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LO STUDIO DEI CROMOSOMI: 
CITOGENETICA

alcuni concetti di citogenetica
classificazione
la frequenza delle malattie 
cromosomiche ed alcune patologie più
frequenti
quando la citogenetica tradizionale non 
ce la fa...













Anomalie cromosomiche

Come 
classificarle 
la loro 
frequenza



Anomalie cromosomicheAnomalie cromosomiche

Bilanciate: 
nella maggioranza dei casi 
non sono correlate ad un 
fenotipo anomalo

Sbilanciate: 
sono correlate ad un 
fenotipo anomalo 
(malformazioni e/o ritardo 
mentale)



TRASLOCAZIONI
CROMOSOMICHE:
ROTTURE SU PIU’
DI UN CROMOSOMA

TRASLOCAZIONE
RECIPROCA

BILANCIATASBILANCIATA



ANOMALIE CROMOSOMICHE

ANOMALIE COSTITUZIONALI: presenti in 
cellule di tutto il corpo. Spermatozoo e ovulo 
normali, fecondazione anomala o evento anomalo 
nelle prime fasi di sviluppo embrionale
ANOMALIE SOMATICHE: presenti in un piccolo 
sottogruppo di cellule o tessuti. Diverse costituzioni 
cromosomiche pur derivando tutte le cellule dallo 
stesso zigote. MOSAICO GENETICO.



Quali sono le anomalie Quali sono le anomalie 
cromosomichecromosomiche

Di numero
trisomie
monosomie
triploidie
tetraploidie

Di struttura
traslocazioni
inversioni
delezioni
duplicazioni







ANEUPLOIDIA
MONOMIE e TRISOMIE
CELLULE NEOPLASTICHE: aneuploidia estrema, con anomalie 
cromosomiche multiple
CAUSE DI ANEUPLOIDIA:
NON-DISGIUNZIONE: incapacità di cromosomi separati di 
appaiarsi durante la prima divisione meiotica, o dei cromatidi fratelli 
appaiati di separarsi nella seconda divisione meiotica. I due 
cromosomi o cromatidi congiunti migrano ad un polo e vengono 
inclusi in una sola cellula figlia, mentre l’altra avrà materiale genetico 
in meno
RITARDO ANAFASICO: ritardata migrazione del cromosoma 
durante l’anafase, conseguente perdita del cromosoma. Mancata 
incorporazione di un cromosoma nel nucleo di una delle cellule figlie.



GravitGravitàà delle anomalie cromosomichedelle anomalie cromosomiche

La gravità è correlata al tipo 
di cromosoma e alla quantità
di geni interessati
Tanto più grave è lo 
sbilanciamento cromosomico 
tanto più precoce sarà
l’interruzione di gravidanza



E nei casi di anomalie bilanciate?

Il problema non si pone per il soggetto portatore
ma riguarda la sua discendenza...



PORTATORE DI TRASLOCAZIONE BILANCIATA:
PUO’ PRODURRE GAMETI NON BILACIATI
CHE ORIGINERANNO ZIGOTI CON TRISOMIA
PARZIALE O MONOSOMIA PARZIALE PER
DEFINITE REGIONI CROMOSOMICHE



TRASLOCAZIONE ROBERTSONIANA
BILANCIATA 14/21



La frequenza delle anomalie 
cromosomiche è:

Direttamente correlata 
con l’età materna

Inversamente correlata 
con l’epoca gestazionale



La non disgiunzioneLa non disgiunzione

Esistono fattori che influenzano la non 
disgiunzione ?
Non ben conosciuti

Dove e quando avviene 
la non disgiunzione ?
Più frequentemente 
nella I° meiosi materna



La frequenza delle anomalie cromosomiche 
alla nascita è 0.65%

Trisomie +21 0.12%       1 su 833
+18 0.013%
+13 0.004%

Monosomie 45,X 0.024%
Tr. bilanciate 0.2% 1 su 500
Tr. sbilanciate 0.05%

Nielsen et al. Human Genet. 1982 ; 61 : 98



Aneuploidie più frequenti alla 
nascita



Malattie dovute ad aberrazioni 
cromosomiche.

