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CITOGENETICA MOLECOLARE
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Fluorescent
IN
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Citogenetica Molecolare FISH

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

Tale identificazione
avviene mediante sonde
marcate impiegando
fluorocromi che
emettono a diverse
lunghezze d'onda.
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FISH: fluorescent in situ hybridization

sintesi di una sonda complementare
marcata con un fluorocromo
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The General Principle of In Situ

Hybridisation
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Spot fixed sample onto
clean microscope slide
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Spot 10ul hybridisation Apply coverslip (and
solution onto slide (and probe)
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Wash in 0.4 x
SSC for 2
minutes at 72°C

“nYla-

Wash in 2 x SSC,
0.05% Tween for
30 seconds at
room temperature

/

Apply 10ul DAPI,
coverslip and view



Tipologia di sonde utilizzate
in FISH

*Sonda sequenze ripetute
*Sonda painting

*Sonda sequenza “singola”



expert reviews

http? /www-ermm cbeu.cam.ac.uk in molecular medicine
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Gene-spacific Centromeric Telomeric Chromosome-painting
probe probe probe probe

| |
Repetitive-sequance probes

Examples of different types of fluorescence in situ hybridisation (FISH) probes
Expert Reviews in Molecular Medicine © 2000 Cambridge University Press
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FISH sonda rDNA




Sonde painting

« Cromosoma specifico
 Bracclio specifico

» Reglone/banda specifico
 Reverse painting



Painting del cromosoma 1






Painting del cromosoma 1

braccio specifico

' 4



Painting del cromosoma 1

banda specifica




Inversione cromosoma 18




ish Yp11.3 (SRY+)



RISULTATI

Cariotipo ad alta risoluzione del A.nah51 F.ISH per -lobsc;‘eenm.g.d(;ell
paziente rlar'ranglamentl subtelomerici de
paziente



SONDE MICRODELETIVE
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Prader-Willi/Angelman (SNRPN)

SNRPN 15qter
I B B W ) Chromosome 15

Imprinting Centre

SNRPN (SNUQr)

D15510










46,XY,del(15)(q12.1q13).ish del(15)(q12.1q12.1)(UBE3A/D15510-)

UBE3A/D15S10- QFQ GTG QFQ
v o v v
sd SO
: "
g : B
13
A )
' )
caso 56/10

caso 110/10



Sindrome di Prader-Willi:
Maggiori
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Ipotonia centrale infantile con
suzione scarsa, tendente a
migliorare nel tempo

Difficoltadi alimentazione e scarso
accrescimento

Aumento eccessivo di peso dopo 1 a.
e primadi 6 a. ‘
Anomalie facciali:

costrizione bitemporale

occhi a mandorla

bocca piccola con labbro superiore
sottile e angoli rivolti in basso

Ipogonadismo
Ritardo mentale medio-moderato
Iperfagia/ossessione per il cibo

Anomalia cromosomica o molecolare
della regione 15q11-q13




Sindrome di Angelman

e Clinica:
— Ritardo mentale

— Comportamento
Iperattivo

— Scoppi di risa
Immotivate

 Basi molecolari

— mancata espressione
di geni materni nella
regione 15q12




DiGeorge/VCFS TUPLE1 Region
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ish 22911.2(Tuple1-)



ish 22q11.2(Tuplet)




SINDROME da DELEZIONE 22q11.2
(Sindrome di DiGeorge/Velocardiofacciale)

Prevalenza: 1:6000 nati vivi

Caratteristiche cliniche:
*Anomalie facciali

‘Difetti cardiaci (TRONCOCONALI)
‘Labiopalatoschisi

‘Deficit immunitario

*Ipocalcemia neonatale

‘Ritardo mentale

Difetto genetico: microdelezione 22q11.2



Williams-Beuren Syndrome
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Sindrome di Williams-Beuren (WBS)
Sindrome di Williams (WS)

Disordine multisistemico, causato da una delezione della regione

cromosomica 7q11.23, che consiste incirca 1.5- 1.8 Mb e contenente
25-28 geni.

Incidenza di circa 1 su 20000.

