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I. INTRODUCTION
La cytogénétique a beaucoup évolué, ainsi que &bodes dinalyse du génome

— a partir des années 1960, on a commencé a utésearyotypes(approche grossiere
du génome puisque I'on visualise 30 milliards dieggade bases en méme temps)
> technique morphologique

— depuis les années 1980 on utilissdégluencagear la méthode de Sangen ne voit
gu’'une base a la fois). >technique biochimiqueginfatique

Mais la transition n'est pas complete, on contifi@ire des caryotypes standards.

Probleme technique: pendant longtemps on étaitgabke d'identifier des anomalies concernant
entre deux et des centaines de milliers de pairebake (on ne pouvait identifier que celles
concernant une seule base et les anomalies glodalggnome).

C'est grace aux particularités de I'organisation dénome qu’on a pu mettre en place des
techniques d’études qui couvrent cette partie mtatiaire entre les chromosomes entiers et la
base.

1. Généralités sur le génome
Le génome humain contient 2x23 molécules d’ADNt 3di0"9 bases

On y trouve environ 22 000 a 24 000 genes

. . | 15
(soit environ 20@00 exons) : R

LI ADN non codant (introns}

H ADN codant (exons)
- 20% correspondent & des séquences
codant pour les ARN fonctionnels
desARNm traduits en protéines - | 1ADN non codant, non
(1% de 'ADN: 15 000 & 20 000 génes | / i:;:tr';';;"ﬁt;ﬁmg"e

codent pour des protéines) f

oud’autres ARN (ARNt, ARNT,
microARN..) qui ont unéonction
propre sans traduction(>8000 genes)

| ADN non codant (7} conservé

11 ADN répétitf SINE

il ADN répetitif autres

i ADN hétérochromatique
péricentromérique A

- 80% sont des introns, des séquences
non codantes intragéniques

Le reste du génome est composé

— deséquences non codantes conservéegre les espéces qui jouent probablement urdeiie
la régulation de I'expression des genes.

— de séquencea®n codantes, non conservées, répétdparfois des millions de fois, et dont le
réle n’est pas bien connaprrespondant probablement a des restes de I'éoolutie
remaniements chromosomiques, peu ytikes: LINE, SINE..Jou non répétées

— dhétérochromatine centromeérique.

On sait actuellement que le génome est beaucoumsmonstant d’'une personne a l'autre que ce
que I'on pensait il y a une dizaine d’années.

Uneséquence typique « canonique & été établien 2001 a partir d’'un pool d’ADN.

99% de cette séquence est établie, mais en réaligbnne ne la posseffenous sommesous
des mutants 3 et plus de 10% du génome est varidbleez des sujets non malades). Il existe en
effet detrés nombreux variants individuels qui sont au cceudes approches diagnostiques
(CGH array et séquencage dexome)lls sont dedeux types: qualitatifs (variation de
séquencepu quantitatifs (absence/ duplication de segments du génome).
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Ces deux particularités: le fait que I'on ait urigsience dont le texte est variable d’un individu a
l'autre indépendamment du fait que ce soit pathegén le fait que dans notre génome il y ait
des segments qui sont présents ou absents selardieslus, ont été utilisées pour développer
les techniques de cytogénétique.

2. Les variations qualitatives du génome normal

2.1. Les SNP e

no effact on .
Un SNP (single nucleotide polymorphism) est une varigtic| Pren preductan /
un_polymorphisme d’'un seul nucléotide par rapgoria
séqu_ence canonigu€e qui_correspondans Ie_ géno_me(en Cousaiive SiiFe A
réunissant tous les endroits ou un nucléotide mkfiérer | ingens -
dans I'ensemble de la population humgirdel base / 400. |Non-coding SNP:
(>10"7 SNPont étérépertoriés) g il Gene
Coding SNP: L=
La fréequence de I' allele rare est par définition gpérieure | changes amno
a 1% (pour qu'on puisse parler de “polymorphisme”). SEIMER

Ainsi les SNP sont fréquents, sdohctionnels ou non.et on
les retrouve:
- soitau sein des séquences des genes qui peut entrainer umaodification de la
séquence protéiquevec préservation de la fonction de la protgiégére modification)
ou mémeaucune modificationsi on obtient un codon synonyme: le triplet codgdors
pour le méme acide amiféutation synonyme)
- soit dans la majorité des casns I’ADN non codant dans une zone de régulation des
génes par exemple,
- soit dans I'énorme partie de 'ADN qui contiepiparemment de I’ADN ne servant pas

En comparant les séquences du génome de deuxdusljwin nucléotide sur 1000 différe,
autrement diil y a plus de 3.10"6 SNP par individu,dont environ25 000 localisés dans des
exons,avecentre 250 et 400 mutations rares non synonymémodification de la séquence
protéique)

Plus de 150 variants,découverts chez des sujets apparemment nornsauk, certainement
déléteres, dont environ 10 & 30 raredDe plus,plusieurs milliers de variants sont dans les
séguences non codantes conservées pour un individu.

