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"Nueva era del Dx Molecular”

v"Avances recientes
v Gendmica
v Protedmica
v Bioinformatica




Dx Molecular

v"Uso de técnicas moleculares para la
deteccion de alteraciones en

v ADN (mutacion, delecion, amplificacidn,
translocacion, etc)

v mMRNA
v Proteinas (expresion)

v Ayudan en el diagndstico, subclasificacion,

prediccion del prondstico, seleccién de
tratamiento y monitorizacion o respuesta a
tratamiento




. Se necesitan estudios

moleculares?

v MO/ME, IHQ no identifican de manera
especifica todas las alteraciones
patoldgicas (p.e. tumores, infecc, etc)

v Tumores morfoldgicamente idénticos pero de
comportamiento diferente

v Algunos cambios moleculares predicen la
respuesta a diferentes modalidades de
tratamiento




v Disponibilidad + Buen uso =

Incentivo para la investigacion de
transferencia

v Esfuerzo comun y continuo intercambio de
informacion y resultados entre laboratorio
y la clinica




Técnicas de Citogenética

Técnicas de hibridacion in situ

v" fluorescencia (FISH)

v" cromogénica con digoxigenina (CISH)

v plata (SISH)

v SKY (Spectral Karyotyping)

v  M-FISH (multicolor-FISH)

v C6H (Comparative Genomic Hybridization)

v' Cariotipo




Hibridacion /n situ: Historia

v'Gall y Pardue (1969)

Xenopus laevis (rana
africana de ufias)

» Hibridacion de RNA y
DNA en ovocitos
* Marcaje de sondas RNA
con radioisétopos (Tritio)
* Deteccion por
autorradiografia
*En tj conectivo, poco
sensible (exposicion >2m)
- Modificaciones:
desnaturalizacion, RNA
sintetizado /n vitro




Hibridacion /n situ: Historia

v’ Taylor y Burns (1974): Ig en céls plasmaticas

v'Harper et al (1981): gen de la Insulina en
cromosomas metafasicos

v'Coghlan et al (1985-6): detecta bajo n° de
copias de mRNAs

v'"Haase et al
v1990's desarrollo de IS-RT-PCR, aplicacion en Dx
histoldgico
v1998: desarrollo de métodos de HIS que detectan
bajo n copias Ac Nucl




Problemas HIS pre-90's

v"Sondas marcadas con isotopos
radioactivos (Tritio, #P, *°*S, ¥°I, 3H, *3P)

v'Riesgo de uso de material radioactivo

v'Deteccion con placa de Rx o
autorradiografia

v Tiempo requerido para la deteccidn




Marcadores actuales

v" Antigénicos
v Biotina, Digoxigenina, fostatasa alcalina

v Fluorescentes
v Fluoresceina, Rodamina, Texas Red




HIS: Aplicaciones

v'Dx alteraciones genéticas en
neoplasias

v Terapéutica: Amplificacion/delecion
(HERZ, TOPZA, 1p/19q)
v Hematoldgicas: Translocaciones

v' Deteccion de virus

v HPV, EBV, CMV
v Citogenética




v Dra Marta Salido (H del Mar, Barcelona)

v Cariotipo. Aplicaciones al diagnéstico hematoldgico y
de tfumores sélidos

v Técnicas de multicolor-ISH: SKY, M-FISH

v Sra M Dolores Duran (HGU Alicante)
v La técnica de FISH

v Dra Beatriz Fernandez-Rodriguez (CHU Santiago
de Compostela)

v La técnica de CISH