1. ANEUPLOIDIE (anomalie numeriche)
- sindrome di Down

- sindrome di Klinefelter
- sindrome di Turner









Sindrome di Down.

ETA' MATERNA TIPO DI ANOMALIA (in percentuale)
ANNI 47, +21 MOSAICO TRASLOCAZIONE
15 -19 85 5 10
20 - 24 90 1 9
25 -29 91 2 7
30 -34 93 3 4
34 - 40 97 1 2

oltre i 40 97 2 1



Rischio di Rischio di trisomiatrisomia 2121
In relazione allIn relazione all’’etetàà materna e allmaterna e all’’epoca epoca gestazionalegestazionale
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Concepimento

20% vengono abortiti prima dell’impianto

42% vengono abortiti prima della 7a sett. di gest..

10% vengono abortiti tra la 7a e la 12a sett. di gest.

3% vengono abortiti dopo la 12a sett. di gest. 

NASCITA solo il 25% dei concepiti arrivano alla nascita

















This is triploidy, which occurs when
there is double fertilization of an
ovum (dispermy). The result may be
69, XXX or 69, XXY or 69, XYY. 
The extra set of paternal
chromosomes predisposes to
formation of a partial mole, features
of which may or may not be grossly
or microscopically apparent.



Scattered grape-like villi are present
in this placenta, consistent with a 

partial hydatidiform mole.



A characteristic fetal finding with
triploidy is syndactyly involving the 
third and fourth digits of one or both
hands or feet.





Sindrome di Turner.

bassa statura
pterigio del collo
torace a scudo
gomito valgo
mamelle iposviluppate



After puberty, the ovaries should develop into plump
3 to 5 cm ovoid organs, but these "streak" ovaries
are typical for Turner's syndrome.



Fetal hydrops indicates a 
poor prognosis, regardless of 
the cause, and in about a 
third of stillbirths, the 
causse for hydrops is not
found. However, 
chromosomal abnormalities
should be considered, and 
foremost among them
should be Turner's 
syndrome



Bilateral cystic hygroma of the neck, caused by 
a developmental abnormality of vascular
channels, is characteristic (but not specific) for
Turner's syndrome.







Sindrome di Klinefelter.

ginecomastia
sproporzione degli arti
ipogonadismo
problemi di 
comportamento







Chromosome 18 Registry
There are five major syndromes
that occur when there are 
abnormalities of chromosome
18. 
Within each syndrome there are 
a variety of characteristics and a 
wide range in severity. 
Some individuals are mosaic or 
have translocations involving
another chromosome and so do 
not fit exactly into one of these
syndromes. 
The most frequent
abnormalities of chromosome
18 are 18q-, 18p-, ring 18, 
trisomy 18, and tetrasomy 18p. 



Smith-Magenis Syndrome (SMS) is a 
syndrome in which there is a small, 
missing section (deletion) of 
chromosome 17. 
The exact incidence is not known, 
but it is estimated that SMS occurs in 
1 out of 25,000 births. 
An individual with SMS may have
just a few or many of the features, 
including short stature, characteristic
facial appearance with flattened mid-
face and down-turned mouth, speech
delay and articulation problems, 
developmental delay and learning
disabilities, and hyperactivity. 
They may never show significant
behavioral problems, but some 
degree of self-injury and sleep
disturbance occurs in most
individuals with SMS. 
http://www.smithmagenis.org



LO STUDIO DEI CROMOSOMI: 
CITOGENETICA

alcuni concetti di citogenetica
classificazione
la frequenza delle malattie 
cromosomiche ed alcune patologie più
frequenti
quando la citogenetica tradizionale non 
ce la fa...



Quando il Quando il cariotipocariotipo non ce la fanon ce la fa



La Citogenetica La Citogenetica ClassicaClassica

Permette di 
identificare 
riarrangiamenti
cromosomici 
coinvolgenti 
non meno di 5 
Mb.