Ainsi les SNP apportemtius de 80% de la variabilité de I'expression génigue individuelle.

2.2. Les insertions/délétions (indels)

Depuis que I'on a la possibilité d’approcher le géme, on Deieilon .
s'est rendu compte que la séquence du génomecpiaeda
guantité d'ADN totale n’étaient pas constantes. [@ut
trouver dans le génome de certains sujetstres -
nombreux remaniements de structure comparé a la
séquence canonique.

['anaem duplication e 5

Dispersed duplication {1

Novel inseriion

2R R 2R R AR
]

lls se présentent sous la forme digétion, d'insertion ou Repeat insertion  -8—{H -
de duplication. Cette derniére peut se faiea tandem i.e.
la répétition du segment d’ADN se fait sur le mér

Translocation

chromosome, juste aprées le segment d’origine. —

Inversion —{ —’ —{—

\
I

TRENDS in Genalics

On parle d’'indels lorsqu’elles concernanbins de 1000 nucléotidesOn en a retrouvé plus
d'1,5 million répertoriés dans 1000 génomes ; ey én a 35 mille par individu, dont 500
impliguant des genes.
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2.3. Les CNV (Copy Number Variant)

LesCNV correspondent a des segmentplde de 1000 nucléotide§usqu'a9 Mb (mégabase3)
dupliqués ou délétésPlus de 60 mille sont répertoriés dans 16 milledocgénome. Iy a
environ 700 délétions par individu, dont 40 imphgtides genes.

Au total, les variations qualitatives du génomenmadrconcernenplus de 10% du génome

ainsi un fragment d2 a 3Mb peut théoriquement étre délété, sans induire deétpience chez
unindividu .

II. LACYTOGENETIQUE

1. Organisation des chromosomes

LADN subit plusieurs ordres de |
spiralisation. Le filament extrémement !
fin d’ADN forme une double hélice, puis
entoure les nucléosomes, indispensab
a la régulation de la transcription. Pu
on aboutit & une_compaction organisée |
programméedes filaments d’ADN, qui
est identiquechez tous les individus lors |/
de la mitose. Au final, 'enroulement d: |
ADN en chromosomes est tre /
organisé(ADN: 2 x 23 molécules =

2 meétres de long et 04mm de™:" " T
diamétre, dans chaque cellile

En interphase, on a remarqué d@éN de chaque chromosome
occupe un espace délimité du noyawgt ce méme lorsque le
filament d’ADN est déroulé. Il y a donc upneganisation spatiale

du noyau avec en général les gros chromosomes au centre du
noyau, et les petits en périphérie. Ceci facile mécanismes de
compaction lors de la mitose ou de la méiose.

Les chromosomes comportenplusieurs parties: || || 2 chromatides
- un bras long au moinsnoté g dirigé vers le bas, ".‘ | I" | - T
- un bras court noté p (comme petit) dirigé vers le ||/ smscom [/} 7\
haut, \AJ A LE
N AN ‘-"-\ “)‘Z Centromére "{' A
- un centromere, I g ¢
- une région télomérique par brasne contenant pas | /| | [\ iR
& I | I Brsi 11\ (14
de g?n'es- } . ) . i1 \1 — [ | | Télomere | | ‘
La region subtélomeérique est riche en genes. Lersad | | || (] \1/ v v
métaphase les deux chromatides sont attachéesep: [ g Uy
centromere qui permet par ailleurs la liaison asefw Ctomosome (hemaone Sroneen
. . métacenirique submetacentrique acrocentrique
mitotique.
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La composition relative en paires de nucléotiddsae

1 2 I'origine de pattern de bandes claires et sombres
spécifiques On observe ces alternances de bandes au
sein didéogrammes chromosomiquesElles ont été

i bien décrites, et comme elles sont reproductibles d
individu & un autre, on a pu réaliser des
nomenclatures. On numérote lesndes(régions) et

% les sous-bandesdu chromosome en fonction de leur
composition, de leur richesse en bases et non s@lon
ordre.
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Il faut regarder une anomalie sur plusieurs chr@mmes pour s'assurer qu'elle existe, et qu'il
ne s'agit pas par exemple d’'un probleme d'interatiéin de 'ADN compacté sur lui-méme. En
effet, la correspondance entre ce que l'on voit ddda “vraie vie” et l'idéogramme
chromosomique n'est pas forcément évidente, ongeeutdes difficultés a reconnaitre certaines
bandes.

