de enzimas de ADN polimerasa | y ADNasa | estan
disponibles comercialmente y producen una alta incorporacion del marcador en el ADN
en 60-90 minutos, produciendo fragmentos de entre 100 y 500 pb (Schwarzacher et al.,
2000; Roche, 2005, Invitrogen, 2006 a).

El tamafio de los fragmentos obtenidos en la nick translation influye
drasticamente en los resultados de la hibridacion debido a que si los fragmentos son
muy grandes generalmente determinan un fondo lleno de sefiales que no han hibridizado
y que se quedan adheridos a la placa, generalmente porque un tamafio muy grande
reduce el grado de accesibilidad de la sonda a acido nucleico blanco. Por otra parte, si
los fragmentos son muy pequefios la hibridacién tendrd poca especificidad y
sensibilidad (Roche, 2005).
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1.4.8. Hibridacién in situ

La hibridacion se basa en dos principios: (1) La capacidad de las moléculas para
formar puentes de hidrégeno con sus secuencias complementarias de ADN o ARN
dando lugar a un hibridacion especifica y (2) La formacion de ADN duplex es reversible
(Lay et al., 1993).

La hibridacion in situ consiste en colocar la sonda (en este caso marcada con
fluoroforos) en placas extendidas del mismo modo en el que si lo fueran para ser
analizadas por Citogenética convencional pero sometidas a un pretratamiento. La
mayoria de protocolos de hibridacion implican 16 horas de incubacién para que las
sondas encuentren sus secuencias homdlogas. La estabilidad del ADN duplex depende
de factores como la temperatura, la concentracion de iones, la composicion de las bases,
el tamafio del duplex, la presencia de agentes desestabilizadores y la presencia de pares
de bases inespecificos (Lay et al., 1993; Schwarzacher et al., 2000).

1.1.8.1. Pretratamiento de las Placas

Las placas son elaboradas del mismo modo en el que lo serian para ser
analizadas por los procedimientos estandar de citogenética y luego se las somete a un
pretratamiento de denaturacion (Upadhyaya et al., 2004). El pretratamiento al que son
sometidas las placas destinadas a la hibridacion se realiza con 3 propositos: (1)
Remover ARN y proteinas que se liguen a la sonda y que incrementen el efecto de
fondo indeseado. (2) Permeabilizar el ADN blanco para permitir el acceso de las
sondas. (3) Fijar los cromosomas para que los acidos nucleicos no se pierdan durante el

proceso (Schwarzacher et al., 2000).

La exactitud y la limpieza con que se trabaje durante este seran determinantes en
la reproducibilidad de los resultados, reduccion de la acumulacién de suciedad causante
de fondos no deseados y reduccion de la pérdida o dafio del material. Las soluciones
usadas en este proceso deben cubrir totalmente a las placas y deben ser manejadas

cuidadosamente para evitar turbulencias (Ward et al., 1994; Schwarzacher et al., 2000).
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1.4.8.2. Lavados Post-Hibridacion

Los lavados post-hibridacion remueven las mezclas usadas para la hibridacion y
los restos de sonda no hibridada. Existen diferentes protocolos de lavado. Unos
involucran soluciones hasta un 5% menos concentradas que las usadas en la hibridacion,
otros recomiendan el uso de soluciones mas severas que las empleadas en la hibridacion
para asi eliminar el efecto de fondo no deseado. La temperatura en este proceso debe ser
controlada con exactitud ya que el incremento de pocos grados de temperatura en pocos
segundos puede determinar la remocion de la sonda (Schwarzacher et al., 2000).

1.4.8.3. Contratefiido

Después de los lavados post-hibridacion, el ADN total es tefiido de forma
independiente de los marcadores. Este proceso se llama contratefiido y sirve para
mostrar la morfologia de los cromosomas y proveer contraste con el color usado para
tefiir las sondas de la hibridacion. Para este paso, el DAPI (4°,6-diamino-2-fenilindol),
que fluoresce bajo la excitacion de luz uv, es el mas usado debido a que tifie de manera
excelente a los cromosomas y mantiene a menudo sus patrones de bandeo.. EI DAPI
presenta una excitacion y emision insignificantes a otras longitudes de onda por lo que
no interfiere con la excitacion y deteccion de las sefiales de hibridacion de la

fluorescencia roja y verde (Schwarzacher et al., 2000).
1.4.9. Aplicaciones de FISH

La técnica de FISH ha sido utilizada en estudios para determinar todo tipo de
alteraciones cromosomicas, en especial las que por ser muy pequefias presentarian

dificultad para ser detectadas por medio de bandeo G.

Su especificidad la transforma en una buena herramienta para detectar
deleciones y microdeleciones causantes de muchos sindromes dificiles de determinar
hace varios afios a través de citogenética convencional (Miller, 1974; Feingold et al.,
1974; Baraitser et al., 1983 ; Thomsom et al., 1996 ; Potocki et al., 2000).
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Cuadro 1.4.9. Deleciones y microdeleciones detectables por FISH

Delecion oMicrodelecion Sindrome
4pl6 Wolf-Hirschhorn
5p14/5p15 Cri du chat
7011-23 Williams
8¢ Retinoblastoma Langer-Giedion
13q14 Prader Willi
15911-913 Angelman
16p13 Rubinstein-Taybi
17p Smith-Magenis
17p13.3 Miller-Decker
20p Alagille
220911 Di George/Shprintzen
11p13 WAGR

Por otra parte, la FISH ha sido instrumento de diversas investigaciones como:
desordenes ocasionados por duplicaciones (Sharp et al., 2006), duplicaciones
relacionadas a Alzheimer (Rovelet-Lecrux et al., 2006) y andlisis in situ de cancer de
mama (Chin et al., 2006). Ademéas, ha permitido estudiar los mecanismos de
inactivacion del cromosoma X (Boggs et al., 2002; Peters et al., 2002), detectar
mutaciones relacionadas al cromosoma Y (Repping et al., 2006), dilucidar el origen de
sindromes raros como el polimorfismo relacionado al Sindrome de Williams Beuren
(Osborne et al., 2001), investigar mutaciones que determinan sindromes raros como son
las del gen LHX3, causantes de deficiencias hormonales en la pituitaria (Netchine et al.,
2000) y reconocer otro tipo de mutaciones como las del gen SUFU, responsables en

predisposicion a meduloblastoma (Taylor et al., 2002).

Mediante la FISH se han detectado variaciones a gran escala en el genoma
humano (lafrate et al., 2004). Miles de loci han sido mapeados de forma rapida,
confiable y precisa con FISH (Strachan et al., 1999; Miller et al., 2001), como los
exones del OPAL —causante de una neuropatia Optica- con su ubicacién y orientacion

correspondientes con COD-FISH (o CO- FISH) por Chromosome Orientation and
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Direction FISH (FISH para orientacion y direccion de cromosomas) (Delettre et al.,
2000), técnica por la que pueden ser detectadas hasta inversiones pericéntricas (Miller et
al., 2001).

1.6. HIPOTESIS

Hipotesis Nula: La Técnica de Hibridacion por Fluorescencia in situ no presenta
diferencias estadisticamente significativas en relacion a Citogenética convencional y la
PCR en el diagnostico de la translocacion BCR/ABL.

