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per lo studio delle aneuploidie
cromosomiche nella diagnosi prenatale:
studio retrospettivo di 641 casi
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Riassunto

Obiettivo: Introdurre questo metodo dia-
gnostico rapido per rilevare le aberrazioni
cromosomiche numeriche normalmente
identificate con il cariotipo convenzionale.
Metodi: Dal dicembre 2004 al settembre
2006 sono stati esaminati 641 campioni con
I'analisi FISH in interfase utilizzando cellule
non coltivate di liquido amniotico, median-
te sonde di DNA cromosoma-specifiche per
i cromosomi 13,18, 21, X e Y disponibili in
commercio.

Risultati: Tutte le trisomie dei cromosomi 18
e 21 sono state rilevate dall’analisi FISH esa-
minando il numero di nuclei raccomandato
dalla casa produttrice del kit, con I'eccezio-
ne di un caso di mosaicismo del cromosoma
13, individuato dopo aver analizzato 150 nu-
clei. In questo caso, Ianalisi citogenetica con-
venzionale (cariotipo) ha individuato soltan-
to due cloni con trisomia del cromosoma 13
su 25 cloni esaminati in tre diverse colture
di cellule da liquido amniotico.
Conclusioni: La nostra esperienza evidenzia
che la FISH puo costituire un metodo rapi-
do nella diagnosi delle principali aneuploi-
die, particolarmente per le gravidanze vici-
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INTRODUZIONE

Lo studio del cariotipo fetale nella diagnosi
prenatale rappresenta un importante strumen-
to offerto alla donna con un elevato rischio
di concepire un feto con anomalie cromoso-
miche.

Con l'analisi citogenetica classica (cariotipo)
€ necessario studiare i cromosomi, ottenuti
dalla coltura delle cellule del liquido amnio-
tico in metafase, mediante una procedura di
laboratorio i cui risultati solitamente sono dis-
ponibili in un tempo compreso fra 10 giorni
e tre settimane. Inoltre, ¢'€ un rischio di fal-
limento della procedura in circa I'1% dei ca-
si. Cio puo generare un aumento del grado
di ansia nella paziente, specialmente quan-
do la gravidanza si colloca ai limiti legali
della possibile opzione dell'interruzione te-
rapeutica.

Le nuove tecniche di citogenetica molecola-
re, mediante 'uso di sonde cromosoma-spe-
cifiche e I'ibridizzazione in situ, hanno au-
mentato la richiesta di risultati rapidi con ['u-
tilizzo di cellule non coltivate.

Il metodo FISH ¢ una tecnica che permette
l'identificazione, direttamente sui cromoso-
mi, sui nuclei in interfase e nelle sezioni di

tessuto, di sequenze di DNA e RNA, omolo-
ghe alle sequenze usate come sonde (DNA
0 RNA).

All'inizio degli anni ‘90, la FISH su cellule non
coltivate di liquido amniotico ha permesso
l'individuazione di aneuploidie riguardanti i
cromosomi 13, 18, 21, X e Y (D’Alton et al.,
1997, Eiben et al., 1999; Evans et al., 1999),
che costituiscono la maggior parte delle ano-
malie cromosomiche (80-95%) riscontrate in
bambini nati vivi (Ratcliffe et al., 1970; Jacobs
et al., 1974).

In conclusione, I'analisi FISH, anche se non
in grado di analizzare tutte le anomalie cro-
mosomiche, quali i riarrangiamenti struttura-
li, puo essere utilizzata nella diagnosi prena-
tale, ma la sua natura sperimentale deve es-
sere comprovata e alla gravida che si sotto-
pone all'amniocentesi devono essere illustra-
ti limiti e pregi della tecnica (American Col-
lege of Medical Genetics, 1993).

MATERIALI E METODI

Campione

Il metodo FISH e stato utilizzato per 641/858
(74,7%) campioni di liquido anniotico invia-
ti al Laboratorio di Citogenetica dal dicembre
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ne alla 24a settimana di gestazione, ma do-
vrebbe essere considerato soltanto come un
test di supporto alla procedura citogeneti-
ca standard utilizzata per rilevare altre ano-
malie cromosomiche.

