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A Tabril del 2003 es va completar el
Projecte Genoma Huma (PGH) amb
I'obtencié de la seqiiencia completa del
genoma huma, accessible per a tota la
comunitat cientifica. Sens dubte aquesta
va ser una fita sense precedents en la
historia de les ciencies biomediques.
I’exit en la seqiienciacié del genoma
huma i d’altres especies va generar
una quantitat increible d’informacio
endinsant-nos en lanomenada era del
post genoma, en la qual estudi dels
productes d’aquests gens i la seva funcio
son un dels reptes a assolir. Iaplicacié
de noves eines moleculars és el que
fa avancar aquest projecte, alhora que
permet també concixer els mecanismes
de desenvolupament de les cél lules
neoplasiques. Aquest coneixement es
pot transferir amb certa rapidesa a la
practica clinica, particularment per ajudar
en el diagnostic i poder establir millors
criteris pronostics. També ens permet el
reconeixement de diferents malalties que
els criteris morfologics o fenotipics no
poden distingir.

Les cel lules neoplasiques es caracteritzen
per ser gencticament inestables. Aquesta
inestabilitat pot assumir diferents formes,
per exemple, en la dificultat d’algunes
cel lules de mantenir la integritat dels
seus cromosomes, €Osa que comporta
anomalies en el seu cariotip.
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Algunes noves eines de diagnostic molecular i
citogenética com la Hibridacié 7z situ fluorescent
(FISH), FISH Multicolor, la Hibridacié Genomica
Comparada (CGH) i els microarrays, possibiliten
Pestudi d’aquestes anomalies de forma molt més
acurada.

Técniques d’estudi de les alteracions cromo-
somiques

Les tecniques emprades per lestudi de les
alteracions cromosomiques han anat canviant i
essent modificades al llarg del temps. En linies
generals 1 per ordre cronologic, podem diferenciar
3 técniques basiques: la citogenética convencional,
la hibridaci6é i situ fluorescent (incloent el pintat
cromosomic), el FISH multicolor i la Hibridacio
Genomica Comparada (CGH).

- Hibridacié in situ fluorescent (FISH)

La tecnica de FISH permet la deteccid i localitzacio
DNA

cromosomes metafasics i nuclis interfasics, utilitzant

de seqiencies especifiques de sobre
sondes especifiques marcades amb fluorescencia.
Depenent del tipus d’alteracié que volem estudiar,
podem utilitzar diferents tipus de sondes: les sondes
hibriden
amb el centromer de cada cromosoma donant un

centromeriques,  que especificament
senyal gran i que s’utilitzen per detectar alteracions
cromosomiques  numeriques  (monosomies 1
trisomies), o bé les sondes de seqiiencia unica (o
sondes especifiques de locus), els nivells de deteccié
de les quals varien entre 1 kb i 300 kb. Aquestes
darreres s’utilitzen per detectar tant alteracions
numeriques com estructurals d’un locus concret
(sindromes de microdelecions i reorganitzacio
d’oncogens). Posteriorment, es van desenvolupar les
sondes de pintat cromosomic, que hibriden amb tot
un cromosoma determinat. Aquestes s’utilitzen per
identificar reordenaments estructurals que donen

lloc a cromosomes marcadors i reorganitzacions.

- FISH Multicolor (M-FISH)

La FISH Multicolor ha revolucionat el mén de
la citogenctica en els darrers anys, permetent
la identificacié dels 24 cromosomes humans
mitjancant un marcatge fluorescent que els déna un
color especific i diferencial a cadascun. I’M-FISH
es basa en la hibridacié conjunta de 24 sondes de
pintat cromosomic sobre metafases tumorals. Els 24
colors s’obtenen de la combinaci6 de 5 fluorocroms
diferents, i el resultat final és una imatge en la
qual cada parella de cromosomes és d’un color
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Figura 1.

A) FISH sobre nuclis interfasics amb sonda del centromer del cromosoma 12.

B) FISH sobre nuclis interfasics amb sonda locus especifica de P53 a 17p13 (vermell) i del
centromer del cromosoma 17 (verd).

C) FISH amb sonda de pintat del cromosoma 8.

D) M-FISH
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Figura 2.