2. Techniques utilisées en cytogénétique

En cytogénétique, on fait face a pmobléme d’échelle
v' On a sur les 2 x 23 chromosome3000 Mb, 24 000 genes, 600 bandes différentes au
maximum sur un caryotyp@euvent étre comparées a des pixels sur une imBges
une bande, il y a en moyenne 50 génes, 5Mb au r{itinsn général).
v" Un chromosomeomporte en moyenne 150 Mb et Z8chromosome 22 4100 genes.

2.1. La cytogénétique conventionnelle : les gaotypes

« Je vous le cite mais vous pouvez 'oublie”

aussi rapidement » : \ e T e
o momany 5| < AR

o)
Caryotype standard CET - e -
- Arrét en fin de métaphase i e Presorapnes

- 300-450 bandes a4
Caryotype standard haute résolution v S’@“
- Culture synchronisée Sepernte of red cule ok
- Arrét avant la fin de la métaphages : e
chromosomes sont moins spiralés) o 4

suspension Celis fixed

- 550 & 650 bandes ou plus s
Ainsi, les remaniements de moins de 5N retae o> oo ©05 smemecr e

ne peuvent pas étre observdgEme a haute :
résolution, et les résultats sont parfois diffisieinterpréteg++).

Petit rappel tout de méme : la préparation d'uyagpe sanguin nécessite plusieurs étapes.

— apres le préléevement sanguirséparation par centrifugation et stimulation des globules
blancs afin qu’ils se multiplient assez pendanistjours (leur multiplication n'est pas
spontanéedlans un milieu nutritif (facteurs de croissance..),

— mais les mitoses sont trop rapides pour une étadeate, du coup on empoisonne les
cellules a lacolchicine (médicament utilisé contre la gouttggndant une ou deux heures
afin de les bloquer en métaphase,

— cependant les résultats ne sont toujours pas igtalges au microscopen ne voit pas
ce qui se passe dans un noyau en divisaors on fait urchoc hypotonique a I'eau
distillée : la cellule gonfle par effet osmotique jusqu'daéament de la membrane
plasmique ; le contenu de la cellule (dont le n@yest encore plus ou moins compact car
il est plutét visqueux,
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— on le fait tomber sur la lame avec une certainefoiil s'éclate, s'étale, et peut alors étre
analysé au microscope.
— onsaisit les imageson découvre les chromosomes afin qu'ils soigoarsés les uns des
autres car ils se chevauchent,
— on lesclasseet on vérifie la présence de toutes les bandes...
Tout ceci nécessite environ 15h de travail, et dws jours —du fait de la mise en culture- donc
on ne peut pas faire de caryotype en urgence atetrainutes.

Caryotype haute résolution : on retrouve toujoess pattern de bandes claires et sombres qui
permettent de vérifier si le caryotype est nornmaéme avec des techniques différentes de

coloration.
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2.2. La FISH : Fluorescent In Situ Hybridization

Fin 80, début 90, on s’est dit que pour repérer anemalie, on peut profiter d’'une propriété de
'’ADN qui est qu'il se dénature quand on le chauéfequ’il se ré-hybride quand on diminue la
température.

On prend un fragment d’ADNune préparation chromosomiqugui est la copie d’'uneggion
donnée et on le met en présence d’'un fragment d’ADN ital# au labo (sonde) dont il est la
copie exacte On les chauffe, et aprés refroidissement il y dadfies chances que ce fragment
vienne s'accrocher sur la sonde: il y a alors bgbridation d'une sonde d’ADN (dite
“incorrecte” car elle est d’origine extérieure, figjoée).

On ne voit pas la sonde car trop petit@).000 a 200.000 plsoit un dixieme a un trentiéeme de
la plus petite anomalie qu’on peut voir au micrgeoMais sielle est rendue fluorescenteon
peut retrouver une petite région précise du génguest la copie de cette sonde fabriquée. La
fluorescence doit étre suffisamment intense potmrgpuisse voir la lumiere produite par les
molécules marquées.