Hipltesis Alternativa: La Técnica de Hibridacion por Fluorescencia in situ

presenta diferencias estadisticamente significativas en relacion a Citogenética
convencional y la PCR en el diagnostico de la translocacion BCR/ABL.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. PARTICIPANTES

El proyecto fue llevado a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Genética
Molecular y Citogenética Humana de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador,
dirigido por el Dr. César Paz y Mifio. El area de Citogenética esta a cargo de la Lcda.
Maria Eugenia Sanchez y el area de Genética Molecular esta bajo la responsabilidad de

la Lcda. Melissa Arévalo.
2.2. ZONA DE ESTUDIO

La Hibridacion por Fluorescencia in situ es una técnica que, por pertenecer al
campo de la Citogenética Molecular, requiere de los equipos como de los espacios para
desarrollar tanto Citogenética como Biologia Molecular. EI Laboratorio de Genética
Molecular y Citogenética Humana de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador se
ajusta a estos requerimientos y esta ubicado en la planta baja del Edificio de Quimica de
dicha universidad, en las calles 12 de Octubre y Roca en el centro norte de la ciudad de
Quito.

2.3. PERIODO DE TIEMPO DE INVESTIGACION
La investigacion fue llevada a cabo entre junio del 2007 y mayo del 2008.
2.4. DISENO

A través de FISH se analizan un total de 20 placas. El resultado final en cada

caso es asignado con el valor de 0 si resultara negativo y 1 si resultara positivo.

Una vez obtenidos los resultados se los compara con los resultados previamente
obtenidos para las mismas muestras segun las técnicas de Citogenética convencional y
PCR (Anexo A). Se elaboraran las tablas de contingencia (Anexo B) enfrentando los
datos de PCR VS. Citogenética, a FISH vs. Citogenética y a FISH vs. PCR para
desarrollar las siguientes pruebas: Test exacto de Fisher, Medida de Acuerdo de Kappa,
Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon, Prueba de los signos y Prueba de
McNemar. (Siegel, 1956).
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Entre los resultados de las tres técnicas se realizan las pruebas de Friedman,
Cochran, Kendall y un andlisis Factorial de correspondencia maltiple. Finalmente se
mide la sensibilidad y especificidad de la FISH en relacion a las otras dos técnicas
segun el Teorema de Bayes (Creative Commons®, 2008).

2.5. PROCEDIMIENTOS

2.5.1. Cultivo de Bacterias

El proceso de FISH descrito a continuacion se realiza con sondas presentes en
forma de plasmidos dentro de bacterias E. coli. Para confirmar la viabilidad y pureza de
las cepas a utilizarse (Prescott, et al., 2004), se realizan cultivos de las bacterias E.coli
BCR/ BA 72 M14/ 22911.2.M.9 (que contiene en sus plasmidos la sonda
complementaria al gen BCR) y E.coli ABL/ dJ1132H12/ (9q 34.1) M.R (que contiene
en sus plasmidos la sonda complementaria al gen ABL) en cajas petri con 15 ml. de
agar LB y se incuban a 37°C (Ausubel, et al.,1995). Una vez obtenido el cultivo de cada
una de las cepas en agar solido y confirmada la homogeneidad en la forma de las
colonias separadas, las bacterias se inoculan en tubos con 5 ml. de caldo LB combinado
con 1pl/ml. de Cloranfenicol a una concentracion de 20 ug/ml. (Ausubel, et al.,1995)
para E.coli BCR/ BA 72 M14/ 22g11.2.11.9 y 1 ul/ml. de Kanamicina a 20 ug/ml.
(Ausubel, et al.,1995) para E.coli ABL/ dJ1132H12/ 19q 34.11. Los tubos se dejan en
incubacion hasta el siguiente dia (alrededor de 18 horas) en bafio maria con agitacion
(Ausubel, et al.,1995). Bajo las mismas condiciones de cultivo de las cepas modificadas
se realizan cultivos de una cepa de E. coli ATCC como control, en 5 ml. de caldo LB
sin antibidtico alguno, con Cloranfenicol y Kanamicina en las mismas cantidades y

concentraciones que las usadas con las cepas modificadas.

Al dia siguiente se monitorea el crecimiento de las bacterias midiendo la

turbidez de los cultivos con un medidor de turbidez.

2.5.2. Extraccion de Plasmidos BA 72 M14 y dJ1132H12

La extraccion de los plasmidos se realiza a partir de una miniprep de lisis

alcalina (Surzycki, 2000). Se trasladan 1.5 ml. del medio en el que crecié las E. coli
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durante la noche anterior a tubos eppendorf y se los centrifuga por un minuto
(ResGen™, 2000).

Se desecha el medio y se conserva el pellet. Se toman 100 ul. de GTE (Ausubel
et al., 1997) y se resuspende el pellet hasta que desaparezcan todos los grumos. Se
colocan los tubos en hielo. Se colocan 200 pl. de solucion de lisis recién preparada con
NaOH 0.2N y SDS 1% (Donis-Keller Lab, 1990). Se mezcla por inversion entre 7y 9
veces a los tubos y se los vuelve a colocar en hielo (ResGen ™, 2000). Se afiaden 150
ul. de Acetato de Potasio 3M pH 4.8 (Donis-Keller Lab, 1990) y se mezcla una vez mas

por inversion entre 7 y 9 veces.

Se centrifuga la mezcla por 6 minutos a maxima velocidad y a temperatura
ambiente. Se transfiere el sobrenadante a nuevos tubos eppendorf (ResGen ™, 2000)
evitando remover o tomar los desechos de proteinas (Surzycki, 2000) presentes como

una masa blanca y granulosa.

Se afiade 1ml. de etanol a temperatura ambiente y se mezcla por inversion.
Dicha mezcla se centrifuga por 6 minutos a maxima velocidad. Se elimina el
sobrenadante y se afiaden 500 pl. de etanol al 70% al pellet presente en el fondo del
tubo. Se drena el etanol al 70% y se deja secar el pellet sobre una toalla de papel

absorbente a temperatura ambiente (ResGen "™, 2000).

Una vez secado el pellet, se afiaden 20 pl. de TE pH 8 (Ausubel et al., 1997) y 1
ul. de ARNasa (Donis-Keller Lab, 1990). Se dejan los tubos a -4°C entre 24 y 48 horas

hasta que se resuspenda el ADN, para proceder a su cuantificacion.

2.5.3. Medicion del ADN plasmidico

2.5.3.1. Medicion Cualitativa

Se mide la calidad del ADN extraido a través de una electroforesis (Surzycky,
2000) realizada en un gel de agarosa al 1% en TAE (Ausubel et al., 1997). En el primer
pocillo se cargan 4 pl. de Low Mass Ladder (Invitrogen, 2006 a) mezclados con 3 pl. de
buffer de carga (Surzycky, 2000). En los dos pocillos siguientes se colocaron 4 pl. del
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ADN plasmidico extraido por la miniprep descrita anteriormente, mezclandolos también
con 3 pl. de buffer de carga. En el siguiente pocillo se cargan 5 ul. de 1 Kb ladder
(Invitrogen, 2003). Se corre el gel a 80 V. durante media hora. Transcurrido este tiempo
se observa el gel en una cdmara de luz UV para determinar el tamafio del ADN extraido
(Surzycky, 2000).