Parole chiave
FISH in interfase
diagnosi prenatale
citogenetica
aneuploidie

Summary

Objective. Introduction this rapid diagnostic
to detect the numerical chromosome aber-
rations normally identified by conventional
karyotype.

Methods. We have examined 641 uncultu-
red amniotic fluid cells with interphase FISH
analysis from Dicember 2004 to September
2006, using commercially available chromo-
some-specific DNA probes for chromosomes
13, 18,21, Xand Y.

Results. All trisomies of chromosomes 18 and
21 were detected by FISH analysis examining
the standard number of cells recomanded
by kit producer, with the exception of one
case of mosaicism of the chromosome 13,
scored after having analysed 150 nuclei. In
this case, the conventional cytogenetic analy-
sis (karyotype) reported only two clones with
trisomy of the chromosome 13 in 25 clones
examined in three different amniotic fluid
cells cultures.

Conclusions. Our experience indicates that
FISH assay can be a rapid method for dia-
gnosis of the major aneuploidies, especially
for pregnancies close to 24 weeks of gesta-
tion, but should only be used as an additio-
nal test to standard cytogenetics required
to detect other chromosome abnormalities.

Key words
Interphase FISH
Prenatal diagnosis
Cytogenetics
Aneuploidies
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TABELLA 1. Indication for referral to cytogenetic analysis

Indications FISH Only Total
and Karyotype Kariotype amniocentesis

Advanced maternal 370 153 523

age

Abnormal maternal 127 37 164

serum biochemical screening

Maternal anxiety 111 21 132

Abnormal ultrasound 22 5 27

examination

Abnormal nuchal 11 1 12

translucency screening

Total 641 217 858

2004 al settembre 2006 (Tabella 1) e per i
quali ¢ stata effettuata anche l'analisi del ca-
riotipo convenzionale mediante bandeggio
QFQ. I campioni sono stati ottenuti prelevan-
do ~20 ml di liquido amniotico mediante am-
niocentesi transaddominale tra la 16* e la 23
settimana di gravidanza. Le indicazioni all'e-
secuzione della amniocentesi erano: eta ma-
terna superiore a 35 anni o oltre, screening
biochimici alterati, aumentato valore della NT,
presenza di markers ecografici (cisti dei ples-
si corioidei, modica ventricolomegalia, pie-
lectasia, igroma cistico, polidramnios, onfa-
locele), ansia materna.

Dai ~20 ml di liquido amniotico, 2-3 ml so-
no utilizzati per 'analisi FISH e la restante
quantita € usata per 'analisi citogenetica con-
venzionale. In breve la procedura prevede,
secondo la casa produttrice, il trattamento
con 2-5 ml di tripsina aggiunti al pellet per
15 minuti a 37°C e centrifugati dopo un vi-
goroso mescolamento. 5 ml di soluzione ipo-
tonica (37°C) vengono cosi aggiunti al riso-
speso cellulare per 20 minuti, si centrifuga e
successivamente le cellule vengono fissate
con acido acetico/metanolo per 2 minuti a
temperatura ambiente. Nuovo fissativo viene
aggiunto per 30 minuti a 4°C e, dopo centri-
fugazione, vengono allestiti i vetrini con il
campione ed asciugati a 37°C per 24 - 48 ore.
Vengono preparati due vetrini per ogni cam-
pione e il restante risospeso cellulare con-
servato a -20°C. 10 ul di sonda vengono ag-
giunti alle cellule fissate e montate sul vetri-
no. Il DNA a doppia elica delle sonde e del
campione viene denaturato a 73°C per 3 mi-
nuti e sottoposto ad ibridazione a 37°C per
1 ora in camera umida, usando la tecnolo-

gia Hybrite (Vysis, Inc., Downers Grove, IL,
USA). Successivamente i vetrini ibridati ven-
gono lavati ed esaminati al microscopio a
fluorescenza.