Fluoresence In Situ Hybridization ; S,

i

Figlative nbaorbance al 260 nm
=
2
2
L8
Wl 8

¥ —— Doubls
) strand
%

BN

Si on cherche une maladie précise, dont on saitllguest liée a de petites anomalies
chromosomiques non visibles, on peut a I'aide dsoledevérifier si par exemplda région est
présente en de multiples exemplaires.

o8
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Sondes pour les 2 subtélomeéres
Du chromosome 3

On peut employer plusieurs sondes de coulg
difféerentes, au moins deux : ici une verte et
rouge. Au labo on a fabriqué des sondes qui sent
copies de régions qui nous intéresse (une pré
pour une maladie donnée, ou pour tous les bouts
chromosomes, les télomeéres). Ici, on a empiq
deux sondes spécifiques : une marquant le bou
bras court du chromosome 3, et l'autre, le brag.lo

La fléeche indique un petit chromosome qui est maranec un fragment d’ADN qui est la copie
d'un fragment d’ADN du chromosome 3, donc on pédfitnaer que ce patient a trois copies de la
région 3p.

Avantage : cette technique permet de repérer_ugierrélonnée dans un chromosoptes petite
que celles que 'on peut voir au caryotype standercégalement dans le noyau en interphase
(quand les chromosomes ne sont pas spira@@s)peut retrouver 'anomalie chromosomique sans
faire de caryotype, donc sans faire pousser ldalegl; ceci a condition de savoir a priori ce
gu’'on cherche, d’avoir une pist@l faut unpoint d’appel cliniquepour le choix de la sonde, ou
on peut aussi tester toutes légiions subtélomériques)

2.3. Les puces a ADN« on va y passer un peu de temps »

Accessibles dans des labo en France depuis 20@%, aimmencent seulement a étre utilisées en
routine dans des CHU (coltent chéres, mais exptageterme de rendement).

Les puces a ADNcorrespondent en fait & deux technologiedgdx approches fondées sur les
polymorphismes du génomeElles sont désignées par leur nom anglagay (rangée (de
sondes).

Au départ on les faisait avec GGH, de nos jours on a tendance a utiliser I'autrértiegie, qui
s'appuie sur leSNP. Une méme puce peut combiner les deux approches.

2.3.1. CGH array (Comparative genomic hybridization)

Le principe est simple,l n'a pas limité le développement des méthodesframement a la
technique pratique (mise en ceuvre sur un point

de quelques micrometres de taille, fabrication .=
faible codt d'un nombre suffisant de sondes *
laboratoire et de facon industrielle).

- on prend’ADN d’'un malade, on le fragmente,
et on lecolore avec du fluorochrome vert

- on prend’ADN d’un témoin, on le fragmente,
et on lecolore avec du fluorochrome rouge

ADN témoin

(marquage rouge)

-8

‘ Mélange équimoléculaire ‘

- on prend une lame de verre, et sur chaque pc
on pose des fragments d’ADN amplifiés nc
marqués en grande quantité, fabriqués

laboratoire, copies parfaites des fragme
d’ADN normal (subsondes)

Fragments d’ADN
genomique:
(< 100 nucléotides)

Puce (array)
Env. 200.000 sondes

chague spot =
1 région génomique
distincte

- compétitivement, sur les sondes ADN déposées darlame (spot),on prend une quantité
équivalente d’ADN témoin, et du malade ; puis diisgt le principe déja vu pour la FISH qui est
que lorsque I'on chauffe les deux brins de I'hélitel’ADN, ils se séparent, et se rapprochent
ensuite si on laisse refroidir.

Au début on avait des puces comme celles a draitec 5000 points environ mais a I'heure
actuelle les puces employées au laboratoire foritan2 000 000 de spots
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Si on chauffe de 'ADN rouge, vert, et de ’ADN _
non coloré et qu'on laisse les ADN se dénatur [ueaieiils
les brins vont se réassembler au hasard, c'es @ i

ADN témoin

(marquage rouge)

co-hybridation.
Si sur 'ADN non coloré, on autant de copies

‘Mélange équimoléculaire ‘

de 'ADN malade que de copies de I'ADN
témoin, il y aura des molécules hybridées verte
et d’autres rouges, et la fluorescence combinée
jaune. Si on aplus d’ADN témoin que de
malade c’'est que chez le malade il manque