2.5.3.2. Medicion Cuantitativa

Una vez confirmada la presencia de las bandas y determinado su tamaro, se
procede a cuantificar el ADN plasmidico por espectrofotometria (Stephenson, 2003). Se
usa agua destilada como blanco para encerar el espectrofotometro. Luego, se toma 1 pl.
del ADN plasmidico extraido y se lo mezcla con 999 pl. de agua destilada. Se realizan
mediaciones tanto para 260 nm como para 280 nm. y se determina la relacion entre
ambas absorbancias. Se escogen las muestras en las que la relacion Azso/Azso €s igual 2
y con dichas muestras se calcula la concentracion del ADN (N), mediante la formula :

N (ul. mI™)= 70Az60 — 40A,80 (Surzycky, 2000).

Finalmente, se dividen las concentraciones obtenidas para el factor utilizado
(1/1000) para obtener la concentracion total de ADN en las muestras (Stephenson,
2003).

2.5.4. Mezcla de marcaje de fluoroforo 5X

Se preparan 50 pl. de mezcla de marcaje de fluoroforo 5X (suficiente para 12
reacciones) para cada uno de los fluoroforos utilizados: Rodamina-6-dUTP y
Fluoresceina-12-dUTP. Para esta preparacion se mezclan: 5 pl. de dATP 2.5mM, 5 pl.
de dCTP 2.5 mM, 5 pl. de dGTP 2.5mM, 3.4 pl. de dTTP 2.5 mM y 4 pl. de fluoroforo
1mM. Se afiade agua bidestilada estéril hasta llegar al volumen de 50 pl (Roche, 2005).

2.5.5. Nick Translation

El proceso se realiza paralelamente para cada uno de los plasmidos extraidos,
escogiendose Rodamina-6-dUTP para marcar la sonda de BCR y Fluoresceina-12-dUTP

para marcar la sonda de ABL.
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En tubos eppendorf de 500 pl., se mezcla 1 pg. del DNA plasmidico extraido
con agua bidestilada estéril hasta llegar a un volumen de 12 pl. A esta preparacion se
afiaden 4 pl. de mezcla de fluoroforo de marcaje 5X y 4 pl. de Nick Translation Mix. La
mezcla se incuba en un termociclador por 90 minutos a 15°C. Una vez transcurrido este
tiempo se colocan los tubos eppendorf en hielo mientras se toman 3 pl. de su contenido

para mezclarlos con 3 pl. de buffer de carga y denaturarlos a 95°C por 3 minut0s
(Roche, 2005).

Al término de los 3 minutos, se colocan estas alicuotas en hielo por 3 minutos.
Pasado este tiempo se las corre en un gel de agarosa al 1% con TBE (Ausubel et al.,
1997) a 80 V durante veinte minutos, colocandose en otros tres pocillo: 4 pl. de Low
Mass Ladder (Invitrogen, 2006 a), mezclados con 3 pl. de buffer de carga, para
determinar el tamafio de los fragmentos marcados (Roche, 2005).

Si el tamafo de los fragmentos es ain muy grandes, se repite la incubacion a
15°C. Cuando se llega a confirmar un tamafio adecuado de los fragmentos marcados, se
afiade 1 pl. de EDTA pH 8 (Ausubel et al., 1997) en los eppendorf que permanecen en
hielo. Se mezcla y se somete a calentamiento en un termociclador a 65°C por 10
minutos (Roche, 2005). Una vez transcurridos estos minutos se mantienen estas

preparaciones a -4°C hasta su posterior utilizacion.

2.5.6. Preparacion de placas

La preparacion de las placas de FISH es la misma utilizada para analisis de

Citogenética convencional (Schwarzacher et al., 2000).
2.5.6.1. Cultivo de linfocitos

En un tubo conico de 15 ml. se colocan 0.5 ml de muestra de médula dsea
colectada en heparina sddica (Gosden et Al., 1992) en 4 ml. de medio F10 (Baserga,

1987; Rooney et al., 1992) y se deja en incubacion por 24 horas a 37 °C (Paz y Mifio et
al., 2000).
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2.5.6.2. Cosecha de linfocitos

Se afiaden 170 pl de colchicina al cultivo, manteniéndolo por una hora mas a
37°C. Transcurrido este tiempo, se centrifuga por 5 minutos a 2000 rpm. Se elimina el
sobrenadante hasta la linea del tubo conico y se resuspende el botén formado. Se
absorbe toda la muestra con una pipeta Pasteur y se colocan 6 ml. de KCI 0.075M a
37°C en el tubo vacio. Se libera el contenido de la pipeta sosteniendo el tubo conico en
un vortex a velocidad media. Se deja incubar en bafio Maria a 37° C por 35 minutos. Al
terminar estos minutos se centrifuga la muestra por 5 minutos a 2000 rpm. Se elimina el
sobrenadante hasta la linea de la punta del tubo conico y se resuspende el boton. Se
absorbe toda la muestra en la pipeta y se colocan 3 ml. de fijador Carnoy fresco (1 parte
de &cido acético y 3 partes de metanol) en el tubo vacio. Se suelta la muestra
rapidamente y se resuspende 2 o 3 veces con la pipeta. Se deja reposar a la muestra 15
minutos a temperatura ambiente. Luego, se centrifuga la muestra por 5min a 2000 rpm.
Se elimina el sobrenadante hasta la linea del tubo conico, se resuspende el boton y se
lava con 3 ml. de fijador. Se repite el lavado por 2 0 3 veces hasta que la muestra se
haya tornado transparente y se deja reposar durante 1 hora en el refrigerador (Paz y
Mifio et al., 2000).

2.5.6.3. Extension de Placas

Con una pipeta Pasteur Se dejan caer 2 o 3 gotas de muestra sobre una placa
portaobjetos helada y se flamea 2 o0 3 veces. Se deja secar la placa al aire a temperatura
ambiente (Paz y Mifo et al., 2000).

2.6.4. Tefido con Giemsa y Bandeo G

Se incuba la placa en solucion de Tripsina entre 20 y 40 segundos (Benn et al.,
1992). Se lava la placa suavemente con abundante agua y se la empapa en solucion de
Giemsa por 10 minutos. Transcurrido El tiempo se vuelve a lavar la placa suavemente
con abundante agua y se deja secar al aire a temperatura ambiente (Paz y Mifio et al.,
2000). En este caso el bandeo se realiza antes de la hibridacion, pero dependiendo de la
técnica particular usada, el bandeo puede ser realizado antes o después de la hibridacién
(Strachan et al., 1999).

XLIV



2.5.6.5. Observacién en campo claro

Se utiliza un microscopio Gptico en campo claro para observar si hubo
crecimiento, es decir, si se encuentran metafases y/o nicleos y si los nlcleos estan
dispuestos adecuadamente para evaluar sus sefiales. Otra opcion es extender placas a

partir de cultivos cuyo crecimiento haya sido comprobado previamente como favorable.

2.5.7. Proceso de Hibridacién

Si se parte de una placa tefiida, debe ser destefiida en solucion Carnoy (Benn et
al.1992) y secarse al aire a temperatura ambiente, caso contrario, una vez extendida y

seca la placa se pasa al pretratamiento.

