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no de los datos que suele sor-

prender a los alumnos de
Genética es que el nimero correcto de
cromosomas de la especie humana no se lle-
g6 a determinar con certeza hasta una fecha
tan tardia como 1956, practicamente tres anos
después de que Watson y Crick describiesen
el modelo de la doble hélice para la estruc-
tura del ADN, Resulta todavia mis llamativo
que las técnicas de bandeo no se aplicasen
al estudio de los cromosomas humanos has-
ta comienzos de los anos 70, de manera que
hubo que esperar a 1971 para que se esta-
bleciese en la Conferencia de Paris el primer
consenso sobre la confeccién del cariotipo
humano mediante bandas G, que hoy en dia
resulta tan familiar a cualquier estudiante o
profesional biomédico.

En los 30 anos transcurridos desde enton-
ces, la citogenética ha avanzado de manera
espectacular en buena medida gracias a la
combinacion de las técnicas citolégicas con-
vencionales con la tecnologia del ADN
recombinante que ha emergido en estos al-
timos decenios. Gracias a esta sinergia, hoy
podemos complementar la citogenética con-
vencional con técnicas enormemente poten-
tes que nos permiten detectar alteraciones a
nivel molecular, y que suelen agruparse bajo
una nueva disciplina denominada cito-
genética molecular.

Sin duda, la citogenética onco-he-
matolégica es uno de los campos que se ha
beneficiado especialmente de estos avances.
Buena muestra de ello es, por ejemplo, la
concesion del premio Lasker (considerado
por muchos como la antesala del Nobel) en
1998 a Peter Nowell, Janet Rowley y Alfred

Knudson por sus respectivas contribuciones
a la genética del cancer, Nowell fue el pri-
mero en describir el cromosoma Philadelphia
en pacientes con leucemia mieloide créni-
ca, en los afios en los que todavia no se
utilizaban técnicas de bandeo cromosdmico.
Posteriormente, la Dra. Rowley describié por
primera vez una translocacién asociada a una
leucemia (la que afecta a los cromosomas 8
y 21 en la leucemia mieloblastica aguda) e
identific6 el cromosoma Philadelphia como
una translocacién entre los cromosomas 9 y
22. Desde entonces, la citogenética ha se-
guido identificando alteraciones cromo-
sémicas recurrentes asociadas a determina-
dos procesos hematolégicos. Hoy en dia, la
citogenética molecular abre unas perspecti-
vas diagnésticas nuevas, facilita la mo-
nitorizacion y proporciona una informacién
valiosisima para determinar el prondstico y
orientar el tratamiento de numerosas
neoplasias hematoldgicas, con un indudable
beneficio para el paciente,

Desde su constitucién alrededor de la
persona de Don Alvaro del Amo, verdadero
pionero de la genética humana en este pais,
el Departamento de Genética de esta Uni-
versidad ha trabajado para acercar los avan-
ces en esta disciplina a la practica médica.
Durante los tltimos 10 anos, bajo el impulso
y la visién del profesor Arturo Gullén, este
Departamento se ha especializado en el es-
tudio de las alteraciones citogenéticas y
moleculares de patologias hematolégicas,
con la meta clara de incorporar al diagndsti-
co las nuevas técnicas que constantemente
surgen en un campo especialmente dinami-
co. Este esfuerzo nos ha llevado a familiari-
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zarnos con una tecnologia compleja v exi-
gente, pero enormemente gratificante y que
-por olra parle- nos permite compaginar la
actividad diagndstica diaria con la innova-
cién tecnologica v la investigacion basica.
Hustraré lo que acabo de decir con algunos
ejemplos.

La bibridacion in situ con sondas de ADN
marcadas con un flirorocromo, llamada
FISH», es el exponente mas claro y mejor
conocido de la nueva citogenética molecular,
Esta técnica se hizo popular en los anos 80
como método para el mapeo [isico de se-
cuencias de localizacion gendmica descono-
cida. En citogenética constitucional y
hematolégica, la hibridacion de sondas es-
pecificas sobre metafases de pacientes per-
mite detectar alteraciones cromosomicas que
no serian visibles por métodos citogenéticos
convencionales. La lista de sondas que utili-
zamos en el laboratorio aumenta constante-
mente, y es de esperar que esta tendencia
contintie a medida que el Proyecto Genoma
IMumano vaya desvelando la secuencia y
posicion de nuevos genes asociados con
procesos patolégicos.