La Citogenetica La Citogenetica MolecolareMolecolare
Abbina la possibilità di un’analisi del DNA, propria 

delle tecniche di biologia molecolare, con la 
struttura cromosomica il cui studio è oggetto della 

citogenetica classica.



La Citogenetica La Citogenetica MolecolareMolecolare

Permette un’analisi 
mirata di una regione 
cromosomica 
consentendo di 
mettere in evidenza 
riarrangiamenti di 
alcune centinaia di 
chilobasi.



Tecniche di citogenetica 
molecolare

FISH (fluorescence in situ hybridization)
PRINS (primed in situ labeling)
PCR in situ (polymerase chain reaction in 
situ)
CGH (comparative genomic hybridization)
ecc.



FISH (Fluorescence in situ hybridization)
E’ una tecnica di 
ibridazione che permette, 
dopo fissazione di 
metafasi e nuclei in 
interfase su vetrino, di 
identificare sequenze 
specifiche negli acidi 
nucleici. 
Tale identificazione 
avviene mediante sonde 
marcate in maniera non 
isotopica, impiegando 
fluorocromi che emettono 
a diverse lunghezze 
d’onda.



nucleotidi biotinilati

marcatura della 
sonda

sonda biotinilata

denaturazione della 
sonda

cromosomi denaturati

ibridazione

sonda ibridata al DNA 
cromosomico

avidina fluorescinata
cromosomi con sonda fluorescinata

visualizzazione al 
microscopio

cromosomi con segnali fluorescenti in 
corrispondenza del segmento di DNA 

riconosciuto dalla sondaRappresentazione schematica dell’ibridazione in situ fluorescente (FISH).



Nel cromosoma si distinguono:



TIPI DI SONDE
Sequenze ripetute:

alfa satellite
beta satellite
satelliti classici
telomeriche

Sequenze uniche:
DiGeorge
Prader Willi
Williams
ecc.

Painting



TIPI DI SONDE
ABERRAZIONI
CROMOSOMICHE
IDENTIFICABILI

MATERIALE
IMPIEGATO

Sequenze ripetute
- Trisomie

- Monosomie
Nuclei in interfase

Painting

- Riarrangiamenti

cromosomici

- Identificazione di

cromosomi  marcatori

Metafasi

Sequenze uniche

- Microdelezioni e

duplicazioni

- Riarrangiamenti

cromosomici

Metafasi e

nuclei in interfase



CHROMOSOME PAINTING



PRINCIPALI SINDROMI DA PRINCIPALI SINDROMI DA 
MICRODELEZIONEMICRODELEZIONE

SINDROME
LOCALIZZAZIONE

CROMOSOMICA
SOGGETTI CON

MICRODELEZIONE
Prader Willi/Angelman 15q11.13 70%

Williams 7q11.23 90%

DiGeorge/Velocardiofacciale 22q11.2 75%

Smith-Magenis 17p11.2 95%

Miller-Dieker 17p13.3 90%



DIAGNOSI DI ANEUPLOIDIE







Sindrome di Down



SINDROME DI WILLIAMS

faccia caratteristica
ritardo di crescita
problemi cardiaci
problemi psicologici



SINDROME DI 
WILLIAMS



SINDROME DI PRADER-WILLI



SINDROME DI DI-GEORGE



FISHFISH

SVANTAGGI

costi elevati
diagnosi non  
completa

VANTAGGI

rapidità
identificazione di 
microdelezioni e 
riarrangiamenti 
complessi
diagnosi su nucleo



Nel cromosoma si distinguono:





Ricordiamo che le estremità di ciascun 
cromosoma sono costituite da:

Sequenze comuni

Famiglie complesse

Sequenze uniche



Sequenze uniche
Le regioni subtelomeriche sono particolarmente ricche di CpG
islands e geni.
Si pensa abbiano la più alta densità genica dell’intero genoma.
Data l’alta densità genica anomalie cromosomiche coinvolgenti 
queste aree possono essere associate ad anomalie fenotipiche e 
ritardo mentale.