2.5.7.1. Proceso de Pretratamiento de Placas

Se incuba la placa en SSC 2X (Surzycky, 2000) por 2 minutos a 73°C. Mientras
tanto se afiade 1 ml. de pepsina al 5% a 100 ml. de HCI 10 mM vy se traslada la placa a
esta solucion para su incubacion a 37°C por 10 minutos. Se retira la placa de esta
solucion y se la lava 2 veces por 5 minutos cada una en una solucion de PBS 1X a
temperatura ambiente. Después de los lavados se incuba la placa en una solucion de
formaldehido al 1%/ PBS 1X por 5 minutos a temperatura ambiente y al término de
estos minutos se repiten los lavados en PBS 1X. Se procede a deshidratar la placa en
etanol al 70%, 85% y 100% por 1 minuto en cada una de estas soluciones a temperatura
ambiente y se deja secar la placa al aire, también a temperatura ambiente. Cuando la
placa esté completamente seca se la incuba en formamida al 70%/ SSC 2X por 2
minutos y luego se la deshidrata en soluciones de etanol al 70%, 80% y 95% a — 20°C

por 2 minutos en cada una de dichas soluciones (Invitrogen, 2006).

Mientras la placa se seca se mezclan las sondas de BCR y ABL procesadas con
los fluoroforos en la Nick Translation y una vez seca, se colocan 10 pl. de la mezcla de
sondas sobre la placa, se la protege con un cubreobjetos de 22 x 22 mm. y se sella el

borde con UHU. Se guarda la placa en una camara himeda dentro de una incubadora a
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37°C y se espera hasta el dia siguiente (16 horas aproximadamente) para que se
produzca la hibridacién (Vysis, 1998).

Al dia siguiente se empapa el cubreobjeto de la placa por 5 minutos en SSC 2X/
NP-40 al 0.1% a 37°C sin que dicha solucion toque la placa. Se retira cuidadosamente el
cubreobjetos y se incuba la placa en 0.4X SSC/NP 40 al 0.3% a 73°C por 2 minutos.

Transcurrida esta incubacién se coloca la placa en SSC 2X/ NP-40 al 0.1% a
temperatura ambiente por 1 minuto. Al cabo de este tiempo se pasa la placa rapidamente
por agua destilada. Se deja secar la placa a temperatura ambiente en la oscuridad.

Cuando la placa esta completamente seca se la somete a incubacion en DAPI a
una concentracion de 20 ng/ml. por 5 minutos a temperatura ambiente (Invitrogen,
2006). Se deja secar la placa en la oscuridad a temperatura ambiente y, una vez seca, se
coloca 20 pl. de VECTASHIELD® Mounting Medium (Vector Laboratories, 2004).
sobre la placa, un cubreobjetos de 22 x 22 mm y se sellan los bordes con UHU. Cuando

el pegamento esté seco se procede a la observacion.

2.5.8. Observacion por Fluorescencia

Se utiliza un microscopio con sistema de fluorescencia con lampara de Mercurio
de 100 W, filtros para luz UV y FITC. Se ubican ndcleos en 10X y 40X en el filtro para
luz UV y se pasa al filtro FITC para observar la presencia de las sefiales fluorescentes

rojas y verdes.

Se analiza la hibridacion de las sondas con la misma observacion en nucleos
hasta completar 100 analisis por placa. Se determinan como negativos los casos con 2
sefiales rojas y 2 verdes separadas perfectamente y como positivos aquellos que
presenten una union entre una de las sefiales rojas con una de las verdes (Hayward
Genetics Center, 1998; Vysis, Inc., 1998; Espinet, 2001). Se utiliza el aumento de 100X

para discernir sefiales de difusas (Vysis, 1998).
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2.6. Diagnostico por PCR

El diagndstico por PCR realizado previa la elaboracion de este trabajo se basa en
una extraccion de ARN con fenol cloroformo. EI ARN extraido pasa por una RT PCR y
el ADNc obtenido pasa por una PCR llevada a cabo con los primers que amplificarian
los fragmentos de las translocaciones que se sospeche que estén presentes.

2.7. ANALISIS DE DATOS

2.7.1. Enumeracion de seriales

Los resultados de la FISH no requieren un analisis estadistico de la distribucion
de las sefales a través de todo el genoma ya que la luz de fondo es tan baja que

virtualmente cada sefial fluorescente cuenta (Miller et al., 2001).

Se escogen nucleos bien diferenciados que no se solapen con otros nucleos
vecinos. Se enumeran las sefales fluorescentes de cada ndcleo. En caso de sefales de

dificil diferenciacion se toman como guia los patrones del Anexo C (Vysis, 1998).

Las sondas definidas por una mezcla del marcador rojo y verde en una relacion

1:1 se muestran como una sefial de color amarillo (Schwarzacher et al., 2000).

2.7.2. Célculos
Con los resultados obtenidos se elabora una base de datos, asignandoles a los
resultados positivos el valor de 1 y a los negativos el valor de 0. S e asignan los mismo

valores a los datos obtenidos previamente en Citogenética convencional y PCR.

Dichos datos son sometidos al programa SPSS para determinar las pruebas

especificadas en el disefio del proyecto.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 CRECIMIENTO DE COLONIAS

Se confirmé la viabilidad de las bacterias. De las dos cepas cultivadas se
obtuvieron colonias uniformes de color crema, forma redonda regular con un didmetro

deentre 1y 3 mm.

Figura 3.1. Fotografia de colonias de E. coli BCR/ BA 72 M14/ 22g11.2.11.9 sembradas en Agar

LB a 18 horas de incubacién a 37°C.

3.2. CONCENTRACION DE BACTERIAS

Después de obtener los resultados de la medicién de turbidez del caldo y

extrapolarlos con los indices de Mc. Farland se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 3.2. Concentracién de bacterias obtenidas a 18 horas de incubacién en bafio Maria en caldo LB.
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Cepa Bacterias/ml.

E. coli BCR/ BA 72 M14/ 22q11.2.11.9 3x10°
E. coli ABL/ dJ1132H12/ 19q 34.11. 6x10°
E. coli ATCC 1x10°

E. coli ATCC (LB + Cloranfenicol) -

E. coli ATCC (LB+ Kanamicina)

- 2 No hubo crecimiento bacteriano.

Figura 3.2. Cultivo de E. coli ABL/ dJ1132H12/ 19q 34.11 a 18 horas de incubacion en bafio Maria a

37°C. El medio se presenta turbio con masa celular precipitada en el fondo del tubo.

3.3. CUANTIFICACION DE ADN PLASMIDICO

3.3.1. Electroforesis

El ADN plasmidico extraido tanto de E. coli BCR/ BA 72 M14/ 22q11.2.11.9 como de E. coli
ABL/ dJ1132H12/ 199 34.11. tienen un numero de pares de bases que sobrepasan por poco a las
12,216 bp, medido con el marcador de 1Kb.
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Figura 3.3.1. Gel de Agarosa en TAE al 1% para confirmar el aislamiento y peso del ADN plasmidico.

Las flechas verdes sefialan las bandas de ADN de los plasmidos que contienen las sondas de BCR y ABL

3.3.2. Espectrofotometria

Tabla 3.3.2. Absorbancias a 260 y 280 nm., radios de pureza y concentraciones del
ADN.