Normal (2copies)

morceau : il y a une seule copie. Ainsi quand

deux sondes vont entrer en compétition pg Délétion (1 copie)

2 ADN > 1 ADN

2 ADN = 2 ADN
Ampliﬁcation (3 copies) ;‘
ZADN,<,3,A,DN I |

s’hybrider sur la lame, 'ADN rouge étant plu

abondant que le vert, le point apparaitage.

e
des ADN

ADN témoin ©
|

( -

G e X | N N mEeE | 1B}

Cohybridation { i

Lecture par
= seanner
& ADN patient

';\'5-\ 74 Ly

Lavage

Proband, Ghromosome 14

Pt

P T A e AT N S

NB : Les sondes sont
directement synthétisées
sur la lame (complexe) et
font chacune une
cinquantaine de

Log(2 raia
o

. nucléotides.

o £ a0 =0 =0 100
Position on chromosome (Mbh

Duplication

Analyse des rapports
de fluorescence

Ensuite on passe dans scannerqui éclaire la lame et enregistre l'intensité mfescence de
chacun des points, et calclderapport des fluorescencesil va nous indiquer qu'une sonde est
rouge et verte, que le rapport des deux intensiésle ur{ou alors qu'il y a plus de vert que de
rouge: donc la région est amplifiée, et inversene@omme on sait a quelle région du
chromosome correspond chacune des sondes poséesnsufame, on peut représenter
l'idéogramme d’un chromosome.

Important : on n'a_pas vu les chromosomes a préparé sur une lame de verre, des petits
segments d’ADN dont on connait la position dangdeome normal (bande et chromosome), on
a vu s'ils étaient en exces ou en défaut par ra@pogénome standard. Dans le cas d’'un exces, la
seule chose que l'on sait est qu'une région domséen plus quelque part sur le chromosome
étudié, mais on_ne connait pas sa positietie peut étre dans le méme chromosome a partir
duquel elle a été amplifiéeu dans un autre chromosomePour le savoir, il faudra recourir & la
FISH. La cytogénétique standamlissi permet de vérifier la position précise d'wégion en
exces(pas d’'intérét pour une région manquante).

La CGH array permet donc mparaison malade /témoin entre le hombre de cas de
loci non polymorphes (létection des CN)/ la limite étant qu’on ne voit pas les chromosoetes
les anomalies équilibrées, on voit que les déséoed.

2.3.2. SNP array

Dans les puces CGH, les sondes sont des copiesgiies bien constantes du génome (on sait
gu’elles ne contiennent pas de SNP). A l'inversmsdla SNP array, on choisit les sondes pour
gu’elles couvrent un SNP. Elles ont été faites épadt pour étudier les SNP a un locus donné,
pour le génotypage de variations génétiques :él tyybridation avec 'ADN uniquement si la
séquence de la sonde est absolument identiqueDdNI'Aumain, autrement dit s’il N’y a pas de
SNP ; sinon le nucléotide & un locus donné estrdift de la séquence type.
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Grace a la technologie, on a pu tirer une deuxi@fieemation : lorsque I'on hybride 'ADN d'un
patient avec une sonde pour l'alléle A ou l'alld@e on peut déterminer si le patient porte
uniqguement 'allele A ou B ou les deux, et égalenbemombre de copiede A par exemple.

Donc comme pour la CGH, par une technique d’hyliodaon va, grace aux puces SNP qui sont
plus complexesguantifier les fragments.

En pratique,on mesure lintensitédu signalde chaque alléle (A ou B) pour un locus SNP
donné.

Principe : on a pris ici cing SNP, points préci
dans le génome pour lesquels selon ;'
a i
A

>2EEEL
®e OO
TEWE s
LEWE R
W rEE

personnes, on est soit Afallele fréquent,
thymine)soit B (alléle rare, cytosine)

Deletion Duplication Normal
Certains locus sont identiqgues sur les de

chromosomes, les SNP sont présents a I'c

homozygote (on est deux fois A). Pour d’autr

locus, on est A selon un chromosome, et B 11 = aae oo Al AR
l'autre ; ou on peut aussi étre porteur de l'all€ .o g wsa ~#8  ABB A
B, qui est moins fréquent, sur les del -
chromosomes.

Deletion Normal Duplication Normal

Il est trés peu probable d’avoir plusieurs SNP homozygotes (AA ou BB) a la suite Fude

l'autre.

On va déterminer si on a accroché la sonde correspondant a la i3éguAa, ou celle
correspondant a la séquence B (pour le méme ladusidirectement le nombre de copies
présentes.