E’ stato recentemente dimostrato che il 
ritardo mentale può essere causato da 
riarrangiamenti cromosomici 
subtelomerici non evidenziabili 
mediante tecniche di citogenetica 
classica ma mediante tecniche di 
citogenetica molecolare a causa delle 
loro ridotte dimensioni.



Color classification (goldFISH) analysis of the 
telomeric signals in metaphases from patient 3.

a, The M-TEL1 probes identified a deletion of 7q on 
one chromosome 7 homolog (arrow). b, The M-TEL2 
probes identified an additional chromosome 2 signal
(orange) on the derivative chromosome 7 (arrow). 
One further FISH experiment with 2p and 2q 
subtelomeric probes was sufficient to confirm an
unbalanced translocation resulting in monosomy for
7q and trisomy for 2q in this patient. The respective
pseudocolors are given on the left. In both a and b, 
there are some apparent misclassifications, for
example 5p and q, 11p, 16q, 19q. However, in all 
cases the misclassification involved only one out of a 
possible two sister chromatids on one chromosome
arm. Note also that the 9q and XqYq PACs were not
included in this early version of the M-TEL assay, 
because of cross-hybridization with several other
telomeres18. Instead, the first-generation cosmids
were applied separately in a dual-color
hybridization. However, the newer BAC probes for
9q and XqYq do not cross-hybridize and were
applied in the more recent M-TEL 1 hybridizations
(see Table 1 and Fig. 4).



Visualizzazione delle sequenze 
subtelomeriche del cromosoma 1



Visualizzazione delle sequenze 
subtelomeriche del cromosoma 13



Delezione subtelomerica 2q



Cause genetiche del ritardo mentale
Più di 500 malattie genetiche sono associate a ritardo 

mentale:
Cromosomiche (Sindrome di Down, ecc.)
Monofattoriali (S. FraX, errori congeniti del 
metabolismo, ecc.)
Multifattoriali (craniostenosi, ecc.)
Riarrangiamenti criptici subtelomerici, si possono 
considerare alla base di circa il 7.4% dei casi di ritardo 
mentale idiopatico da moderato a severo e dello 0.5% dei 
casi di ritardo mentale lieve. 

Knight S. et al. Lancet 354: 1676-1681; 1999



Ritardo mentale
Può essere considerato una patologia eterogenea ad 
eziologia mista costituita da un numero molto elevato 
di entità nosologiche differenti, le cui cause sono solo 
in parte note.
E’ stato stimato che la prevalenza del ritardo mentale 
nella popolazione generale si aggira attorno al 2-3%; la 
grande maggioranza rientra in ritardi di modesta entità, 
mentre lo 0.3-0.4% della popolazione generale 
presenta un ritardo severo.  



The frequencies of features in 
children with subtelomeric
abnormalities (black, n=29) 
compared to controls (white, 
n=110) concerning (A) birth 
history and growth, (B) facial
dysmorphism, (C) non-facial
dysmorphism and congenital
abnormalities, and (D) family 
history. Only the features
with frequencies above 10% 
are shown. 



Microarray based comparative genomic hybridization
(array-CGH) detects submicroscopic chromosomal deletions 

and duplications in patients with learning disability/
mental retardation and dysmorphic features

Shaw-Smith C, Redon R, Rickman L, Rio M, Willatt L, Fiegler H, Firth 
H, Sanlaville D, Winter R, Colleaux L, Bobrow M, Carter NP.

J Med Genet. 2004 Apr;41(4):241-8.

Array-CGH constructed from clones spaced at 
approximately 1 Mb intervals across the genome

(about 3.500 clones) 

12 abnormalities            7 deletions         6 de novo
1 inherited

5 duplications       1 de novo
4 inherited



8 abnormalities causing-disease out of 50 cases: 16%



Altered 
segments 
size: 
from regions 
involving a 
single clone  
to 14 Mb 
regions



Ritardo Mentale SindromicoRitardo Mentale Sindromico
CGH convenzionale e microarrayCGH convenzionale e microarray

I riarrangiamenti cromosomici interstiziali sono frequentemente 
osservati in pazienti con ritardo mentale idiopatico