ADN Azgonm. Azgonm. Azeol Azgo N
Plasmido BCR; 0.270 0.147 1.83 1.30
Plasmido ABL; 0.112 0.047 2.38 0.59
Plasmido BCR; 0.122 0.057 2.14 6.26
Plasmido ABL, 0.113 0.052 2.17 5.83
Plasmido BCR3 0.054 0.028 1.92 2.66
Plasmido ABL; 0.053 0.027 1.96 2.63
Plasmido BCR4 0.070 0.042 1.66 0.32
Plasmido ABL4 0.053 0.022 2.40 0.28

N: Concentracion de ADN (ug/ul.)
N media= 2.21 },I,g/},l,l




3.4. NICK TRANSLATION

La Nick translation se llevd a cabo con los ADNs cuyos radios de pureza se

acercaron mas a 2.

Los fragmentos marcados obtenidos para la sonda de BCR presentaron
aproximadamente 800 bp. y los obtenidos para ABL llegaron a las 100 bp.

aproximadamente.

1

Low Mass
bp Ladder

2000 —

4

12008
SO0

400~

200—
100

Figura 3.4. Fragmentos de sondas de BCR y ABL marcados por la Nick translation corridos en un gel de
Agarosa en TBE al 1%.

3.5. DETECCION DE LA TRANSLOCACION BCR/ABL
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3.5.1. Visualizacion de sondas

Figura 3.5.1 (100X) (a.)Nucleo observado en DAPI. (b) Sefiales de las sondas correspondientes a un caso
negativo de BCR/ABL, se aprecian dos sefiales rojas y dos verdes, todas separadas. (c.) Sefiales
correspondientes a un caso positivo de BCR/ABL. Indicadas con las flechas blancas: Una sefial roja y otra

verde separadas y la fusién de las otras sondas dos debido a la presencia de la translocacion.

3.5.2. Comparacion de resultados

Tabla 3.5.2. Comparacion de resultados obtenidos por FISH con Citogenética y

PCR
No. Caso |Citogenétical PCR FISH
1 0 0 0
2 + + +
3 + 0 +
4 0 + 0
5 0 + +
6 0 0 0
7 + + +
38 + + +
9 + + +
10 NM + +
11 0 0 0
12 0 0 0
13 NM 0 0
14 + + +
15 NM 0 0
16 0 0 0
17 NM 0 0
18 NM + +
19 NM 0 0
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| 20 | Nm | 0 | 0 |

+: Positivo
0: Negativo
NM: No se encontraron metafases que permitan diagnosticar al caso como
positivo o
negativo.

3.6. CITOGENETICA VS. PCR

Se calcularon las estadisticas de Citogenética Vs. PCR como referencia de
comparacion con los de FISH.

3.6.1. Procesamiento de los casos de Citogenética Vs. PCR

Del total de los 20 casos analizados solo 13 parejas (65%) son validas para

someterse a las pruebas estadisticas.

Tabla 3.6.1. Resumen del procesamiento de los casos de Citogenética Vs. PCR

f

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Citogenética* PCR 13 65,0% 7 35,0% 20 100,0%

N: NUmero de casos.

3.6.2. Test exacto de Fisher para Citogenética Vs. PCR

p = 2.9%. Existe asociacion entre los resultados de Citogenética convencional y

PCR.

3.6.3. Medidas Simétricas de Citogenética Vs. PCR

Medida de acuerdo de Kappa: 0.69. Existe tendencia a 1. Los resultados de

Citogenética y PCR tienden a concordar en medida de que 0.69 se acerca a 1.
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3.6.4. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para Citogenética Vs. PCR

p=1,000. No existen diferencias significativas entre las proporciones de casos
positivos obtenidos por Citogenética con los casos positivos encontrados por PCR.

3.6.5. Prueba de los signos para Citogenética Vs. PCR

p=1,000. No existen diferencias significativas entre las proporciones de casos

positivos obtenidos por Citogenética con los casos positivos encontrados por PCR.

3.6.6. Prueba de McNemar para Citogenética Vs. PCR

p=1,000. No existen diferencias significativas entre las proporciones de casos

positivos obtenidos por Citogenetica con los casos positivos encontrados por PCR.

3.7. CITOGENETICA VS. FISH

3.7.1. Procesamiento de casos de Citogenética Vs. FISH.

Del total de los 20 casos analizados solo 13 parejas (65%) son validas para

someterse a las pruebas estadisticas.

Tabla 3.7.1. Resumen de procesamiento de casos de Citogenética Vs. FISH

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Citogenética™ FISH 13 65,0% 7 35,0% 20 100,0%

3.7.2. Test exacto de Fisher para Citogenética Vs. FISH
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p = 2.1%. Existe asociacion entre los resultados de Citogenética convencional y
FISH.

3.7.3. Medidas Simétricas para Citogenética Vs. FISH

Medida de Acuerdo de Kappa: 0,698. Existe tendencia a 1. Los resultados de
Citogenética y PCR tienden a concordar en medida de que 0.698 se acerca a 1.

3.7.4. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

p=0,157. No existen diferencias significativas entre las proporciones de casos
positivos obtenidos por Citogeneética con los casos positivos encontrados por FISH.

3.7.5. Prueba de los signos para Citogenética Vs. FISH

p=0.500. No existen diferencias significativas entre las proporciones de casos

positivos obtenidos por Citogenética con los casos positivos encontrados por FISH.

3.7.6. Prueba de Prueba de McNemar para Citogenética Vs. FISH

p=0.500. No existen diferencias significativas entre las proporciones de casos

positivos obtenidos por Citogenética con los casos positivos encontrados por FISH.

3.8. FISH Vs. PCR

3.8.1. Procesamiento de casos para FISH Vs. PCR

Del total de los 20 casos analizados, las 20 parejas (100%) son validas para

someterse a las pruebas estadisticas.
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Tabla 3.8.1. Resumen de Procesamiento de casos FISH Vs. PCR

Resumendel procesamiento de los casos

Casos

Jtal

N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
FISH *PCR 20 100,0% 0 ,0% 20 100,0%

3.8.2. Test exacto de Fisher para FISH Vs. PCR

p=0.001. Existe asociacion entre los resultados de FISH y PCR.

3.8.3. Medidas simétricas para FISH Vs. PCR

Medida de acuerdo de Kappa: 0.8. Existe tendencia a 1. Los resultados de

Citogenética y PCR tienden a concordar en medida de que 0.8 se acerca a 1.

3.8.4. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para FISH y PCR

p=0,157. No existen diferencias significativas entre las proporciones de casos

positivos obtenidos por PCR con los casos positivos encontrados por FISH.

3.8.5. Prueba de los signos para FISH Vs. PCR

p=0.500. No existen diferencias significativas entre las proporciones de casos

positivos obtenidos por PCR con los casos positivos encontrados por FISH.

3.8.6. Prueba de McNemar para FISH Vs. PCR

p=0.500. No existen diferencias significativas entre las proporciones de casos

positivos obtenidos por PCR con los casos positivos encontrados por FISH.

3.9. CITOGENETICA-PCR-FISH
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Del total de los 20 casos analizados s6lo 13 trios (65%) son validos para
someterse a las pruebas estadisticas.

3.9.1. Prueba de Friedman para Citogenética-PCR-FISH

p=26%. Se confirma la Hipotesis nula. No existen diferencias
significativas entre los resultados obtenidos por las 3 pruebas.

3.9.2. Prueba de Cochran

p=26%. Se comprueba Hipodtesis nula. No existen diferencias
significativas entre los resultados obtenidos por las 3 pruebas.

3.9.3. Prueba W de Kendall

p=26%. Se comprueba Hipotesis nula. No existen diferencias
significativas entre los resultados obtenidos por las 3 pruebas.

