Universitat
de Barcelona

Biomarcadores en cancer colorrectal:
metaloproteinasa 7 en pacientes intervenidos y
mutaciones tras progresion a terapias anti-EGFR

en enfermedad metastasica

Alejandro Martinez Fernandez

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacio de les seglients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Diposit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual Unicament per a usos privats emmarcats en activitats
d’investigacié i docéncia. No s’'autoritza la seva reproduccié amb finalitats de lucre ni la seva difusié i posada a disposicié
des d’'un lloc alié al servei TDX ni al Diposit Digital de la UB. No s’autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra o
marc alié a TDX o al Diposit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacio de la
tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB (diposit.ub.edu)
ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual Unicamente para usos privados enmarcados en
actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproduccion con finalidades de lucro ni su difusion y puesta a
disposicion desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza la presentacion de su
contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta reserva de derechos afecta
tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacion o cita de partes de la tesis es obligado
indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you’re accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the TDX
(www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository.
Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not authorized
(framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or citation of
parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




BIOMARCADORES EN CANCER COLORRECTAL:
METALOPROTEINASA 7 EN PACIENTES INTERVENIDOS Y
MUTACIONES TRAS PROGRESION A TERAPIAS ANTI-EGFR EN

ENFERMEDAD METASTASICA.

Tesis presentada por
Alejandro Martinez Fernandez

para aspirar a la titulacion de Doctor en Medicina

Directores de la tesis:
Dr. Joan Albanell Mestres

Dra. Clara Montagut Viladot
Tutora de Tesis

Dr. Pere Gascoén Vilaplana

Programa de Oncologia Molecular y Translacional
Facultat de Medicina

Universitat de Barcelona

Barcelona, 2014



. HIPOTESIS Y OBJETIVOS






Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.1 HIPOTESIS

Este proyecto aborda dos hipétesis complementarias potencialmente

relevantes para determinar posibles biomarcadores en cancer colorrectal:

1. MMP-7 degrada la matriz extracelular favoreciendo el crecimiento
tumoral y la diseminacion a distancia. El valor de MMP-7 en suero puede
ser un biomarcador que prediga un peor prondstico de la enfermedad en
el momento del diagnéstico. El andlisis puede determinarse
directamente mediante una analitica sanguinea de manera asistencial

sin necesidad de utilizar muestras histologicas tumorales.

2. Los tumores sensibles al tratamiento con cetuximab sufren la aparicion
eventos genéticos que conllevan la adquisicion de resistencias al
tratamiento. La comparacion entre mutaciones y amplificaciones
genéticas antes y después del tratamiento con cetuximab explicaria las
diferentes estrategias para desarrollar resistencias. EI conocimiento de
estos mecanismos podrian ofrecer algun tratamiento dirigido a revertir
esta resistencia. El estudio genético puede ser también determinado en
sangre periférica, permitiendo monitorizar los pacientes sin necesidad de

técnicas agresivas y detectar la aparicion de eventos de manera precoz.
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lI.11 OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto de tesis es determinar nuevos
biomarcadores prondsticos y predictivos de resistencia al tratamiento en el
cancer colorrectal. De manera mas especifica y en relacion a las hipotesis

planteadas, los objetivos de este proyecto seran:

1. Definir el papel prondstico de la concentracion de Matrilisina (MMP-7)
plasmatica en pacientes diagnosticados de cancer colorrectal previo al

tratamiento quirdrgicamente con intencién curativa.

