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L’ analisi del cariotipo si avvaleva, fino
a qualche anno fa, esclusivamente

dell’evidenziazione di caratteristici ban-
deggi sui cromosomi dopo colorazione
con intercalanti fluorescenti del DNA.
Queste metodiche, però, oltre a richie-
dere l’impiego di cellule in grado di ri-
prodursi al fine di ottenere cromosomi
in metafase, presentavano una risoluzio-
ne piuttosto bassa: non potevano, quin-
di, essere visualizzate piccole alterazioni
cromosomiche, quali microdelezioni o
microriarrangiamenti. Recentemente,
con lo sviluppo della citogenetica mole-
colare, si sono rese disponibili nuove
tecniche per lo studio dei cromosomi
applicabili sia a nuclei in interfase che a
metafasi e che consentono un’analisi più
fine della struttura cromosomica in tem-
pi decisamente ristretti. 

Nell’ambito della citogenetica mole-
colare, l’ibridazione in situ fluorescente
(FISH: Fluorescence In Situ Hybridiza-
tion) è la metodica che si presta al mag-
gior numero di applicazioni ed è diven-
tata uno strumento di indagine essenzia-
le in molti campi della ricerca di base e
della medicina quali la pediatria, l’oste-
tricia, l’oncologia e la genetica clinica.

METODI

La FISH è una tecnica di ibridazione
che permette di localizzare sequenze
specifiche negli acidi nucleici. A tale
scopo si utilizzano, in genere, linfociti
da sangue periferico ma anche fibrobla-
sti e amniociti. Il DNA dei cromosomi
viene messo a contatto con una “sonda
specifica” ovvero un frammento di
DNA, la cui sequenza è complementare
al segmento cromosomico che interessa
evidenziare. Questa sonda “riconosce”,
se presente, il frammento complementa-
re, si lega a quel segmento, e si fa a sua
volta riconoscere perché “marcata” da
una molecola indicatrice (in genere bio-
tina o digossigenina). Dopo l’ibridazio-
ne e il lavaggio per rimuovere l’eccesso
di sonda, il preparato cromosomico vie-
ne incubato con una soluzione conte-
nente una molecola marcata con fluore-
scenza, che si lega all’indicatore della

sonda ibridata. È così possibile indivi-
duare i segnali sfruttando la luce di fluo-
rescenza emessa a una precisa lunghez-
za d’onda, avvalendosi di un microsco-
pio dotato di appositi filtri (Figura 1)1.

UTILIZZI DIAGNOSTICI: LA FISH PER LA
DIAGNOSI DI TRISOMIA E MONOSOMIA

A seconda del difetto cromosomico
che interessa evidenziare risultano oggi

disponibili diversi tipi di sonde, il cui
elenco viene riportato in Tabella I.

Tra le sonde che identificano sequen-
ze ripetute, particolarmente utili risulta-
no quelle che riconoscono sequenze
centromeriche, dette alfoidi, che sono
specifiche per la maggior parte dei cro-
mosomi. È possibile, mediante l’impie-
go di queste sonde, riconoscere la pre-
senza di un eccesso (trisomia) o di un
difetto (monosomia) di un determinato
cromosoma, “inviando” una sonda spe-
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Figura 1. Rappresentazione schematica dell’ibridazione in situ fluorescente.

TIPI DI SONDE IN GRADO DI EVIDENZIARE
I DIVERSI DIFETTI CROMOSOMICI

Tipi di sonde Aberrazioni cromosomiche Materiale impiegato
identificabili

Sequenze Trisomie Nuclei in interfase
ripetute Monosomie

Painting Riarrangiamenti cromosomici
Identificazione di cromosomi marcatori Metafasi

Sequenze uniche Microdelezioni e duplicazioni Metafasi
Riarrangiamenti cromosomici e nuclei in interfase

Tabella I
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cifica sulla base del sospetto clinico. Si
può così, in 24 ore, senza attendere lo
sviluppo cellulare per l’analisi della me-
tafase, diagnosticare o escludere una
sindrome di Edward (trisomia 18) o di
Turner (monosomia).