3.9.4. Andlisis Factorial de correspondencia (AFCM)

A

- @
| A PCR

A Citogenética

Figura 3.12. Andlisis Factorial de correspondencia (AFCM) para FISH, PCR y Citogenética. Excepto por los
resultados negativos en Citogenética, todos los demés resultados presentan una cercania en sus tendencias.

3.10. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
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En los casos analizados, segun el Teorema de Bayes, y
tomando como referencia los resultados de PCR, la FISH se mostr6 un
17% mas sensible y un 98% tan especifica que la Citogenética
convencional.

CAPITULO 4: DISCUSION

4.1. CONCENTRACION BACTERIANA

Bajo las condiciones a las cuales fueron sembradas e incubadas las bacterias
utilizadas en este proyecto, se esperaria una densidad de entre 1-2X10° bacterias/ml.
(Ausubel et al, 1997). Pero solo las cepa de E. coli ATCC incubada en caldo LB sin
antibiético alguno cumple esta expectativa, llegando a una concentracion de 1x10°

bacterias/ml.

Las cepas de E. coli BCR/ BA 72 M14/ 22911.2.11.9 y E. coli ABL/
dJ1132H12/ 19q 34.11., pese a haberse mantenido exactamente en las mismas
condiciones de incubacion que la cepa ATCC, presentaron concentraciones mucho mas
bajas (3x10® y 6x10° bacterias/ml.). Lo que nos indica que los plasmidos son de baja
replicacién: Mientras menos plasmidos se repliquen, menos bacterias con resistencia al

antibiotico del medio podran sobrevivir.

Se probo una incubacién mas prolongada que la recomendada en los protocolos
logrando una mayor turbidez. Sin embargo, las extracciones realizadas a partir de los
cultivos de mas de 18 horas presentaban mayor presencia de proteinas sin que haya un

incremento significativo en las concentraciones de plasmido.

4.2. CONCENTRACION DEL PLASMIDO
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Debido a la cantidad de plasmido requerida para la hibridacion (1 pg. en 12 pl.
de agua destilada), las concentraciones bacterianas obtenidas en el caldo de cultivo fue
suficiente para obtener concentraciones y radios de pureza lo suficientemente buenos

para llevar a cabo la FISH.

En cuanto al radio de pureza, las hibridaciones pueden desarrollarse con
relaciones Agso/Azgo desde 1.4 (Surzycky, 2000). Sin embargo, el ADN plasmidico
extraido se presento en el gel de forma integra, sin smires que denoten ni degradacion ni
contaminacién por proteinas. Dichos resultados coinciden con los obtenidos al medir las

muestras por espectrofotometria.

La formula utilizada para determinar las concentraciones de los ADNs extraidos
se escogid en base a la relacion Azso/Azs0=2. Si los radios obtenidos se hubieran alejado

de esta constante la utilizacion de dicha formula no seria aconsejable (Surzycky, 2000).

4.3. TAMANO DE FRAGMENTOS

Se confirma la actividad de las enzimas con las que se realizan las reacciones de
la Nick translation debido a que de las bandas de ~12,216 bp. obtenidas por la
extraccion del plasmido en la Miniprep se llega a una banda de ~800 bp. para la sonda
de BCRy ~100 pbh. ABL.

La Nick translation incorpora el marcador en el ADN en 90 minutos tal
como lo indican Schwarzacher et al., 2000; Roche, 2005 e Invitrogen, 2006 a.
Sin embargo, las mismas fuentes bibliograficas indican que los fragmentos
obtenidos de la reaccion de marcaje deben pesar entre 100 y 500 pb.

El tamafio de los fragmentos influye en los resultados de la hibridacion
debido a que si los fragmentos son muy grandes, su accesibilidad hacia el ADN
blanco puede verse disminuida de tal modo que la sonda no logra hibridizar y
se adhiere a la placa generando, en el momento de la visualizacién, un fondo
lleno de sefiales no especificas. Por otra parte, cuando ocurre lo contrario y los
fragmentos son muy pequefios la especificidad y sensibilidad de la FISH
pueden verse reducidas (Roche, 2005).

Ya que el fragmento de BCR resulté ser mas grande de lo que dice la

bibliografia asi como el de ABL result6 ser mas pequefio se probé con 30
minutos mas de reaccion para BCR asi como con 30 minutos menos para la
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sonda de ABL, como lo indican las instrucciones de Roche, 2005. Sin
embargo, el cambio de tiempo en la reaccidén no produjo cambios en el tamafio
de los fragmentos obtenidos y después de la hibridacion se confirmé que pese
al tamafio de los fragmentos la sonda hibridé en los blancos.

4.4. FACTORES QUE AFECTAN LA HIBRIDACION

4.4.1. Estructura del ADN

El ADN presenta varios tipos de enlaces. Su estructura posee tanto Puentes de
Hidrégeno como interacciones hidrofobicas. Por esta razén, la FISH usa tanto
soluciones polares como apolares para poder intervenir en los enlaces del ADN blanco
y lograr una hibridacién exitosa con la sonda.

Por otra parte, se debe tener en cuenta que el principio de esta técnica es la
complementariedad de las bases de los acidos nucleicos, por lo que es indispensable
que, en el caso de diagndstico, en especial, se sepa el grado de complementariedad
entre la sonda a usarse con el blanco asi como, lo que ya se ha mencionado

previamente, el largo de los fragmentos que se pretende hibridar.

4.4.2. Concentracion de sal en las soluciones

El PBS utilizado en varias soluciones del pretratamiento contiene Sodio y
Magnesio (Na* y Mg*™") que intervendran en la estabilidad del hibrido formado ya que
se encargan de reducir la repulsion electrostatica entre los grupos fosfatos que son

negativos y que se repelerian en ausencia de estos iones.

4.4.3. Temperatura

La energia cinética es directamente proporcional a la temperatura. De tal modo
que a mayor temperatura, mayor serd la energia cinética de las hebras y por lo tanto la
estructura del ADN se desestabilizara. Este es uno de los instrumentos que permite la
apertura de las hebras para hacer posible la hibridacion, pero si no se maneja con

cuidado puede arruinar todo el proceso.
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4.4.4. pH

El adecuado manejo del pH permite mantener la estabilidad del ADN pese a la
denaturacion del pretratamiento durante todas las reacciones dentro de este proceso.
Pero si no es manejado de forma adecuada puede intervenir en la ionizacién de los
grupos fosfatos de las cadenas de ADN que terminarian favoreciendo la repulsion entre
las hebras de la sonda y el blanco.

4.5. COMPARACION DE RESULTADOS

Es necesario tomar en cuenta que debido a que los resultados por Citogenética
fueron nulos en 7 de los 20 casos existen analisis hechos s6lo entre 13 parejas o 13 trios,
dependiendo de a prueba estadistica.

4.5.1. Comparaciones entre parejas

La prueba de Fisher, apropiada en este caso ya que mide el grado de asociacion
entre dos pruebas dicotdmicas para muestras pequefas, determind asociacion entre los
resultados de Citogenética con PCR, FISH con Citogenética y FISH con PCR. Esta
asociacion entre todos los resultados fue confirmada con la Prueba de Kappa, cuyos
valores tendientes a 1 demostraron que los resultados de las tres pruebas, relacionadas

en parejas, son concordantes entre si.