2. Determinar los cambios moleculares en las vias de sefializacion
activadas por EGFR que aparecen en los pacientes tras adquirir
resistencia al tratamiento con cetuximab, en biopsias tumorales y sangre

periférica.
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IIl.MATERIAL Y METODOS

l11.1 MMP-7 COMO FACTOR PRONOSTICO EN CANCER

COLORRECTAL RESECABLE

l.I.I PACIENTES

El trabajo se disefia como un estudio prospectivo con una cohorte. Los
pacientes eran inicialmente reclutados para el estudio en el Servicio de Cirugia
Digestiva del Hospital Clinic de Barcelona. Se valoraron los siguientes criterios

de inclusion:

e Tener una edad superior a 18 afios
e Diagnostico de sospecha de adenocarcinoma colorrectal
e Tener la indicaciéon de cirugia con curativa radical

e Firmar y aceptar el consentimiento informado

Como criterios de exclusiéon fueron definidos:

e Presencia de metastasis a distancia
e Contraindicacién médica a la reseccion quirurgica.
e Deseo personal de no ser intervenido quirdrgicamente

e Subtipo histologico diferente al de adenocarcinoma

En todos los pacientes era obligatorio realizar un estudio de extension
radiolégico para confirmar la ausencia de lesiones a distancia y obtener el

estadio clinico previo a la cirugia. Este estudio se realizaba mediante
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radiografia de térax o tomografia computarizada (TC) de térax asociada a un
estudio abdominal mediante ecografia o TC. Una vez que cada paciente
firmaba el correspondiente consentimiento informado, se recogian los
antecedentes meédicos, los hallazgos de la exploracion fisica y los valores de

hemograma, funcion hepatica y renal obtenidos previamente al acto quirargico.

En el caso de que el paciente estuviera diagnosticado de una neoplasia
localizada en el recto, era obligatorio ademas disponer del resultado de un
estudio ecoendoscopico sobre el tumor primario. Si se correspondian a una
afectacion local T3 o T4, los pacientes podian realizar tratamiento
neoadyuvante con quimioterapia (225 mg/m? de 5-Fluorouracilo 5 dias a la
semana en infusién continua) concomitante con radioterapia (45 Grays (Gy) a

dosis de 1,8 Gy por sesion).

Siguiendo los protocolos de tratamiento del Hospital Clinic, los pacientes eran
intervenidos siguiendo los estandares de cada tipo de reseccién para obtener
una reseccién completa, con margenes libres y con suficientes estructuras
adenopaticas para su analisis histologico. Tras el acto quirargico los pacientes
estadio Il y Il fueron evaluados por un oncologo médico para decidir la
administracion o no de tratamiento adyuvante con quimioterapia basado en 5-
Fluorouracilo. El seguimiento clinico de los pacientes incluidos se realizaba
cada tres meses los dos primeros afios y cada seis meses los tres posteriores.
Se realizaban determinaciones plasmaticas del Antigeno Carcinoembrionario

(CEA) previo a cada control de seguimiento. En cuanto al resto de
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exploraciones, cada seis meses los dos primeros afios y anualmente los tres
restantes se realizaban una ecografia abdominal o TC en caso de tratarse de
una neoplasia localizada en colon o recto respectivamente. Asimismo, a todos
los pacientes se les realizaba una radiografia de torax anual y una
fibrocolonoscopia cada dos afios. El estudio recibio la aprobacion del Comité
Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinic de Barcelona, cumpliéndose la

legalidad vigente en investigacion biomédica y la Declaracion de Helsinki.

l11.1.11 OBTENCION DE MUESTRAS Y DETERMINACION DE MMP-7

Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron sometidos a una extraccién
sanguinea en un tubo carente de anticoagulante dentro de los diez dias previos
a la reseccion quirdrgica. Tras su obtencion, todas las muestras obtenidas
fueron inmediatamente centrifugadas a 1500 rpm durante 15 minutos y el
sobrenadante (suero del paciente) fue almacenado a -80 grados centigrados

hasta su analisis.