Cette technique permet le génotypage de chaque o8NP (AA /AB / BB).

v" Chez unsujet normal, pour la sonde correspondant au locus A, on aoekérque la
copie A, on a un seul point : le locus est dond @ troisieme point montre que l'on a
repéré que l'alléle B, le systéme ne trouve paofale correspondant a I'alléle A : donc
le génotype est B.

Le systeme enregistre que la sonde correspondatiede A, s’est hybridée avec I'alléle malade
la sonde correspondant a I'allele B s’est aussiitigbh avec I'alléle malade, donc le sujet a deux
allele en méme temps, il est AB.

v' Si on a unalélétion, hybridation avec I'allele A, et pas de reconraig® d'un deuxiéme
allele (B), donc le sujet est AA probablement. Pleupoint B, le systeme va s’hybrider
avec la sonde de la séquence B, il ne va pas trdav&quence A chez le malade : le
patient est homozygote BB. Donc quaumtke région est délétée, tous les SNP de cette
région sembleront homozygotes (A ou B), et l'inteiitgé est diminuée.

Donc le systéme interpréte les génotypes, danegdalation générale, la plupart des alleles sont

variables, et la pendant des centaines de sondas grand segment donc, le sujet est soit A soit

B mais jamais hétérozygote.

Deux raisons a cette hétérozygotie : tous leseallébnt homozygotes systématiquement, ou alors
la deuxiéme copie n’existe en fait pas, le sujehémizygote pour cette allelEn réalité, il est

trés peu probable d’avoirplusieurs SNP homozygotes (AA ou BB) a la suite Fude I'autre.

v' Si une région est dupliquée, on pourra observer 4égotypes (AAA / AAB / ABB /
BBB), et l'intensité est augmentée.
Certaines sondes mettront en évidence trois exéneplarois alléles, avec quatre génotypes
distincts ; on peut déduire qu’il y a des copiessamombre par le fait que dans une région il
existe trop de génotypes différents.
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Analyse en SNP

-mesure de lintensité du signal : on a une régians laquelle il y a deux sondes (identiques ou
différentes) pour chaque locus qu’on essaie.

Dans tel fragment d’ADN, pour chacune des sond&gds, on a des sondes AA, des sondes BB,
et AB, donc globalement onum mélange de locus homozygotes et hétérozygotest le long
(normal). Dans la région qui suit, on a quatre ¢¢pes différents (duplication), et dans celle qui
suit, tous les locus sont systématiquement homdeggsur plusieurs centaines de sondes =
points, donc il y a une anomalie)

e _---—- : :
474 AB Eutaseanti LabEor BetsTeAl-l G DAGRER tphd crchi isiphted LogZ Rl On fait deux cent mille tests

Wy €N paralléle, donc sur une
' seule lame, méme avec 1%
d’erreur de lecture
(probléme d’hybridation,
bruit de fond..), les points
non significatifs
n'interférent  pas  dans
linterprétation des résultats.

En Résumé :

v' La cytogénétique standardest toujours utilisée pour vérifier car c’est ueehnique
morphologique on voit les chromosomes, mais c’est un examemsre, mauvais, car
ne voit que les grands remaniemeeton passe a coté de 80% des remaniements du
génome.

v Les techniques biochimiquessont fondées sur le principe de I'hybridatidiun ADN
témoin avec I’ADN d’'un malade suivie, de I'interaon qui est aussi quantitative
>> multiplication de 5 a 10 du nombre d’anomalier@amosomiques que l'on trouve
chez les enfants présentant un handicap.
Elles sont compliquées, et donc pour le momenicdds & appliquer en diagnostic
anténatglmais seront probablement plus utilisées dangjgeslannée@mniocentese et
caryotype 2 semaines 2 jours pour une FISH)
De plus on trouve énormément d’anomalies & I'oggile_problemes d'interprétatiaies
variants : 16 000 locus dans le génome peuvenpédsents en une, deux ou trois copies,
sans influence, donc quand on fait la CGH pounteowne anomalie chez un enfant qui
a un handicap, on peut trouver une 20aine d’anes\différentes ; on peut alors repartir
sur les bases de données pour regarder si elléesdénrépertoriées comme étant de
simples variants. Or tous les variants ne sont ngaertoriés (manque de données
statistiques), donc on ne peut toujours savoiresi @omalies sont pathogénes ou non
(variants rares non pathogenes).
En génétique post natalee n’est pas trop difficile a gérer.
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3. Les grands groupes d’anomalies

3.1.Quelques définitions

Estconstitutionnelle une anomalie qui egrrésente a la naissangeet estacquiseuneanomalie
qui apparait au cours de la vie(transformation tumorale maligne par exemple :denbre de
chromosomes est souvent anormal ).