1961-2 Descrizione dei primi casi ( Williams —-Beuren)
1993 riconoscimento della traslocazione di ELN ( Morris et al)

1995 Ibridazione fluorescente in Situ ( FISH) ( Lowery et al.)




Malattié-~
, Sindrome di
Williams

\~\ Malattie
BN Genetiche

malattie rare ad alta complessita assistenziale



Disturbi della sfera psichiatrica. ansia
Fobia ( ossessivo —compulsiva )

Difficolta di concentrazione e/o deficit di attenzione ed
iperattivita ( ADHD)

Incapacita di stabilire rapporti sociali soprattutto con i
coetanei, comportamenti stereotipati, ripetitivi

se associata ad limitazioni motorie, cognitive ed
intellettve - > Vulnerabilta sociale




Smith-Magenis/Miller-Dieker
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MILLER DIEKER SYNDROME
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Cri-Du-Chat and SOTOS

Cri DuChat SOTOS Chromosome 5




“Incidenza: 1:20.000-
50.000

- 85% de novo
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Cri-du-chal Chromosome 5 pair




Sindrome di Cri-Du-Chat

Quadro clinico:

« Tipico pianto,

causato

Dall'ipoplasia delle cartilagini del

laringe.

Ritardo mentale grave (con
tendenza all'automutilazione).

Microcefalia.

Ipertelorismo marcato.

Epicanto,

Sella nasale slargata,

Micrognazia

Orecchie a basso impianto.

Nel 15% dei casi e presente

una cardiopatia congenita

Cri-du-chat
Deletion in #5

Deleted
< region
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Cri-du-chatl Chromosome 5 pair




Wolt-Hirschhorn

Wolf Hirshhorn
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FISH INTERFASICA

Aneuvysion Vysis

CEP Probe centromeriche LSI Probe locus-specifiche

|- Xpl1.1-q11.1 CEP X

Elmqm LSl 13

|=—18pl1.1ql1.1 CEP 18 =i| == Ypl1.I-ql1.| CEPY

21

|=—2122.13-22.2 LSI 21

Sono utilizzabili anche altre sonde intese per diagnosi su
metafase



Visualizzazione simultanea di
target genomici in molti colort:
M-FISH e SKY

M-FISH: e SKY sono sviluppi della FISH con sonde
di painting che permettono la visualizzazione
simultanea dei 22 autosomi e dei 2 cromosomi
sessuali in 24 colori;

M-FISH (Speicher et al Nature Genet. 12,368-375,
1996)

SKY (Schrock et al. Science 273:494-497, 1996)



SKY e M-FISH
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M-FISH: applicazione alla
citogenetica dei tumori
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SKY

(1) Display colours (2) Classification colours




Spectral karyotiping:
metodo

| | 24 flow-sorted human
chromosomes

----------- > 22

SKY probe mixtura,
which contains all of the
+ Cot-1 DNA ——» differentially labelled
chromosome-painting probes
2E 3A 3C 3D

1B 1C

Labelling of the individual chromosome-painting probes
using the various combinations of fluorochromes

b  Hybridisation at 37°C Metaphase chromosome
for 2472 hours /:"r \“‘ ‘~'~'“‘:.'::1ﬂl \ preparation

Detection steps fo Selected normalised

visualise probes and
to remove unbound
nucleatides

!

d Analysis using a
Spectracube connected
to an epiflucrescence '
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Optical head Interferogram cube
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Classification colors
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ed-labeled chromosome painting probes are sufficient to enable the discrimination of the chromosomes after spectra
fference.




CGH-array






Mol cels

Extract, amplfy and labal DA

Hybricien (o
mataphase spraad or BAG arriy

Falii

Naturs Roviews | Gonetics




Marcatura con diversi fluorocromid

metaphase chromosome spread probe fluor chromosome completed karyotype
composition paint
FITC




..Uno sguardo al CGH-array...

Estrazione DNA

Marcatura con diversi
fluorocromi

+human cot-1
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— Co-ibridazione su chip

|

Scannerizzazione e
quantificazione

della fluorescenza




T
1
o .

[ Rl e

(I & RN

i EEUrIEED
.
s = e ]

M
£
n

——

1
=
g
s
-

I I
TN NN
AN

e |
&

W imin:

-
=

e I'lll:- EINT

19

Comparative genomic hybridisation (CGH) analysis of a lymph node
metastasis from a renal cell carcinoma

Expert Reviews in Molecular Medicine © 2000 Cambridge University Press
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