La concentracién en sangre de MMP-7 se determind mediante un analisis
cuantitativo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) usando un kit
comercial (Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, USA). Todas las muestras
se analizaron por duplicado. En el caso de obtener un valor superior del rango
recomendado del ensayo, las muestras se diluyeron mediante un diluyente
calibrador aportado por el fabricante para obtener valores que estuvieran

incluidos en el rango del ensayo.
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La determinacion mediante ELISA se realiz6 siguiendo la metodologia
especificada en el protocolo del fabricante. La base fisica fue un soporte sélido
formado por pocillos en los que se encontraban unidos anticuerpos especificos
contra MMP-7 humana. Se afiadian 100 pl de solucién diluyente a cada pozo y
posteriormente 50 pl del suero obtenido de los pacientes. Se incubaba durante
2 horas en un agitador horizontal a 500 revoluciones por minuto (rpm). En dos
lineas de los pocillos de cada placa se afiadia una solucién con MMP-7 a
concentraciones determinadas como control positivo y como calibrador; y en
otra linea solo se afiadi6 la solucién diluyente como control negativo de la

técnica (Figura 17).

Tras las 2 horas de incubacion, se realizaban 4 lavados consistentes en la
aspiracion del medio de cada pozo y la adicion de 400 ul de una solucién
administrada por el fabricante. Posteriormente se afiadia 200 pl de una
solucion de anticuerpo anti-MMP-7 conjugada con peroxidasa y se incubaba
otras 2 horas en agitacion. Se realizaban lavados de los pozos siguiendo el
mismo protocolo del lavado previo y posteriormente se afiadian 200 pl de una
solucion sustrato formada por peréxido de hidrogeno y tetrametilbenzidina. Esta
altima quedaba oxidada dando lugar a un residuo amarillo. Tras 30 minutos de
incubacion se afiadia acido sulfarico 2N para interrumpir la reaccion y el
resultado del test se determinaba mediante colorimetria de cada pocillo. Para
obtener los valores del test, se determinaba la densidad éptica a 450 nM,
restandose el valor de 540 nM. Mediante los pozos control y las diluciones de
calibrado, se obtenia la concentracién de MMP-7 en cada muestra sanguinea
(Figura 17).
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.11l METODOS ESTADISITICOS

Para el analisis estadistico se utilizo el programa SPSS versiéon 14.0. Las
variables clinicas finalmente incluidas en el analisis fueron: género, fecha de
nacimiento, fecha de la cirugia, tipo de cirugia (asistida por laparoscopia o
reseccion abierta), localizacién del tumor, estadio patolégico, nimero de
ganglios linfaticos evaluados, administracion de tratamiento adyuvante, fecha y
lugar de la recurrencia, tratamiento de la recurrencia, fecha de ultimo
seguimiento o de muerte y causa de la muerte. Las variables analiticas fueron:
valores de MMP-7, CEA, bilirrubina, ALAT, ASAT, fosfatasa alcalina y
creatinina.
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Todas las variables fueron inicialmente evaluadas mediante el test Shapiro-Wilk
para determinar su normalidad o no. Las variables cuantitativas fueron
posteriormente comparadas mediante el test Student t (distribucién normal) o el
test Mann-Whitney U (distribucion no normal). Las variables con caracteristicas
categoricas se compararon utilizando el test Chi-cuadrado o el test exacto de
Fisher en caso de no cumplirse los criterios para el uso de Chi-cuadrado (mas

de cinco casos en al menos 80% de las categorias).

La Supervivencia Global (SG) se determin6é como el tiempo desde la cirugia
hasta la muerte o Ultimo seguimiento del paciente. Supervivencia libre de
enfermedad (SLE) fue definido como el tiempo transcurrido desde la cirugia

hasta la recidiva, muerte o ultimo seguimiento del paciente.

El papel de MMP-7 como factor pronéstico fue evaluado mediante dos modelos
Cox de medianas proporcionales, uno para cada variable dependiente (SG y
SLE). Las variables independientes incluidas en el modelo Cox, ademas de
MMP-7, fueron edad, estadio T, estadio N, CEA y tipo de cirugia. Los individuos
con alguna de estas variables desconocidas fueron excluidos del analisis. Las
variables cuantitativas se incluyeron como continuas para evitar puntos de
cortes arbitrarios, a excepcién de la afectacion ganglionar (N). En este caso, se
introdujo en forma de dos categorias, negativo (NO) y positivo (N1 y N2). El
motivo fue que el bajo nimero de pacientes clasificados como N2 generaban
intervalos de confianza excesivamente amplios al afiadirlos al estudio