Screening dellScreening dell’’intero genomaintero genoma

CGH convenzionaleCGH convenzionale
Risoluzione di circa 10 MbRisoluzione di circa 10 Mb

ArrayArray--CGHCGH
Risoluzione teoricamente Risoluzione teoricamente 
illimitataillimitata



Array Array –– CGH o Molecular CGH o Molecular KaryotypingKaryotyping
Caratteristiche generaliCaratteristiche generali

La La risoluzionerisoluzione dipende dalla distanza genomica tra gli dipende dalla distanza genomica tra gli 
elementi sullelementi sull’’array e dalla loro dimensionearray e dalla loro dimensione
La La sensibilitsensibilitàà èè influenzata dal rapporto segnale/rumoreinfluenzata dal rapporto segnale/rumore
LL’’intensitintensitàà del segnale del segnale èè determinata dalla complessitdeterminata dalla complessitàà del del 
DNA contenuto negli spot e dalla qualitDNA contenuto negli spot e dalla qualitàà del campionedel campione

VantaggiVantaggi
Indipendenza da cellule in divisioneIndipendenza da cellule in divisione
CapacitCapacitàà di analizzare ldi analizzare l’’intero genoma in un esperimentointero genoma in un esperimento
Elevata specificitElevata specificitàà, grande sensibilit, grande sensibilitàà e alta risoluzionee alta risoluzione
Brevi tempi di analisiBrevi tempi di analisi



Array Array –– CGH o Molecular CGH o Molecular KaryotypingKaryotyping
SvantaggiSvantaggi

IncapacitIncapacitàà di rilevare riarrangiamenti bilanciati e di rilevare riarrangiamenti bilanciati e poliploidiepoliploidie
Limitata abilitLimitata abilitàà di individuare mosaicismidi individuare mosaicismi

Fattori tecnici influentiFattori tecnici influenti
SpecificitSpecificitàà e intensite intensitàà dei segnali di ibridazionedei segnali di ibridazione
QuantitQuantitàà e qualite qualitàà del campione di DNAdel campione di DNA

Fattori biologici influentiFattori biologici influenti
Sequenze altamente ripetute e disperseSequenze altamente ripetute e disperse
Presenza di Presenza di lowlow--copycopy repeats (repeats (LCRsLCRs) ) 
Presenza di polimorfismi del numero di copie (Presenza di polimorfismi del numero di copie (LCVsLCVs))



Applicazione dellApplicazione dell’’arrayarray--CGH ai casi di CGH ai casi di 
ritardo mentaleritardo mentale

LL’’estensione dellestensione dell’’array dalla ricerca alla diagnosi richiede array dalla ricerca alla diagnosi richiede 
attendibilitattendibilitàà e interpretabilite interpretabilitàà dei risultatidei risultati

•Conferma degli esperimenti tramite FISH (BAC)
•Estensione dell’analisi ai genitori
•Cautela nell’interpretazione di singoli cloni (oligo)

Utilità dell’applicazione ai pazienti con RM:
Descrizione del difetto molecolare 
Identificazione dei geni

Migliore classificazione
Diagnosi
Nuove terapie

Studi riportati in letteratura
Caratterizzazione di sindromi da delezione o duplicazione note
Studio delle delezioni subtelomeriche
Ricerca di alterazioni in casi con RM, dismorfismi e cariotipo normale

Detection rate compresa tra il 10 e il 17%



Scopi del LavoroScopi del Lavoro

Identificare la causa del RM e stabilire una correlazione tra ilIdentificare la causa del RM e stabilire una correlazione tra il genotipo e il fenotipogenotipo e il fenotipo
Determinare la detection rate dellDeterminare la detection rate dell’’arrayarray--CGHCGH

Caratterizzazione molecolare tramite array-CGH di 14 pazienti con RM, 
caratteristiche dismorfiche e cariotipo normale*

Ritardo mentale, agenesia del corpo calloso, cardiopatia congenita, camptodattilia
bilaterale, microretrognatia, criptorchidismo bilaterale, microcefaliaA.M.