Para determinados tipos de analisis en los
que tnicamente queremos determinar el nd-
mero de copias de una determinada secuen-
cia de DNA en una poblacién celular con-
creta, la posibilidad de utilizar la técnica de
FISH sobre niicleos interfdsicos ha supuesto
un notable avance, puesto que no es nece-
sario obtener un cultivo de células de la
médula 6sea de un paciente para conseguir
una buena preparacion de cromosomas
metafisicos. Esto acelera mucho el andlisis y
facilita la toma de decisiones en el entorno
clinico, con el consiguiente benelicio para
los pacientes. En el campo de las leucemias,
esta modificacion de la técnica es especial-
mente Glil para detectar translocaciones co-
nocidas, como por ejemplo la ya menciona-
da 9;22 de la leucemia mieloide cronica. Asi,
hoy podemos usar dos sondas distintas en
una misma reaccioén de hibridacién: una son-
da marcada con un fluorocromo verde que
va dirigida contra el gen BCR y otra sonda
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marcada con un [luorocromo rojo y dirigida
contra el gen ABL. Las células normales
muestran dos senales para cada una de las
sondas, correspondientes a las dos copias
de cada gen que lleva nuestro genoma, mien-
tras que las células portadoras de la
translocacion muestran una senal de cada
sonda junto con una tercera senal de fusion,
que aparece en un color diferente. Otro ejem-
plo de las posibilidades de esta tecnologia
es la reciente incorporacién a nuestra lista
de pruebas diagnosticas de la deteccion de
amplificacion del oncogén HER2/neu me-
diante FISH, gracias a la colaboracion con el
Servicio de Anatomia Patologica del Hospi-
tal de Navarra. En esta aplicacién concreta,
conseguimos cuantificar el nimero de sena-
les (y, por tanto, de copias genomicas de
este oncogén) que aparecen en nucleos
interfasicos en preparaciones histolégicas
obtenidas de bloques de parafina. Esta de-
terminacion complementa la informacion
obtenida mediante inmunohistoquimica, y
tiene un alto valor prondstico en pacientes
con cancer de mama. El lector interesado
puede acceder a la direccién hitp://
www.uncav.es/genetica/gallery.btml y ver
algunos ejemplos de las técnicas menciona-
das.

En otras ocasiones, sospechamos que exis-
te una alteracién cromosémica criptica sin
tener una idea muy clara de las regiones
genoémicas que pueden estar reordenadas,
Ante esto, el citogenetista molecular tiene la
posibilidad de pintar un cromosoma concreto
mediante métodos moleculares, con deter-
minadas mezclas de sondas fluorescentes que
hibridan con todo un cromosoma y sélo con
ese cromosoma (el método recibe el nom-
bre de «hromosome painting»). Si existe al-
guna pequena alleracién cromosémica, el
fragmento «pintados aparece en una posicion
diferente a la habitual. La mayor sofistica-
cion de esta téenica permite pintar cada uno
de los cromosomas en un color distinto, con
lo que en un s6lo andlisis se pueden detec-
tar todas las alteraciones posibles incluso
aunque no sean visibles por métodos con-
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vencionales. Esta técnica es el llamado «SKY-
FISH» (spectral karyotyping) y es quizis lo
mas novedoso en citogenética molecular,
pero el equipo necesario para el andlisis de
imagen es muy costoso y por eso la técnica
s6lo se realiza con fines de investigacion en
los centros mids avanzados. Nuestro Depar-
tamento trabaja en estrecha colaboracién con
el laboratorio de la Dra. Rowley para aplicar
esta téenica a neoplasias hematologicas, y
es de prever que en un futuro no muy leja-
no contemos con los medios materiales para
poder llevarla a cabo en Pamplona.