multivariante.
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El modelo Cox se calcul6 mediante métodos de eliminacion consecutivos de
manera automatizada (inclusion de las variables con resultado P<0.05 y
exclusion de las variables con P=0.10). De esta manera se obtuvo el mejor
modelo de dependencia. Las variables excluidas mediante este método
automatizado se incluyeron nuevamente una por una en el analisis para
determinar si existia algun efecto de confusion; definido como el cambio de la
Hazard Ratio de MMP-7 superior al 10% al incluir la variable. Finalmente se
eligio el modelo con mayor potencia de prediccién segun el coeficiente de
determinacién. Asimismo, se realizé una estimacion de la probabilidad de
recidiva usando diferentes patrones de variables independientes mediante el

modelo Cox.

Ademas, se realiz6 una clasificacion de los pacientes en dos grupos en base al
valor mediana de la concentracién plasmatica de MMP-7. Se definié un grupo
con valores inferiores a la mediana (MMP-7 reducida) y un grupo con valores
igual o superiores a la mediana (MMP-7 elevada). Esta clasificacion fue
utilizada para expresar graficamente la SG y la SLE mediante curvas Kaplan-
Meier y determinar la dependencia de las variables de supervivencia con
valores de MMP-7 mediante el uso del test log-rank. Todos los valores de P se

evaluaron de manera bilateral.
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l1l.Il DETERMINACION DE EVENTOS GENETICOS EN

PACIENTES RESISTENTES A CETUXIMAB

[1.11.LI PACIENTES

El estudio se plante6 como una prueba de concepto para caracterizar la
presentacion de los eventos moleculares que emergen tras el tratamiento con
cetuximab en la practica clinica. Se disefi6 como un estudio prospectivo
descriptivo. Se definieron como criterios de inclusion que fueran pacientes
diagnosticados de cancer colorrectal metastasico, que presentaran progresion
al tratamiento con cetuximab en monoterapia 0 combinado con quimioterapia, y
gue previamente a la progresion debian haber presentado una respuesta
parcial o una estabilizacidén de la enfermedad durante al menos 16 semanas

segun criterios radiol6gicos RECIST 1.1.

Todos los pacientes fueron tratados en el Servicio de Oncologia Médica del
Hospital del Mar (Barcelona) entre enero de 2010 y junio de 2013. Los
participantes debian aceptar su inclusién mediante la firma de un
consentimiento informado. Este estudio fue aprobado por el Comité Etico del
centro (CEIC-2012/4741/1), cumpliéndose la legalidad vigente en Investigacion
Biomédica y la Declaracion de Helsinki. Todos los pacientes fueron informados
de las caracteristicas del estudio, de los objetivos de la realizacion de técnicas

invasivas para la obtencion de muestra tumoral y de los potenciales riesgos de
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dichas técnicas mediante un consentimiento informado especifico sobre cada

técnica diagnostica.

En el estudio Unicamente se incluyeron aquellos pacientes en los que las
muestras biolégicas antes y después del tratamiento con cetuximab eran de
buena calidad, y en los que se preveia disponer de material suficiente para
realizar los andlisis. De entre los pacientes incluidos, en 34 se recogieron dos
muestras de manera prospectiva para este estudio, y en 3 casos se analizaron

ademas otras biopsias obtenidas en el contexto de su tratamiento médico.

La biopsia tumoral obtenida durante el proceso diagnéstico de la enfermedad
fue la utilizada como muestra pre-tratamiento (inicial). En la mayoria de los
casos, esta muestra se obtuvo directamente del tumor primario a través de una
colonoscopia. No se realizaron biopsias de las lesiones metastasicas de
manera rutinaria a excepcion de que fuera necesaria para confirmar el
diagnéstico de extension. Las muestras se obtuvieron del Banco de Tumores

del Hospital del Mar (MarBiobank).