Sfortunatamente, la sequenza alfoide
del cromosoma 21 è identica a quella
del cromosoma 13; quindi, per poter
identificare inequivocabilmente tali cro-
mosomi in interfase, si impiegano sonde
non mirate alle sequenze centromeri-
che, ma tuttavia in grado di riconoscere
sequenze uniche. In questo modo è pos-
sibile individuare le altre due anomalie
cromosomiche: la trisomia 21 (sindro-
me di Down) e la trisomia 13 (sindrome
di Patau). In Figura 2 viene riportata
l’immagine del nucleo di una cellula am-
niotica di un feto con sindrome di
Down: sono infatti visibili 3 segnali dopo
ibridazione con la sonda specifica2.

APPLICAZIONI DELLA FISH 
ALLO STUDIO DEL GENOMA 

Fino ad ora sono state descritte le ap-
plicazioni in campo diagnostico della FI-
SH, ma non va dimenticato che l’ibrida-
zione in situ è ormai uno strumento es-
senziale per la ricerca in campo geneti-
co, e in particolare è divenuto il metodo
di elezione per la localizzazione e l’ordi-
namento di geni sui cromosomi, per lo
studio della natura molecolare delle
bande cromosomiche e per l’analisi del-
la struttura e dell’organizzazione del
cromosoma metafasico. Applicata, poi, a
nuclei in interfase, questa tecnica con-
sente di indagare sulla struttura del nu-
cleo e sulle interazioni funzionali tra dif-
ferenti domini della cromatina.

Nell’ambito della citogenetica mole-
colare sono state sviluppate altre meto-
diche, tra cui la PRINS (Primed In Situ
Labeling) e la PCR In Situ (Polymerase
Chain Reaction In Situ), nelle quali le
sonde specifiche impiegate nella FISH

vengono sostituite da corte sequenze di
DNA (primer) estese sui cromosomi da
opportuni enzimi, che nel far questo in-
corporano nucleotidi marcati con so-
stanze fluorescenti. 

Teoricamente, queste metodiche do-
vrebbero consentire un più rapido e fine
riconoscimento di sequenze su metafasi
e nuclei in interfase, ma le difficoltà di
esecuzione che spesso si incontrano ne
limitano per ora l’uso ad alcuni settori
della ricerca.

LA FISH PER LA DIAGNOSI DI SINDROMI
DA MICRODELEZIONI CROMOSOMICHE

Come già anticipato, l’ibridazione in
situ consente di mettere in evidenza tut-
ta una serie di alterazioni cromosomi-
che che per le loro piccole dimensioni
sfuggono a un’analisi del cariotipo che
si avvale della tecnica di bandeggio
standard. È questo il caso di un gruppo
di disordini dello sviluppo, spesso indi-
cati con l’acronimo di CATCH 22 (Car-
diac Abnormaly/abnormal facies, T cell
deficit, Cleft palate, Hypocalcemia), che
includono la sindrome di DiGeorge, la
sindrome velocardiofacciale e alcuni di-
fetti conotroncali, sia familiari sia spora-
dici, che sono stati associati a microde-
lezioni della regione cromosomica
22q11.23.

Analogamente, possono essere mes-
se in evidenza la delezione in posizione
7q11.2 del gene per l’elastina nella sin-
drome di Williams4 e quella in 15q11
nelle sindromi di Prader-Willi e Angel-
man5. 

L’analisi può essere estesa a tutte le
sindromi da microdelezione per cui sia
disponibile una sonda specifica. Oltre a
quelle sopracitate, ve ne sono alcune di-
sponibili in commercio per le sindromi
di Miller-Dieker e Smith-Magenis6,7. 

In Figura 3 e 4 vengono riportati, ri-
spettivamente, il caso di una delezione
della regione Prader-Willi/Angelman e
Williams: in entrambi i casi il cromoso-
ma con la microdelezione è quello in cui
è presente un solo segnale relativo al co-
smide di controllo che serve a identifica-
re il cromosoma d’interesse. 