Homogene :présente dansutes les cellules examinées.

En mosaique :plusieurs populations cellulairecaryotype différent issues d'un zygote unique.

Le résultat global sera

- soitéquilibré: ni perte ni gain de matériel génétique (doncdiploidie : 2n chromosomes =
46 quelque soit 'arrangement dans la celligematique) ; haploidie n=23 dans les gameétas)
seul jeu de chromosomes)

- soitdéseéquilibré: perte ou gain de matérie( soit <1, soit >3).

3.2. Anomalies de fécondation : polyploidies

Ces anomalies sont compatibles avec la vie s efisultent d’'une mosaique germinale, sinon
elles entrainent une mort in utero (MIU).
v' 3n=69 : triploidie, un jeu de chromosome complet en plus le souvemtiéht si par
exemple deux spermatozoides fécondent un ovocyts Bovocyte conserve les deux
globules polaires

v’ 4n=92 : tétraploidie

3.3. Anomalies de ségrégation méiotique : aneuplééd

Anomalies denombre : i ; ¢

v 2n -1 : monosomie A

v’ 2n+ 1, 2 ou 3 : trisomie, tétrasomie, " 1
voir pentasomie Wi

Il s’agit d’accidents au cours de la ségrégati
meiotique le plus souverigétal au premier .
trimestre (MIU), et sont donc trés pe
observées a la naissance. La répartition ¢ |
chromatides entre les gameétes se fait de fac ..
incorrecte.

Normalement, au cours de la méiose, on part d'eflale a_4nchromosomes, puis 2xZuite a

la premiére division, puis on aboutit & 4 cellwéds. S'il y a une_erreur au cours de la premiere
division: les deux paires de chromatides se retrouvennhéme coté a la métaphase I, et on
obtient des gametes qui sont disomigpesgr un chromosome (24 chromosomes au lieu dee23),
des gametes nullisomg®2 chromosomes au lieu de 23). Si le méme accidervient en
deuxiéme divisionde meéiose, l'erreur de ségrégation amene_un gawiistemique et un
nullisomigue Ainsi quelque soit le mécanisme, on aboutit amméesultat.

C’est extrémement fréquent, environ 15 a 20% deséges n'ont pas la bonne « garniture »
chromosomique : environ 25% des ovocytes, 10 a d&8spermatozoides ne sont pas normaux ;
la méiose étant trés complexe, il y a beaucoupelies spontanées.
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» Certainesaneuploidies homogénesont viables, c’est le cas de la trisomie 2ians les
autosomes(13 et 18 sont rares, plutdt non viables) ; alowdurme monosomie est
incompatible avec la vie a I'exception des gonososmemonosomie X.

Dans leggonosomeson peut retrouverune trisomie X (47,XXX) ou unedisomie Y (47,XYY)
gui sont toutes deux considérées commevdeants de la normalecar elles n'ont pas vraiment
de conséquence médicaléinhctivation du chromosome X et le faible contenu génique du
chromosome Yexpliquent lasurvie des aneuploidies des gonosomes/ues au prochain cours)
(Autres exemples : tétra ou pentasomies X et §ui sontcompatibles avec la vie s'il y a au
moins un X).

» Certaines aneuploidies sont non homogenes, el
mosaique ('accident de ségrégation a lieu lors des
premiéres mitosegpost-zygotiques (stade morula))

Deux mécanismes peuvent étre a leur origine : noenalie de

distribution aprés la fécondation (hypothése mpircbable car
la mitose est un phénomene plus simple que la ekios le

« sauvetage » d’une trisomie : un gameéte disomégptigroduit,

'embryon formé est trisomique, mais au cours desmperes

étapes du développement embryonnaire, il se délsarde son
chromosome surnuméraifpar un processus pas bien connu
c’est la « correction » spontanée de la trisomie.Donc une

division ne se passe pas bien, et a la fin du dépeiment, on
retrouve : des cellules qui ont conservées les taiomosomes,
et d’autres qui en ont conservées que deux.