Este estudio incluia una nueva biopsia tras la progresion al tratamiento, que los
pacientes consentian realizar. Por razones éticas, las biopsias se obtenian de
la lesion mas accesible para realizar el procedimiento diagnostico y que menor
riesgo pudiera tener para el paciente. Una enmienda al protocolo del estudio

afiadio que, en el caso de detectar mutaciones en el tejido tumoral, se ampliaba
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la deteccion de las mismas en sangre periférica para la deteccion de dichas
mutaciones. Por este motivo, la deteccion de mutaciones en sangre periférica

no fue aplicada a todos los pacientes de este estudio.

[11.11.1 SECUENCIACION GENETICA

El analisis de mutaciones comprendié el estudio de varios genes relacionados
con las vias de sefalizacion activadas por EGFR y de los que existia alguna
evidencia publicada de su potencial efecto como posible elemento de
resistencia al tratamiento con cetuximab. Se determinaron las mutaciones en
KRAS (exones 2, 3y 4), BRAF (exdn 15), NRAS (exones 2, 3, 4), PIK3CA
(exones 9y 20) y EGFR (exdn 12). Las secuencias cebadoras de la reaccion
PCR para cada secuenciacion se obtuvieron del kit comercial OncoBasic
(Segplexing, Valencia, Espafa) a excepcion del estudio en los KRAS y NRAS,
evaluados mediante el kit TheraScreen NRAS Pyror y TheraScreen KRAS
Pyror (Qiagen, Venlo, Holanda). Para el gen EGFR, se utilizaron secuencias

creadas especificamente para esta secuenciacion:

e EGFR EXON 12:
o F5-CAAAGTTTTCAGGGATACATTGTTTTT-3'

o R5-CGGTGACTTACTGCAGCTGTTTT-3'

Las muestras de sangre periférica se recogieron en tubos de extraccion
carentes de anticoagulante y fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 15
minutos, recogiéndose el sobrenadante. EI ADN presente en suero fue

purificado mediante el kit comercial QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit
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(Qiagen) en el que se purificé el ADN libre circulante. La extraccion de ADN del
tejido tumoral mediante el kit DNAeasy (Qiagen), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Una vez extraido, se analizaba la concentracion y pureza del ADN
mediante un test de absorbancia a una longitud de onda de 260 y 280
nandmetros con un espectrofotometro Nanodrop. Finalmente, las muestras
fueron congeladas a -80 grados centigrados hasta su analisis. La
secuenciacion se realizd mediante dos técnicas diferentes: secuenciacion
convencional usando el método de Sanger, y ultrasecuenciacion mediante la

técnica de pirosecuenciacion.

En este trabajo, la técnica de Sanger se realiz6 mediante la utilizacion del kit
comercial Sanger BigDye v3.1 (Applied Byosistems, Foster City, EEUU) y el
secuenciador genético 3500DX (Applied BioSystems) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En cada muestra analizada se afiadieron 4 ng de
ADN, las secuencias cebadoras de la reaccion a una concentracion final de 0.8
UM y la mezcla comercial de nucledétidos, polimerasa y tampon con un volumen
total de 10 ul. De manera automatizada se realizo la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). La sintesis de cada cadena era bloqueada por la union de
dideoxinucleétidos (nucleétidos sin el grupo hidroxilo del carbono 3) marcados.
Tras la conclusion de la PCR, el soporte ordené los fragmentos obtenidos a
través de un proceso de electroforesis y efectud la lectura de los resultados de