Le sonde FISH usate sono prodotti commer-
ciali (AneuVysion kit) disponibili presso la
Vysis Inc. (Downers Grove, IL, USA) e costi-
tuite da due set, uno contenente una sonda
satellite alfa (specifica per le sequenze alfoi-
di) per i cromosomi X, Y e 18 e l'altro con-
tenente sonde locus specifiche per i cromo-
somi 13 e 21.

Una parte dello stesso campione di liquido
amniotico, analizzato con la tecnica FISH in
interfase, ¢ esaminata con il cariotipo con-
venzionale mediante bandeggio QFQ (30 cel-
lule provenienti da 15 differenti cloni).

RISULTATI

Dal dicembre 2004 al settembre 2006 sono
stati esaminati presso il Laboratorio di Cito-
genetica degli Ospedali Riuniti di Foggia 858
liquidi amniotici. In 641 liquidi, 'analisi FISH
in interfase ha mostrato un analogo risultato
al cariotipo convenzionale. Per 217 campio-
ni era stato richiesto soltanto il cariotipo stan-
dard.

L'avanzata eta materna (370/641, 57,7%) e gli
anomali risultati degli screening biochimici
materni (127/641, 19,8%) sono state le pit
comuni indicazioni per 'indagine citogeneti-
ca FISH.

[ risultati FISH sono stati confermati con I'a-
nalisi citogenetica classica in 639/641 cam-
pioni (99.7%). 622 campioni sono stati visti
essere diploidi e 17 campioni aneuploidi: un-
dici casi di trisomia del cromosoma 21, tre
casi di trisomia del cromosoma 18, un caso
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di mosaicismo del cromosoma 13, un caso di
monosomia del cromosoma X e un caso di
47, XXY (Tabella 2). Per due campioni non
sono stati riportati risultati (2/641, 0,31%) a
causa dell'insufficiente numero di nuclei pre-
senti. Non si € avuto alcun risultato falso-po-
sitivo o falso negativo. In un campione I'ana-
lisi FISH ha evidenziato una trisomia del cro-
mosoma 21, il cariotipo finale ha, invece, mo-
strato un isocromosoma del braccio lungo del
cromosoma 21 (46, XX(21)(q10). Inoltre, in
due casi, a causa della contaminazione ma-
terna, si e verificato un errore nella determi-
nazione del sesso fetale.

In tutti i casi di trisomia del cromosoma 21,
le pazienti hanno deciso di interrompere la
gravidanza.

Tra i 217 campioni esaminati solo con l'ana-
lisi citogenetica classica, 7 hanno presentato
anomalie citogenetiche, tutti da pazienti la cui
indicazione alla amniocentesi era stata l'eta
materna avanzata. Una traslocazione robert-
soniana nel braccio lungo del cromosoma
acrocentrico 14 e 21: 45, XX, der(14;21)
(q10;q10); 2 traslocazioni robertsoniane con-
volgenti il cromosoma 13 e 14: 45, XY
der(13;14)(q10;q10); una traslocazione reci-
proca tra il cromosoma 6 e il 13: 46, XY,
1(6;13)(q23;q34); due inversioni pericentriche
del cromosoma 2 e 8: 46, XX, inv(2)(p11.2q13)
e 46, XX, inv(8)(p11.2q24.1); un mosaicismo
del cromosoma 17 (2/25 cloni) (Tabella 3).
E importante ricordare che in un’analisi FISH
¢ sempre presente un piccolo background,
dovuto ai segnali aspecifici presenti nei nu-
clei esaminati.

DiscuUssIONE

I nostri dati hanno dimostrato che I'uso della
FISH nella diagnosi prenatale puo essere im-
portante se si considera che la tecnica per-
mette di ottenere un risultato in 24 ore, un
tempo molto ridotto se comparato ai tempi di
attesa dell'analisi citogenetica standard (fino
a tre settimane).

