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…..nel 1980 si capì che tale anomalia dava come risultato 

un  gene aberrante che codificava per una onco-proteina 

anomala che conferiva un vantaggio proliferativo alle 

cellule che la esprimevano 



FARMACO  : anti-Tyrosine Kinasico

bersaglio molecolare Tyrosine Kinase  espressa 

costitutivamente per effetto della anomalia 

cromosomica

CURA MIRATA per pazienti con 

LMC presentanti l’anomalia 

cromosomica

Rivoluzione nella 

storia della 

Medicina

Approccio di studio 

delle anomalie 

genetiche è stato esteso 

successivamente a 

molte patologie onco-

ematologiche

Nuova frontiera 

delle Medicina di 

Precisione  nel 

trattamento di 

pazienti  con 

emopatie 

maligne

Anni di Ricerca………….



.……per realizzare dei percorsi 

diagnostici  che si muovano verso una 

richiesta di test per fasi successive 

ragionate ed appropriate

……..alla ricerca di quei marcatori cromosomici e molecolari che 

indirizzino il Medico Specialista Ematologo verso la scelta 

terapeutica migliore per una determinata patologia 

Qual è lo scenario in cui si muove il Laboratorio di II livello 

dell’Ematologia ?

…Elaborazione 

risultati……

Applicazione 

Linee 

guida…Protocolli 

specifici…

Diagnosi e 

scelta 

strategia 

terapeutica 

appropriata



• Studio dell’immunofenotipo -Citofluorimetria

• Citogenetica Convenzionale (CC) 

• Ibridazione In Situ Fluorescente (FISH) 

• PCR e RT-PCR qualitativa e quantitativa (RQ-PCR), 

Sequenziamento genico metodo Sanger o New 

Generation Sequencing (NGS)

Le tecniche utilizzate nel laboratorio di  diagnostica 

citogenetica-molecolare 

L’Ematologia è una disciplina clinica e di laboratorio; nello 

studio di laboratorio si utilizzano strumenti e conoscenze 

classiche quali la morfologia, i conteggi degli elementi, le 

colorazioni speciali e strumenti più specifici come : 

Sottolineo 

l’importanza 

dell’integrazione 

tra le varie 

metodiche ai fini 

diagnostici e di 

ricerca nelle 

emopatie 

maligne



Le varie tecniche utilizzate nel laboratorio assolvono la funzione 

di individuare le anomalie sulla base della loro grandezza  :

circa 3-5 Mb

Tecnica di CC ha 

una risoluzione

Risoluzione 

mediante 

FISH

Risoluzione mediante 

tecniche su base-PCR o 

Sequenziamento genico

circa 40-100 Kb

1cellula 

patologica/ 105-

106 cellule totali

Sequenziamento genico 

NGS : sostituzione di 1 

base, variazione di 1 

nucleotide

GACGTACGATCAG

GACTTACGATCAG



Le tecniche:

CC: Cariogramma ottenuto ordinando 

per dimensione e successione di bande 

chiaro/scure  i cromosomi bandeggiati 

con  bandeggio cromosomico “G” da 

prelievi di midollo osseo, sangue 

periferico o altri tessuti.

FISH: sfrutta la capacità di una sonda di DNA 

marcata con un fluorocromo, di legarsi in 

modo specifico con una sequenza bersaglio di 

DNA complementare, si esegue su cromosomi 

metafasici o cellule in interfase; si esegue da 

prelievi di midollo osseo e sangue periferico.

PCR e RT-PCR qualitativa e quantitativa (RQ-

PCR),NGS: Estrazione di DNA e RNA da prelievi 

di midollo osseo e sangue periferico; 

successiva amplificazione di un trascritto  e 

quantificazione, amplificazione di una regione 

del gene e successivo sequenziamento



Vantaggi e Svantaggi delle tecniche:

CC : √ vantaggio: 

unico esperimento 

assetto cromosomico 

completo

-evidenzia cloni 

distinti ed  anomalie 

dell’evoluzione 

clonale

√ svantaggio: scarsa 

sensibilità per 

anomalie criptiche

-richiede cellule 

proliferanti

-tecnica laboriosa e 

che richiede molta 

esperienza 

FISH: √ vantaggio : evidenzia 

anomalie criptiche

-indipendente dall’indice 

mitotico 

-utile nello studio di casi con 

cariotipo non disponibile per 

mancanza di mitosi

-si associa alla CC nell’

identificazione di un clone  

anomalo poco rappresentati 

in CC

- √ svantaggio: scarsa 

disponibilità di sonde per uso 

diagnostico

- utilizzo di 1-3max sonde in 

esperimenti di coibridazione 

per esperimento

PCR: √ vantaggio:  alta          

sensibilità della tecnica

-quando applicabile la RQ-PCR 

fornisce risultati abbastanza 

standardizzati ed in tempi rapidi

√ svantaggio: applicabile solo 

nei casi in cui il trascritto ibrido 

o il gene alterato è conosciuto

-NGS tecnica laboriosa che 

prevede esperienza e 

tecnologia avanzata, oltre ad un 

approccio bioinformatico 

consolidato per l’analisi dei 

risultati. Il costo relativamente 

elevato  ma nel breve tempo 

sarà destinato a ridursi.