manera automatizada.
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Las técnicas de ultrasecuenciacion (deep-sequencing en inglés) permiten
detectar fragmentos de ADN presentes en muy pequefia proporcion en la
muestra analizada. Estos sistemas mejoran de manera significativa la
resolucién de la lectura de los fragmentos obtenidos, por lo que se pueden
multiplicar el numero de fragmentos a analizar. En este estudio se utiliza la
plataforma Next Generation Sequencing (NGS) 454 GS Junior (Roche Applied
Science, Mannheim, Alemania), que utiliza la técnica de pirosecuenciacion
(Margulies et al., 2005). Mediante los reactivos aportados por la plataforma, las
muestras fueron procesadas hasta obtener hebras Unicas de ADN de una
longitud comprendida entre 500 a 1000 pares de bases. Estas hebras fueron
afnadidas a un medio oleoso en donde eran atrapadas de manera individual por
microesferas liquidas conformadas por un tampon de reacciéon de PCR,
secuencias adaptadoras cebadoras y enzima polimerasa. Cada hebra fue
amplificada y posteriormente depositada de manera individual en la base de un
soporte de fibra éptica con 1.7 millones de micropozos. Tras liberar el ADN, se
realiz6 una nueva amplificacion por PCR, esta vez utilizando las secuencias
cebadoras especificas para cada gen a estudio. La plataforma inducia el
contacto de cada pozo con un nucleétido determinado. En caso de
corresponder al complementario de la secuencia a analizar, se producia la
union del nucleétido a la cadena, liberandose una molécula de pirofosfato. El
pirofosfato era reconocido por la enzima ATP sulfurilasa, sintetizandose ATP,
gue a su vez era degradado por una luciferasa emitiéndose una sefial luminica.
Si el nucledtido no correspondia con la secuencia complementaria, no se
producian estas reacciones enzimaticas y no se emitia la sefial. Este proceso

se iba repitiendo sucesivamente, variando cada vez los nucleétidos. La
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correlacion entre las sefiales luminicas y el nucleétido presente en el medio en
ese momento permitian conocer la secuencia del gen. La plataforma realiz6
todo el proceso de manera completamente automatizada. Los datos obtenidos
fueron procesados y analizados mediante el programa GS Amplicon Variant

Analyzer versiéon 2.5p1 (Roche).

En el caso de detectar la presencia de alguna mutacion, se confirmaban
mediante la técnica CAST-PCR (Applied Biosystems) siguiendo el protocolo del
fabricante. Se realizé un PCR utilizando cebadoras capaces Unicamente de
reconocer las secuencias mutadas y no las nativas. Ademas, a la reaccion se
afiadia un fragmento de ADN capaz de dimerizar y bloquear las secuencias no

mutadas, incrementando asi la sensibilidad de la técnica.

HIILII HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU (FISH)

El estudio del nUmero de copias genéticas se realiz6 mediante la técnica de
hibridacién fluorescente in situ (FISH) en el caso de mantener suficiente
material histoldgico tras los andlisis de mutaciones descritos previamente. Se
identifico la presencia de amplificaciones genéticas calculando el ratio de cada
gen con su control. Se evaluaron al menos 50 nlcleos para obtener el valor
medio, siendo positivos si el 10% de los ndcleos tenian un ratio superior a 2,2
para KRAS y HER2 y 2,9 en el caso de EGFR (Cappuzzo et al., 2008). Para
determinar el gen EGFR se utilizo el test LSI EGFR/CEP7 (Abbott Molecular
Inc., DesPlaines, IL), para KRAS el test KRAS/CEP12 (Abnova) y para HER2,

el test PathVysiont HERS/CEP17 (Abbott Laboratories, Green Oaks, IL).
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Para realizar la técnica de FISH, las muestras histolégicas fijadas en parafina
fueron inicialmente sometidas a un proceso de desparafinacion e hidratacion
sumergiéndolas en xileno y en concentraciones decrecientes de etanol en
agua. Posteriormente se desnaturalizé la doble cadena de ADN con tiocianato
de sodio 1N para permitir el acceso de una sonda fluorescente con una
secuencia complementaria a los genes estudio y a la secuencia control (CEP).
Tras una incubacién con las sondas comerciales y los respectivos lavados, el
corte histolégico fue analizado en un microscopio de fluorescencia para calcular
el ratio entre el gen a estudio y la secuencia control localizada en el centromero

del cromosoma donde se localizaba el gen problema.
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