Questo ¢ importante soprattutto per le don-
ne in eta avanzata o con screening biochimi-
ci alterati, con aumentato valore dell'NT feta-
le, o in presenza di marker ecografici, in quan-
to puo ridurre I'ansia e potrebbe contribuire
ad evitare interruzioni di gravidanza inutili.
D’Alton et al. (1997) enfatizza il ruolo dell'a-
nalisi FISH come una rapida conferma delle
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TABELLA 2. Karyotype and FISH results in amniotic fluid samples

FISH False- False- No Totals
detected  positive negative result

Diploid 622 - - 2 624
Trisomy 13 1 - - - 1
Trisomy 18 3 - - - 3
Trisomy 21 11 - - - 11
Monosomy 1 - - - 1

X 1 - - - 1
XXY

Totals 639 - - 2 641

TABELLA 3. Chromosome abnormalities not detectable by FISH assay

Normal female

45, XX, der(14;21)(910;910)

Normal male

45, XY, der(13;14)(q10;910)

Normal male

45, XY, der(13;14)(q10;910)

Normal male

46, XY, 1(6;13)(923;934)

Normal female

46, XX, inv(2)(p11.2913)

Normal female

46, XX, inv(8)(p11.2924.1)

NSO U AWN (=

Normal male

47, XY, +17 (2 clones); 46, XY (23 clones)

aneuploidie quando la paziente € pit vicina
ai limiti legali per l'interruzione di gravidan-
za e quando la decisione deve essere presa
in tempi brevi.

Nel nostro Laboratorio, usando I'analisi FISH
con il sistema AneuVysion, siamo stati in gra-
do di escludere o confermare le trisomie pitl
comuni e le aneuploidie sessuali.

Un limite all'applicazione dell'analisi FISH nel-
la diagnosi prenatale puo essere la possibile
contaminazione da cellule materne o la pre-
senza di cellule degenerate nei campioni che
presentano un colore scuro, in quanto si ri-
duce l'efficienza della ibridizzazione e si au-
menta il rischio di segnali aspecifici. In caso di
contaminazione materna del campione, per le
gravidanze con un feto di sesso maschile, il
problema ¢ superabile in quanto la mix di son-
de utilizzata gia contiene quella specifica per
il cromosoma Y. A tal proposito ¢ necessario
ricordare che nonostante il sangue materno
non sia otticamente visibile nella provetta del
campione di liquido amniotico (Winsor et al.
1999), le cellule materne possono costituire piti
del 20% delle cellule totali esaminate con il me-
todo FISH.

Per questo motivo, in un campione di liquido

amniotico, proveniente da una gravidanza il
cui feto & di sesso femminile, devono essere
esaminati pit di 30 nuclei.

Accuratezza, attendibilita e riproducibilita del
metodo FISH sono legate alla sensibilita e al-
la specificita delle sonde utilizzate. Le sonde
alfa satellite cromosoma-specifiche (AneuVy-
sion System), nel nostro caso, hanno “acce-
so” un segnale di ibridizzazione molto forte
e distinto.

Tuttavia bisogna considerare che l'analisi FISH
in interfase non permette l'identificazione di
tutte le aberrazioni cromosomiche ( trasloca-
zioni, inversioni, marcatori cromosomici) per
le quali ¢ necessaria l'indagine citogenetica clas-
sica (cariotipo) o l'uso di sonde specifiche FISH.
Poiché non si ¢ ottenuto alcun risultato falso
positivo e falso negativo, il nostro studio, in ac-
cordo con quanto riportato da altri lavori (Ja-
lal et al. 1998, Estabrook et al. 1999), e in ac-
cordo con le linee guida (ACMG, 1993), con-
ferma che l'analisi FISH puo essere considera-
ta come un test di supporto all'indagine cito-
genetica standard, soprattutto per le donne ad
alto rischio e per le quali devono essere pre-
se decisioni terapeutiche.

In conclusione, i risultati ottenuti conferma-
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no che I'analisi FISH in interfase rappresen-
ta un mezzo di diagnosi prenatale veloce ed
attendibile, se utilizzato con criterio e co-
scienza.
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