Le aberrazioni citogenetiche/molecolari costituiscono attualmente

il più importante fattore prognostico 

delle emopatie neoplastiche  e la loro determinazione  

è di fondamentale importanza 

ai fini
√ Monitoraggio della 

malattia minima residua 

(MMR)

√Classificativi   

la classificazione dei Tumori 

secondo la World Health 

Organization (WHO) 

incorpora le aberrazioni 

cromosomiche insieme alla 

morfologia , 

all’immunofenotipo e alle 

caratteristiche cliniche, nella 

classificazione delle leucemie 

e dei linfomi(WHO 2016).

√ Prognostici

L’impatto clinico delle aberrazioni 

citogenetiche è tale che i pazienti vengono 

suddivisi in base alle aberrazioni 

cromosomiche in: gruppo a prognosi 

favorevole, intermedia e sfavorevole.

Gli studi delle aberrazioni citogenetiche/molecolari 

sono raccomandate alla diagnosi e ad intervalli 

regolari secondo linee guida specifiche



Anomalie cromosomiche nelle LAM 

Krzysztof Mrozek,Blood Review 2004

Nelle LAM 

l’incidenza delle 

anomalie 

cromosomiche è

di circa il 40-60%, 

nel 10-15% è

presente un 

cariotipo 

complesso, 

definito come la 

coesistenza di un 

n° di ≥3 anomalie 

cromosomiche 

nello stesso clone 

il cariotipo 

normale è

presente nel 50-

60% dei casi ioni



Faderl S. Cancer 2010

Nelle LLA 

l’incidenza 

delle 

aberrazioni 

cromosomiche 

è dell’80-90%. 



………nelle LAM i pazienti con cariotipo normale 

vengono assegnati al gruppo di prognosi 

intermedia, che rappresenta in realtà un gruppo 

molto eterogeneo in cui nel corso degli ultimi 

anni, sono state identificate delle mutazioni 

genetiche relative ad alcuni geni come FLT3, MLL, 

NPM, CEBPα con significativo impatto 

prognostico. 

…..e se il cariotipo è Normale ?

…… nelle LAL non esiste una 

classificazione così stratificata ma alcune 

traslocazioni sono associate ad una 

prognosi più severa: t(9;22); abn 11q23, 

t(8; 14) e varianti.



La rilevanza della CC nella diagnostica delle LAM anomalie ad 

indice prognostico favorevole:

t(8;21)(q22;q22)

inv(16)(p13q22)

t(15;17)(q22;q21)



La rilevanza della CC nella diagnostica delle LAM: anomalie 

ad indice prognostico intermedio:

del(20)(q11)

trisomia 13



La rilevanza della CC nella diagnostica delle LAM: anomalie 

ad indice prognostico sfavorevole:

Complesso ≥ 3anomalie



La rilevanza della CC nella diagnostica delle LAL: anomalie ad 

indice prognostico sfavorevole:

t(9;22) e duplicazione der(22)

+X,t(4;11)(q21;q23)

t(8;14)(q24;q32)



La rilevanza della CC e FISH nella diagnostica della LMC:

paz. B.F. leucocitosi, 

quadro clinico e 

morfologico 

suggestivo per 

diagnosi di LMC

Cariotipo Normale

Approfondimento 

FISH con sonda 

specifica per la 

t(9;22)

9q34 ABL rosso/22q11 BCR verde

Se Normale  2segnali R e 2 segnali V

Se Anomalo  1segnali R , 1 segnali V e 2 

segnali di fusione R/V(Giallo)

Risultato 

atteso
Risultato 

ottenuto

1segnali R , 1 segnali V , 

1 segnali di fusioneR/V 

(Giallo) e 1 segnali V 

dim

Eseguito cariotipo

Possibile inserzione di BCR(22q)su ABL(9q). 

Terapia identica alla LMC classica



Le applicazioni degli studi di BIOLOGIA MOLECOLARE 

� Monitoraggio della malattia minima residua nei pazienti con LMC p210

� Monitoraggio della malattia minima residua nei pazienti con LAP

� Alla diagnosi delle LAL per  la valutazione del trascritto ibrido p190 o p210

� Nella stratificazione del rischio prognostico della LLC si valuta la presenza di 

mutazioni 17p13 TP53 con tecnica di sequenziamento NGS e lo stato mutazionale di 

IGVH con amplificazione e  riarrangiamento clonale VDJ e sequenziamento con 

metodo Sanger.

� Alla diagnosi delle Sindromi Mieloproliferative Croniche la valutazione 

delle mutazioni Jak2 e CALRETICULINA

� Nella diagnosi delle LAM a cariotipo normale la valutazione di marcatori 

molecolari ad impatto prognostico rilevante quali: FLT3, NPM1



La Comunicazione tra il laboratorio e il medico 

Ematologo è molto importante ogni volta che viene 

inviato al laboratorio un campione per indagine 

genetica 

•per confermare che i requisiti dei campioni siano 

soddisfatti ( ad es. il tipo di tessuto e l’anticoagulante 

appropriati)

•per ottenere una indicazione sul sospetto diagnostico 

•per eventuali dettagli per i tempi di consegna del 

referto 

•per verificare la scelta del metodo di analisi per lo 

studio delle anomalie che dipende dal quesito 

diagnostico che deve essere affrontato

……..condizione fondamentale al fine di ottenere un risultato utile per il 

paziente è lo stretto scambio di conoscenze interdisciplinari che legano

Laboratorista Medico Ematologo Anche se a 

volte può 

essere 

difficile da 

ottenere, la 

comunicazi

one è

comunque 

cruciale per 

ottenere un 

risultato 

utile