A) Esquema de la técnica CGH. E1 DNA tumoral i normal es marca amb diferents fluorocroms
(p.e. tumor amb verd i normal amb vermell), i s’hibriden sobre extensions metafasiques
normals.

B) Imatge d’'una CGH en la qual el DNA tumoral esta marcat amb fluorocrom verd i el normal
amb vermell, per tant, els guanys cromosomics del tumor es detecten amb verd i les pérdues
amb vermell.

C) Perfil dels cromosomes corresponents a la hibridacié de la CGH anterior, les linies de la dreta
del cromosoma (barra verda) representen els guanys i les linies de I'esquerra (barra vermella)
representen les perdues cromosomiques.



diferent. I’M-FISH pot ser utilitzat per a la identificacid
d’anormalitats cromosomiques com les translocacions
criptiques, duplicacions i determinats tipus d’amplificacions i
delecions. Aquesta técnica suposa un avantatge considerable
respecte a la citogenctica convencional utilitzada fins ara,
la qual identificava cada cromosoma mitjancant un patrd
de bandes. El principal inconvenient és que es necessiten
cel lules tumorals en divisi6, de manera que els tumors poc
proliferatius no poden estudiar-se mitjancant M-FISH. Una
altra de les limitacions d’aquesta técnica és que no dona
informaci6 sobre canvis intracromosomics (Figura 1).

- Hibridacié Genomica Comparada (CGH)

LLa Hibridacié6 Genomica Comparada (CGH) és una técnica
de garbell que permet detectar guanys i perdues de material en
tot el genoma en un unic experiment d’hibridaci6 a partir de
DNA extret del tumor. I.a CGH es fonamenta en un procés
d’hibridacié competitiva entre DNA tumoral i DNA normal
marcats amb fluorocroms diferents sobre metafases normals,
i la posterior quantificacié de la diferencia d’intensitats
d’aquests fluorocroms. Aixi, si el tumor té un guany en una
regié cromosomica dominara la seva fluorescéncia respecte
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fragment d’acid nucleic

Figura 3. Visi6 augmentada d’un microarray de DNA.

al DNA normal, i si té una perdua, a linrevés (Figura 2). La
CGH és una tecnica molt valuosa per a identificar guanys
de regions que inclouen oncogens o perdues de parts del
genoma que inclouen gens supressors de tumors.

Queé soén els Microarrays?
Els Microarrays de DNA consisteixen en una matriu solida

sobre la qual se situen de forma ordenada milers de fragments
de DNA, que poden ser cDNA, oligonucleotids, cromosomes

Cada punt correspon a un determinat

artificials de bacteris, etc. (Figura 3). Els Microarrays, igual
que les tecniques descrites anteriorment, es basen en la
hibridacié complementaria entre cadenes d’acids nucleics
per formar molecules de doble cadena. I.a mostra sota estudi
(DNA, RNA o cDNA ) és marcada utilitzant radioactivitat o
fluorescencia i es diposita sobre la superficie de I'array per a
la seva hibridacié. Després d’una serie de rentats, el complex
mostra-sonda es manté unit sobre la matriu del microarray.
La quantitat de mostra que hagi hibridat amb la sonda es
quantifica mitjancant sistemes de detecci6 fluorescent (Figura
4). Aquesta tecnologia permet I'analisi simultania de milers
de variables en una sola mostra de forma rapida i eficient.
En Tactualitat els cientifics fan servir diferents plataformes
d’arrays de DNA que es diferencien en la naturalesa de les
molecules d’acid nucleic immobilitzades a la matriu per donar
respostes a diferents qiiestions d’escala genomica.

Un exemple d’aquests arrays de DNA sén el BACarrays, els
quals suposen una millora considerable a nivell de resolucié
respecte la CGH. I.a CGH detecta aquests guanys i perdues
amb una resolucié limitada, de manera que no és possible
detectar el canvis que impliquin segments inferiors a 7-10 Mb.
Els BACarrays detecten aquests canvis, també per hibridacié
competitiva amb marcatge diferencial, i ofereixen una
quantificacié del canvi del nombre de copies de DNA per a
:ada locus, augmentant de manera considerable la resolucio.

