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HIS : hibridación in situ

Capacidad que poseen los ácidos nucléicos
para hibridarse entre sí.

Permite detectar secuencias específicas de 
ácidos nucléicos en:

*cortes  tisulares

*células y cromosomas

Métodos de visualización

*Indirectos: biotina, digoxigenina

*Directos: el marcador está unido 
directamente a la sonda



ESTRUCTURA DE LOS ACIDOS 
NUCLEICOS

Constituidos por unidades elementales 
llamadas NUCLEÓTIDOS
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Cinética de la HIS
Temperatura

Longitud de sonda

Porcentaje de Guanina – Citosina

Homología sonda y secuencia diana

Composición de la solución lavado de 
Astringencia ( rigurosidad )



FISH
Utiliza moléculas fluorescentes para localizar in 

situ genes o fragmentos de ADN.



APLICACIÓN DEL FISH

Células en metafase (células en división)

Células en interfase:

- Requiere núcleos completos





•Secuencias de nucleótidos complementaria de la 
secuencia diana
Requiere obligatoriamente su marcaje para la 
detección:

- isótopos radioactivos, enzimas  y fluorocromos

- estable bajo diversas condiciones de 
temperatura, detergentes, disolventes, etc., y no 
afectar la reacción de hibridación 

SONDAS





TIPOS DE SONDAS
Centroméricas:

Detectan alteraciones en el número de 
cromosomas

Específicas de locus:

Detectan las translocaciones entre    
cromosomas

- Fusión

-Split o break-appart





Sondas de locus específico



CONSENSO







FISH: TIPOS DE MUESTRA

Biopsias o piezas quirúrgicas 

 Muestras tomadas con aguja gruesa (BAG)

 Muestras citológicas sólo si no hay muestra 
de tejido

 Muestras subóptimas:

- Defectos de fijación

- Artefactos de retracción

- Aplastamiento, étc…



FIJACIÓN
Formol neutro tamponado 10%

- No fijadores basados en alcohol o que contengan 
mercurio (Bouin, Zenker)

Se desaconsejan los métodos de fijación rápida 
(microondas)

Tiempo óptimo entre 24-48 h
- Menos de 24 h pueden dar falsos negativos 

Las muestras pequeñas (BAG) mínimo 6 h 

Citología: Alcohol absoluto, metanol/acetona 50% 



INCLUSIÓN Y MICROTOMÍA

Bloques de 1 y 1,5 cm de lado y 0,2 cm de espesor

Cortes recientes de 3-5 micras en portas 
tratados que impidan su despegamiento

Si los cortes no se utilizan se guardan parafinados

No más de 6 meses

Bloques almacenados mucho tiempo   !!!



PROTOCOLO
Pretratamiento: 

a)   Desenmascaramiento: 

Rompe los enlaces aldehído formados por el formol

95º-99º C

b)   Digestión enzimática: 
Digiere las proteínas a las que el ADN está

enrollado (histonas) para poder liberar la doble

hélice



Hibridación: 

a)  Desnaturalización: Permite abrir la doble cadena 
para exponer la zona del gen homóloga a la sonda 
marcada  82º-84º C

b)  Hibridación: Incubación toda la noche 45º C

c)  Astringencia: Lavado que elimina las uniones 
inespecíficas de la sonda en otras regiones no 
homólogas  65º C



METODOLOGÍA DEL FISH (DÍA 1)
1. Desparafinado e hidratación:

Xilol Etanol 100%      Etanol 96%     Etanol 75%    AD

2. Pretratamiento: Aplicar 95-99ºC durante 10 min.

3. Atemperar en el mismo tampón 15 min.

4. Tampón de lavado: 3 min.

5. Pepsina: 5-8 gotas, 10 min.

6. Tampón de lavado: 2 x 3 min.

7. Deshidratación:

Etanol 70%       Etanol 85%       Etanol 96%      Secar al aire



7. Desnaturalizar:

- Aplicar 10 microlitros de sonda

- Poner un cubreobjeto de 22 x 22mm

- Sellar 

- Desnaturalizar en la placa a 82ºC durante 5 min.

8. Hibridación: Toda la noche a 45ºC.

Hybridizer (Dako)



METODOLOGÍA DEL FISH (DÍA 2)

1. Lavado de astringencia: 

- Precalentar la solución a 65ºC 

- Quitar el sellador y el cubreobjetos

- Pasar los portas a la solución de astringencia durante                         

10 min.

2. Tampón de lavado: 3 min.

3. Deshidratación: A oscuras

Etanol 70%       Etanol 85%       Etanol 96%        Secar al aire

4. Aplicar 15 microlitros de medio de montaje fluorescente y 
cubrir con cubreobjetos.



FISH: Nº de copias

2/2

2/2

1/2

6/2

Amplificación >2.2
(>60 céls tumorales)

no evaluable

Deleción:

Ratio <0.7 



17q12

CEN17

Amplificación >2.2



17q12

CEN17 (>3)

Polisómico



17q12

CEN17



Monosómico/Amplif (>5)

17q12

CEN17



Oligodendroglioma

1p36/CEN1



Oligodendroglioma

19q13/CEN19



FISH: Translocación
(Sondas „break apart“)

Normal

Translocación



CCND1/IgH



CCND1/IgH



 Desparafinado insuficiente

Mala morfología tisular -Digestión

-Grosor del corte

-Fijación incorrecta

 Señal débil o áreas in señal -Burbuja de aire

-Insuficiente sonda

-Digestión insuficiente

 Digestión excesiva

 Ruido de fondo

PROBLEMAS  













Muchas Gracias