Las pruebas basadas en medidas estadisticas descriptivas: Wilcoxon, Prueba de
los Signos y Mc. Nemar demostraron también que no existen diferencias significativas
entre las comparaciones por parejas de las tres pruebas. Este resultado es logico si
analizamos las medias de los casos positivos detectado por cada una de las tres pruebas
(Anexo 4). Pese a no ser completamente iguales no solo tienen la misma tendencia sino

que ademas, estadisticamente no se muestran diferentes.

Al hacer la comparacion de las tres pruebas a la vez, los resultados coinciden
totalmente para las pruebas de Friedman, Cochran y Kendall, confirmandose la
Hipdtesis nula, es decir que no hay diferencias significativas entre las tres técnicas. Sin

embargo, el Andlisis Factorial de Correspondencia Multiple arroja un resultado muy
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interesante, demostrando que pese a que los resultados positivos tienen la misma
tendencia en las tres técnicas, en el caso de los resultados negativos, los
correspondientes al diagnostico negativo detectado por Citogenética convencional dista
mucho de los resultados de FISH y PCR que se mantienen con la misma tendencia.

La aparente incongruencia de la pruebas no paramétricas con el Andlisis
Factorial de Correspondencia Multiple es el resultado del nimero de trios tomados en
cuenta para el AFCM, ya que ha incluido a los casos de Citogenética que no
presentaban resultado, es decir que ha conjugado a los 20 casos pese a la ausencia de
datos en una de las técnicas. En cambio, los trios tomados en cuanta en las otras pruebas

no paramétricas fueron sélo los 13 que arrojaban datos complejos.

El AFCM, de hecho nos esta diciendo mucho de la FISH en el sentido de que,
pese a ser una prueba en parte Citogenetica no implica necesariamente la presencia de
metafases para su evaluacion. Esta caracteristica presta muchos beneficios en el
diagnostico de leucemias de cuyas muestras se obtiene crecimiento celular pero no
metafases asi como en otras lineas de investigacidn como es el caso del Diagndstico

preimpalntacion.

Si bien es cierto, las tres técnicas han presentado las mismas tendencias en los
resultados y se han mostrado no significativas en cuanto a sus diferencias, pero es muy
importante tomar en cuenta que para estudios de casos Unicos y para algo tan delicado
como el diagndstico de una leucemia se deben manejar altos estandares de sensibilidad
y especificidad pues, aun un (nico caso, en estas circunstancias es sumamente

importante.

El teorema de Bayes confirmé que, en los casos analizados y en
relacion a la PCR, la FISH en un 17% mas sensible y un 98% tan especifica
gue la Citogenética convencional.

La sensibilidad de la FISH se reafirma con el AFCM, ya que demuestra
como esta técnica estd a la par en la deteccion de la translocacion tanto en

casos positivos como negativos tendiente completamente hacia los resultados
de PCR.

4.6. DIFERENCIAS ENTRE FISH Y PCR
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Ahora, si la FISH presenta una sensibilidad y especificidad muy similares a las
de la PCR, por qué optar por FISH en lugar de PCR?

Pues la FISH a diferencia de la PCR no sélo detecta la presencia de determinado
gen, fragmento de gen o, como en este caso, una translocacion, sino ademas la célula en
la que se encuentra, tal como lo haria la Citogenética convencional solo que optimizada

en sensibilidad y especificidad.

Esta caracteristica la transforma en una prueba muy versatil en patologias en las
que se requiere ver el estado de las células, como en el caso de mosaicismos, tumores y

translocaciones de diversos tipos de cancer.

CAPITULO 5: CONCLUSIONES

La técnica de Hibridacion por Fluorescencia in situ (FISH) es una herramienta
atil en el diagnostico de la translocacion BCR/ABL. En los 20 casos analizados se
confirmd la sensibilidad y especificidad de la FISH en relacion a las otras dos técnicas

empleadas en el diagnostico de dicha trasnlocacién: Citogenética convencional y PCR.
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El crecimiento de las bacterias utilizadas en caldo LB con cloranfenicol y
kanamicina demuestra que las cepas de E.coli BCR/ BA 72 M14/ 22q11.2.M.9 y E.coli
ABL/ dJ1132H12/ (99 34.1) M.R contienen, efectivamente, las sondas
complementarias a los genes BCR y ABL dentro de sus respectivos plasmidos.

La Miniprep es un procedimiento rapido, sencillo y efectivo para la extraccion de
plasmidos. Las concentraciones y los radios de pureza del ADN obtenido a través de la

Miniprep son excelentes para el posterior marcaje de las sondas de dicho ADN.

El marcaje directo por medio de la Nick translation. permite tanto unir a las sondas
a un fluoroforo para su posterior identificacion en el microscopio, como transformar el
plasmido extraido (~12,216 bp) en fragmentos mas pequefios (~800 y ~100 bp) que
puedan hibridarse al ADN que se pretende identificar a traves de la FISH.

El éxito del pretratamiento y de los lavados post- hibridacion de las placas se
demuestra en la limpieza de las mismas durante la visualizacion. Aun los mas minimos
errores en las concentraciones de las soluciones, manejo de los tiempos de lavado e
incubacion o variaciones en las temperaturas utilizadas durante el tratamiento de las
placas se ven reflejados inevitablemente en detrimento de los resultados durante la

visualizacién al microscopio.

CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

6.1. PRECAUCIONES CON LOS CULTIVOS

Las bacterias utilizadas como contenedoras de las sondas utilizadas
en la FISH deben ser manejadas con las precauciones de asepsia propias del
trabajo en Microbiologia.

Los cultivos realizados en caldo LB, de preferencia, no deben excederse de las
18 horas de incubacion pues en los resultaos de la Miniprep se presentara una cantidad

considerablemente mayor de proteinas que influird en la pureza del ADN extraido.
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Los cultivos realizados en caldo LB deben incubarse a bafio Maria con agitacion.
Cuando son incubados sin agitacion el ADN extraido posteriormente es sumamente

pobre tanto en concentracion como en pureza.

6.2. CONSEJOS MINIPREP

Las soluciones utilizadas en la Miniperp deben ser elaboradas con agua estéril.
Las condiciones en las que se realice la extraccion deben evitar contaminacion, sin
embargo, las soluciones del proceso no deben ser autoclavadas después de su
elaboracién pues la evaporacion del agua durante este proceso de esterilizacion hace que
las concentraciones varien de tal modo que la extraccion tiene poco éxito, obteniéndose
ADN degradado.

Al colocar la solucion de GTE en la Miniprep es necesario asegurarse que no

queden grumos en la mezcla.

Los plasmidos extraidos para ser marcados por la Nick trasnlation pueden
conservarse a —20°C durante un mes sin que esto afecte los resultados del marcaje.
Después del tiempo mencionado, la sondas se presentan una hibridacion menos

eficiente.

6.3. PRECAUCIONES EN LA HIBRIDACION

Todas las herramientas y contenedores a utilizarse en la hibridacion deben estar
limpios y las soluciones sin crecimiento de hongos ni bacterias, por lo tanto deben ser

revisadas antes de empezar con los procedimientos.