Ritardo mentale, dilatazione degli spazi ventricolari e liquorali, macrocrania, 
ipertelorismo, telecanto, epicanto superiore, clinodattiliaG.H.B.L.

Ritardo dello sviluppo psicomotorio, tetraparesi, microcefalia, pervietà del dotto di 
Botallo, macroglossia, micrognatiaP.E.

Ritardo psicomotorio, facies allungata, filtro allungato, palato stretto e ogivale, aree 
cutanee discromiche, ipertricosi, collo largo con bassa attaccatura dei capelliR.M.

Ritardo psicomotorio e di crescita, macrocefali, ptosi, dilatazione cisterna magna, 
vertebre, torace e condili dismorficiT.M.

Ritardo psicomotorio, autolesionismo, naso aquilino, epicanto palpebrale marcato, 
orecchie a basso impianto con elice ripiegato, clinodattiliaM.A.

Principali caratteristiche clinichePaziente



Materiali e Metodi (I)Materiali e Metodi (I)
Oligo Oligo ArrayArray––CGHCGH: : protocollo elaborato da Agilent Technologiesprotocollo elaborato da Agilent Technologies

1.1. Estrazione di DNA da sangueEstrazione di DNA da sangue
2.2. Quantificazione del DNA al Quantificazione del DNA al NanodropNanodrop
3.3. Concentrazione (se necessaria)Concentrazione (se necessaria)
4.4. Digestione con enzimi di restrizioneDigestione con enzimi di restrizione
5.5. PurificazionePurificazione
6.6. QuantificazioneQuantificazione
7.7. Marcatura (random priming)Marcatura (random priming)
8.8. PurificazionePurificazione
9.9. PrePre-- annealingannealing e Ibridazionee Ibridazione
10.10. Lavaggio dei vetriniLavaggio dei vetrini
11.11. Scannerizzazione e visualizzazione dei risultatiScannerizzazione e visualizzazione dei risultati



Materiali e Metodi (II)Materiali e Metodi (II)
Analisi dei microsatellitiAnalisi dei microsatelliti
Consente di stabilire lConsente di stabilire l’’origine parentale dellorigine parentale dell’’alterazione alterazione 

Reazione di P.C.R. con primers situati allReazione di P.C.R. con primers situati all’’interno della regione di interno della regione di 
interesse interesse 
GenotipizzazioneGenotipizzazione

FISHFISH
Permette di stabilire la localizzazione di una duplicazionePermette di stabilire la localizzazione di una duplicazione
o uno un’’eventuale inversione della regione in studio nei genitorieventuale inversione della regione in studio nei genitori

Ibridazione di cloni BACs marcati (biotina e digossigenina) che Ibridazione di cloni BACs marcati (biotina e digossigenina) che 
mappano nella regione di interesse con preparati metafasici del mappano nella regione di interesse con preparati metafasici del 
pazientepaziente
Rilevamento dei segnali con avidina e anticorpi legati a fluorocRilevamento dei segnali con avidina e anticorpi legati a fluorocromiromi
Analisi dei risultati al microscopio a fluorescenzaAnalisi dei risultati al microscopio a fluorescenza



Risultati Risultati 

No7,6 Mb182,243174,635del(2)(q31.1-q31.3)A.M.

No292 Kb
217 Kb

90,404
4,742

90,112
4,525

dup5q14.3
dup12p13.32G.H.B.L.

No291 Kb90,40390,112dup5q14.3P.E.

No199 Kb38,48838,289dup15q15.1R.M.

No7 Mb158,18151,18del(6)(q25.1-q25.3)T.M.

Sì3,4 Mb70,96467,525del(11)(q13.2-q13.4)M.A.

LCRs ai
latiDimensioniDel./Dup.

a (Mb)
Del./Dup.
da (Mb)

Anomalia rilevata
all’arrayPaziente

6 casi positivi su 14 analizzati Detection rate del 43%
3 delezioni causative Detection rate del 21%



Profilo array Profilo array M.AM.A.: del(11)(q13.: del(11)(q13.2.2--q13.4q13.4))
Delezione causativa di 3,4 Mb mediata da LCRs