La transcriptomica i els arrays d’expressio génica

3l conjunt ’RNA missatger que s’expressa en una cel lula
:n un moment determinat és el transcriptoma de la cel lula

és especific del tipus de cellula i del seu estat. El patré
Texpressié dels RNA missatgers d’una cel lula determina
2] fenotip, la funcié i la seva resposta a canvis en el medi
imbient o estimuls externs.

_a utilitzaci6é dels microarrays en l'estudi del transcriptoma
le les cel lules permet analitzar les diferencies en expressio
sénica en diferents condicions ( teixit normal versus teixit
»atologic, resposta al tractament, etc.) i per tant poden ajudar
ventendre les funcions cel Julars, els mecanismes de regulacio
els patrons bioquimics de la cél 1ula neoplasica.

Es poden desenvolupar arrays ‘a la carta’ que continguin
els gens associats al desenvolupament o progressié de
determinats tumors.

Per tant 'objectiu final és poder identificar dianes moleculars
les quals es puguin utilitzar per a dissenyar tractaments més
adequats i eficagos, avancant cap a un futur en el qual cada
pacient gaudira d’un tractament personalitzat, atés que la
malaltia de cada persona és unica i per tant cada malalt ha de
ser tractat de forma individualitzada. En resum, es tractaria
d’una medicina que analitzés molecularment les malalties
i oferfs tractaments dirigits a les bases moleculars de la
malaltia.
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Figura 4. Esquema de la técnica de Microarrays
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Aillament DNA/RNA

Silvia Bea és Llicenciada en
Biologia per la Universitat
Autonoma de Barcelona i
Doctora en Biologia per la
Universitat de  Barcelona
amb el treball “Alteracions
cromosomiques i moleculars
en limfomes No-Hodkin humans i el seu
significat clinic i biologic”, pel qual obtingué el
Premi Extraordinari de Doctorat corresponent
a 'any académic 2002/03. Durant la realitzaci6
de la tesi doctoral va fer una estada al National
Cancer Institute-NIH (Bethesda, MD, USA)
on realitza estudis de transfeccié d’oncogens
en linies cel lulars hematologiques.

Ha publicat més de 20 articles en revistes
cientifiques. En I'actualitat treballa al laboratori
de Patologia Molecular de PIDIBAPS- Hospital
Clinic, on dirigeix la seva propia linia de recerca
sobre Pestudi de les alteracions moleculars en
els limfomes humans i la relaci6 d’aquestes
alteracions amb el pronostic dels malalts.

Tes seves areces d’interés son el desenvolu-
pament de noves tecnologies relacionades amb
la citogenética, com per exemple la CGH i els
BAC arrays.

Pedro Jares ¢és llicenciat
en Ciencies Biologiques i
doctor per la Universitat de
Barcelona pel treball “Activacio
i inactivacié de gens reguladors
del cicle cel lular en el desen-
volupament i progressi6 de
neoplasies  humanes (ciclina
D1, Retinoblastoma, pl6 i p21)” pel qual va
rebre el Premi Extraordinari de Doctorat
corresponent a lany académic  1996/97.
Va cursar la seva formacié postdoctoral al
Departament de Bioquimica de la Universitat
de Dundee (Scotland) al grup Chromosome
Replication Research dirigit pel Dr. J. Blow, on
va treballar en Pestudi del control de Iinici de
la replicacié del DNA. Posteriorment, va fer
una estada al Advanced Technology Center
del NCI/NIH (Gaithersburg, MD, USA) on
va entrar en contacte amb la tecnologia dels
microarrays de DNA. El 2002 es va incorporar
com a responsable de la Unitat de Genomica de
PIDIBAPS-Hospital Clinic de Barcelona.

Les seves arees d’interes son el desenvolupament
de noves tecnologies relacionades amb els
microarrays de DNA i les seves aplicacions,
sense deixar de banda lestudi de les alteracions
moleculars implicades en el processos neoplasics,
principalment hematologics.

Actualment treballa en Pestudi del paper de les
alteracions dels gens implicats en el control de
la replicacié del DNA en la genesi i progressio
de tumors humans, i en la identificacié i
caracteritzacié de nous gens supressors de
tumors mitjan¢ant microarrays de DNA.