Las soluciones de pretratamiento y pos-hibridacion deben ser manejadas en
condiciones de asepsia pero no es necesario que estén estériles. Es muy importante que
las concentraciones de cada una de las soluciones sea manejada cuidadosamente para

evitar dano errores en la hibridacion.
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Las placas no se deben tocar entre si para evitar rasgufios en la visualizacion.
Tampoco se debe permitir acumulacion de agua en las placas entre los pasos de la
incubacion. Pese a que se recomienda manejar un promedio de ocho placas a la vez
(Schwarzacher et al., 2000), es mejor manejar un maximo de 4 pues a medida que se
insertan en los Coplin la temperatura de las soluciones varia de tal modo que los
resultados varian drasticamente entre las primeras y las Gltimas placas en ser ingresadas

a los lavados.

Las soluciones de lavado deben cubrir totalmente a las placas y deben ser
manejadas con cuidado para evitar turbulencias fuertes para que las placas sean tratadas

uniformemente por las soluciones.

De entre todas las variaciones de temperatura a las que se somete a las placas, la mas
critica es la de la formamida. Esta solucion es la que permite la variacion de la temperatura de
melting en el ADN para que sea posible la hibridacion con las sondas. Errores en el tiempo o
temperatura de permanencia de las placas en esta solucién intervendran drasticamente en una

pobre hibridacion de las sondas.

No se deben exceder los tiempos a altas temperaturas para evitar alteraciones en

la estructura de los tejidos y disminuye la calidad de la hibridacion.

Existen varios periodos durante el procedimiento de la FISH en el que las placas
deben ser secadas al ambiente. Durante estos periodos es recomendable mantener a las
placas dentro de un espacio cubierto en el que se evite la contaminacién por polvo o

pelusas del ambiente.

Se debe tener en cuenta que a mayor tiempo de vejez de la placa se debe usar

menor temperatura de denaturacion.

Las sondas a utilizarse se deben mezclar bien antes de ser colocadas para que
exista un esparcimiento homogéneo en el blanco. Ademas, al colocar la sonda sobre la
placa hay que esparcirla bien con suaves frotes sobre el cubreobjetos antes de sellar la

placa.
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Se debe evitar exponer los fluoroforos a la luz ya que a mayor exposicion sera

menor su eficacia durante la hibridacién.

También en la hibridacion, se debe cuidar colocar suficiente cantidad de agua en
la cdmara humeda para que el proceso se desarrolle de forma adecuada.

6.4. PROBLEMAS EN LA VISUALIZACION

En el caso de fondo con excesivas sefiales inespecificas es necesario revisar el
tiempo y la temperatura de las soluciones de pretratamiento pues este tipo de problemas
se presenta cuando falla la exactitud en esta parte del proceso. Se debe tomar en cuenta
que la temperatura del bafio Maria no es la de la solucidn que se esta calentando en el y
que con cada placa que se coloca dentro de los Coplin, la temperatura de dicha baja, asi
que hay que contar el tiempo a partir de que la temperatura dentro del Coplin sea la

adecuada.

Es necesario escoger un antifade adecuado para evitar el desvanecimiento de la
sonda, ya que una vez excitados los fluoroforos, sin antifade, la sefial se perdera

practicamente de forma inmediata.

El aceite de inmersion utilizado para la visualizacion a 100X es especial y
especifico para filtros de fluorescencia, asi que el usar otro aceite de inmersion no

permitira ver las sondas de forma eficiente.

Si se observa fluorescencia es excesiva es necesario controlar mejor el tiempo de
digestién de la pepsina. Sin embargo, hay que cuidar que ni el tiempo, ni la temperatura
ni la concentracion de esta solucidn se excedan porgue de ser asi se presentaran agujeros
dentro de los nicleos. Ademas la pepsina debe conservarse en refrigeracion y oscuridad
ya que a temperatura ambiente se digiere, de tal modo que al usarla tendria un efecto

escaso en el tejido.

Cuando las sefiales se muestran débiles se debe controlar mejor la fijacién y la
calidad del tejido. También existe la posibilidad que los lavados post-hibridacion sean

excesivos ya sea en tiempo, temperatura o concentracion. Si las dos posibilidades
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mencionadas estan controladas, se debe revisar que la utilizacion del microscopio sea la

ademada.

Las placas deben ser perfectamente selladas para la hibridacién, caso contrario la

sonda corre peligro de evaporacion y no se podra visualizar.

Es muy importante usar un microscopio adecuado para fluorescencia. El
microscopio de fluorescencia debe tener una lampara de Mercurio de 100 W para poder
visualizar la intensidad caracteristica de las sondas durante la FISH.

Aunque parezca basico, si hay problemas en la visualizacion, se deben revisar
que los objetivos y los filtros con los que se esta trabajando sean los adecuados para

observar luz fluorescente.

Se debe recordar que una mezcla del marcador rojo y verde en una relacion 1:1
se muestran como una sefial amarilla que indica la presencia de la translocacion
BCR/ABL.
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CAPITULO 8: ANEXOS

ANEXO A

Diagnostico de casos analizados por Citogenética 'y PCR.

No. Caso Citogenética PCR
1 46,XY Ph- P190 -, P210-
2 46,XX Ph+ P210+
3 46,XY Ph- P190+
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ANEXO B

Tablas de contingencia de pruebas no paramétricas

4 46,XY Ph- P210-
5 46,XY Ph- P210+
6 46,XY Ph- P210-
7 46,XY Ph- 55%/46,XYPh+ 45%| P210-
8 46,XY Ph+ P210+
9 46,XY Ph+ P210+
10 NM P210+
11 46,XY Ph- P210-
12 46,XY Ph- P210-
13 NM P210-
14 46,XX Ph+ P210+
15 NM P210-
16 46,XX Ph- P190-, P210-
17 NM P210-
18 NM P210+
19 NM P210-
20 NM P210-

Tabla de contingencia Citogenética * PCR

Recuento

PCR

Total

Citogenética 0
+
Total

13

0: Negativos
+: Positivos
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Tabla de contingencia Citogenética * FISH

Recuento
FISH
0 + Total
Citogenética 0 5 2 7
+ 0 6 6
Total 5 8 13

Tabla de contingencia FISH* PCR

Recuento
PCR
0 + Total
FISH 0 10 0 10
+ 2 8 10
Total 12 8 20

ANEXO C

Guia para diferenciacion de sefiales en Interfase.

contiene las sefales.

No. Procedimiento Patrén
1 | No contar. Descartar. Puede tratarse de dos nucleos con una
sefial cada uno o un nucleo torcido.
2 | Contar como dos sefiales. Una es muy compacta, la otra es ﬁ
. o
difusa.
3 | No contar. Descartar. No se puede determinar cual nucleo @
@
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4 | Contar como dos sefales. Una esta fracturada.

5 | Contar como tres sefiales.

6 | Contar como tres sefiales. Una esta fracturada.

7 | Contar cuatro sefiales.

Fuente: Vysis, 1998.
ANEXO D

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media tipica Minimo | Maximo
Citogenética 13 46 519 0 1
PCR 20 40 ,503 0 1
Desviacion
N Media tipica Minimo | Maximo
Citogenética 13 46 519 0 1
FISH 20 50 513 0 1
Desviacion
N Media tipica Minimo | Méaximo
PCR 20 40 ,503 0 1
FISH 20 ,50 513 0 1
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Desviacion

N Media tipica Minimo | Maximo
Citogenética 13 46 519 0 1
PCR 13 46 519 0 1
FISH 13 62 ,506 0 1
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