Una de las variaciones técnologicas mds
interesantes de los afos 90 es la llamada bi-
bridacion genémica comparativa (abrevia-
da como CGH), que permite comparar di-
rectamente dos genomas completos y detec-
tar la existencia de regiones cromosomicas
ausentes o amplificadas en uno de ellos res-
pecto del otro. En la version mds habitual
de esta técnica, ADN genémico de un sujeto
normal se marca con un fluorocromo y ADN
genomico de la muestra que queremos ana-
lizar se marca con otro fluorocromo distinto.
Una mezcla equimolar de ambos se hibrida
sobre una metafase normal y se cuantifica la
intensidad de la senal obtenida con cada una
de las sondas, utilizando métodos de andli-
sis de imagen bastante sofisticados. Si am-
bos ADN son normales, el cociente de in-
tensidades debe mantenerse en torno a 1,
mientras que la presencia de regiones
genémicas amplificadas o delecionadas en
el ADN de la muestra se traducird en un co-
ciente de intensidades significativamente dis-
tinto de 1 en esa region. Esta técnica es es-
pecialmente qtil para detectar alteraciones
cromosomicas en tumores sélidos, habitual-
mente muy dificiles de estudiar por
citogenética convencional. La imple-
mentacion de esta técnica en el Departamen-
to nos ha permitido ampliar nuestro campo
de interés a los tumores sélidos, y actual-
mente la estamos aplicando a la identifica-
cién de alteraciones genomicas recurrentes
en cancer de mama, tumores intracraneales
y otros tumores sélidos.
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No quiero terminar sin citar nuestra mis
reciente adquisicion al arsenal de técnicas
citogenéticas moleculares: FICTION, Se trata
de combinar multi-FISIT (FISH para varios
genes, utilizando varias sondas a la vez) con
técnicas inmunocitolégicas frente a determi-
nados marcadores de membrana que permi-
tan identificar un tipo celular en una mezcla
compleja de células, Este es un problema
frecuente en determinadas ncoplasias
hematolégicas, en que queremos analizar los
cambios cromosémicos en células tumorales
que se encuentran mezcladas con células
normales en médula ésea o sangre periférica.
Gracias a la colaboracién con el Departa-
mento de Genética de la Universidad de Kiel,
pionero en esta tecnologia, esperamos po-
der analizar hasta ocho regiones genomicas
distintas en una misma reaccion,

Como ya he mencionado, todo lo dicho
hasta ahora persigue un tnico fin: mejorar
la calidad de los medios diagnésticos a dis-
posicion de los pacientes oncoldgicos, y fa-
cilitar la toma de decisiones terapéuticas
mediante la obtencion de informacién con
valor pronéstico. Actualmente, el Departa-
mento estudia alrededor de 1.500 muestras
al ano, procedentes de TTospitales de la Co-
munidad Navarra y de Comunidades Auté-
nomas vecinas. Nuestra ilusién y nuestro reto
es poner a disposicion de todos ellos las tec-
nologias mis avanzadas en esta parcela con-
creta, como parte del servicio que toda Uni-
versidad debe prestar a la sociedad en la
que esla inmersa y de la que nace.

Alquien dijo que detrds de una gran obra
siempre hay una persona cansada. Creo que
no exagero si digo que en este caso han sido
muchas las personas que han empleado sus
mejores energias a lo largo.de muchos anos.
Es obvio que el alto grado de especializa-
cién que hemos alcanzado no se puede ex-
plicar solamente por la excelente prepara-
cién técnica del personal del laboratorio.
Pienso que, por encima de todo, hay un
equipo humano que durante afos ha mos-
trado una ilusion inquebrantable y una cali-
dad humana que constituyen un auténtico
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ejemplo para los que nos
hemos incorporado al De-
partamento mis reciente-
mente. Por otra parte, sin
el apoyo de las personas
que se dedican al desarro-
llo de las aplicaciones
diagnosticas de la genética
molecular o a la investiga-
cion en aspectos mas basi-
cos de la biologia mo-
lecular, la mayoria de las
técnicas mencionadas no
podrian llevarse a cabo sa-
tisfactoriamente. Sin duda
alguna, nuestra principal
fuerza radica precisamente
en la buena comunicacion
dentro de un equipo
multidisciplinar y en la
identificacién de todos con
un proyecto comun, rasgos
tan caracteristicos de nues-
tra Universidad.
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