In Tabella II vengono riportate le
principali sindromi da microdelezione
con la relativa localizzazione cromoso-
mica e la percentuale di casi in cui la de-
lezione è rilevabile mediante tecniche di
citogenetica molecolare. Infatti, l’assen-
za di microdelezione non può sempre
escludere la presenza di mutazioni pun-
tiformi responsabili di malattia.

LA FISH IN CITOGENETICA TUMORALE

L’impiego di sonde che riconoscono
sequenze uniche nel genoma è di note-
vole utilità anche in citogenetica tumo-
rale e in particolar modo nell’analisi in-
terfasica, poiché permette di individuare
le modificazioni di struttura dei cromo-
somi e l’amplificazione di geni. Possono
così essere identificate la delezione del
braccio corto del cromosoma 1 e l’am-
plificazione del gene N-myc in cellule di
neuroblastoma e ancora le traslocazioni
reciproche che si osservano nel sarco-
ma di Ewing8 e nella leucemia mieloide
cronica e acuta che coinvolgono rispetti-
vamente i cromosomi 11 e 22 e i cromo-
somi 9 e 229. Un ulteriore vantaggio è
che questa metodica può essere applica-
ta anche a materiale recuperato da ar-
chivi di tessuti inclusi in paraffina, con-
sentendo l’effettuazione di studi retro-
spettivi.

LA TECNICA 
DEL CHROMOSOME PAINTING

Un’applicazione speciale della FISH
consiste nell’uso di una miscela di son-
de in grado di legarsi specificamente al-
l’intera struttura di un unico cromosoma
rendendolo, quindi, completamente
fluorescente (chromosome painting). La
verniciatura cromosomica sta trovando
sempre maggiori applicazioni nella defi-
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Figura 2. Immagine del nucleo di una cellula
amniotica di un feto con sindrome di Down.

Figura 3. Caso di delezione cromosomica nella
sindrome di Prader-Willi/Angelman.

Figura 4. Caso di delezione cromosomica nella
sindrome di Williams.
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nizione dei riarrangiamenti de novo e
dei cromosomi marcatori nella citogene-
tica clinica e dei tumori. Spesso, infatti,
nei campioni tumorali sono presenti
complessi riarrangiamenti cromosomici
e i painting possono essere utilizzati in
varie combinazioni per meglio ricono-
scere particolari segmenti cromosomici.
In Figura 5 viene riportato l’esempio di
un cromosoma marcatore di cui non era
possibile stabilire l’origine affidandosi
alla sola analisi del cariotipo. Con l’im-
piego di un painting del cromosoma 18
si è potuto stabilire che tale cromosoma
soprannumerario era un isocromosoma
delle braccia corte di un cromosoma 18.
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PRINCIPALI SINDROMI DA MICRODELEZIONE

Sindrome Localizzazione cromosomica Soggetti con
microdelezione

Prader-Willi/Angelman 15q11.13 70%

Williams 7q11.23 90%

Di George/ 22q11.2 75%
Velocardiofacciale

Smith-Magenis 17p11.2 95%

Miller-Dieker 17p13.3 90%

Tabella II

Figura 5. Esempio di cromosoma marcatore.
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MESSAGGI CHIAVE

❏ La FISH è una tecnica per il riconosci-
mento mediante sonda di sequenze nu-
cleotidiche cromosomiche.

❏ Non sostituisce la citogenetica: diffe-
renti problemi richiedono differenti strate-
gie terapeutiche.

❏ La citogenetica classica permette l’ana-
lisi dell’intero cariotipo in un unico allesti-
mento.

❏ La FISH è utilizzata per studiare una
precisa regione cromosomica, la sua
eventuale duplicazione o delezione, e il
suo coinvolgimento in traslocazioni. Per-
mette così di riconoscere le sindromi da
delezione o duplicazione per le quali sia-
no disponibili le sonde specifiche, in par-
ticolare le sindromi di Williams, Prader-
Willi, Angelman, CATCH 22.

❏ La FISH inoltre permette di riconoscere
gli errori cromosomici maggiori (21, 18,
13, Turner) in un tempo solo (senza
aspettare lo sviluppo cellulare per l’anali-
si della metafase), e può essere utilizzata
in oncologia per riconoscere cromosomi
marcatori. MeB