Formeal gamets
from other g

ORI E

— Ces mosaiques sont en proportion variable selogdfe considéré (plus ou moins de
cellules trisomiques dans le tissu).
— Les trisomies mosaiques3( 9, 20, 22...sont compatibles avec la vie.

Ainsi ces aneuploidies rendent viables des anomgliene I'étaient pas ; mais vu qu’'on ne peut
prédire le pourcentage de cellules trisomiques grgane, on ne peut deviner la sévérité du
phénotype dans une mosaique. Les mosaiques séntledifa traiter sur le plan du conseil
génétique car on est slr que la répartition, dagreellules normales et celles qui ne le sont pas,
est variable selon les tissus.

C'est un vrai probleme : une erreur de ce type ahoutit a la conservation d’'une lignée
trisomique peut étre confinée uniqguement au nivies cellules germinalesn peut avoir un
individu qui a dans ses ovaires/testicules desileslitrisomiques, et dans son sang des cellules
disomiques. Il pourra avoir plusieurs enfants atteid’'une méme trisomie : c'est une des
explication_des récurrencdss anomalies chromosomiques.

3.4. Anomalies de la réparation des cassures

Anomalies destructure : conséquences d’une erreur dans un mécanisnépdeation suite & une
ou plusieurs cassures de I’AD(don cité : pendant la phase S précédant la méiaseyles a
'examen standard ou « cryptiques » (microremanm@d0MDb)).

L'ADN étant en permanence agressé par les UV, ledyits chimiques,... ce sont des accidents
chromosomiques qui arriveraient en permanencealeheraient toutes les cellules.
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Elles sontavec ou sans pertée matériel chromosomique :
— équilibrées : phénotype normal a 2 copies
(non cité : risque de ségrégation déséquilibréengéiase >> risque pour la descendance
selon le détail de I'anomalie de 0-5% si le petepesteur de la translocation , de 0-10%
si la mére est porteuse de la translocation:
Conséquences: stérilité, fausses couches répétdant polymalformé

— déséquilibrée : matériel génétique présent, mais dopie =délétion, et/ou 3 copies =
duplication d'une région donnée dans un génome.

NB : on ne doit pas parler dans ce cas de « tris@aitielle», car la trisomie désigne en
soi la présence d’ un chromosome entier surnuneérair
(-héritée ou de novo : non cité

Elles sontaléatoires mais il existe deségions préférentielles (anomalies récurrentes) qui
impliquent :

* soit un seul chromosome plusieurs types possibles délétion, duplication, inversion

:-..[?.é.'.étio” .‘ | Duplication i.._;.'?.‘fg.rs_i_or.;'.-f
V] EL e -
& # L =
. & oy =3 ?'
- N [g‘ 4
L P - [ =
¥ 2 % % %
- L W
7

Environ 80% des anomalies chromosomiques coanéerdes segments qui font moins de
10Mb. La majorité dedélétions/duplicationsont unetaille inférieure a 5-10 Mb, donc elles ne
sont_pas vues sur un caryotype standeedn'est pas ce qu’on pensait jusqu’en 2Q08n parle
de « micro délétions/micro duplications » quand on ne peut pas les voir au microscope.
Certaines micro délétions interstitielles sont tigguentesex : délétion 22gl11). Exemples de
délétions : 46, XX, del (10) (g25ter); 46, XX, d@&t) (pl6pter)(on peut donc décrire
précisément une anomalie chromosomique par unreaat,au prochain cours).

Linversion d'un fragment d’ADN se produit lorsquiufilament d’ADN se casse, et que la
réparation est erronée : c’'est une anomalie aipkmuilibrée car il n'y a pas de logique dans
I'organisation des genes, et donc pas de conséguenctionnelle (ce n'est qu'une « curiosité
biologique ») sauf lors de la méigseou on retrouve une difficulté a apparier les clweaomes.

Il faut étudier des dizaines de cellules pour idientces anomalies sur un caryotype.

e soit deux chromosomesinsertion et translocation

Insertion : erreur de réparation qui va amenerragnient
d’ADN qui se casse (deux points de cassures)inaéser
sur un autre chromosome (un point de cassure) .
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Deux types de translocation :

@ translocation réciproque : deux points de cassure (une
par chromosome) et réparation inversant les fragments.
Comme pour I’inversion, on a au final deux copies de
chacun des geénes, donc pas de conséquence pour la —
cellule, pas de manifestation de 1’anomalie, le seul
probléme survient au moment de la méiose.**

4 4
T8 *.& * - | Exemple de translocation entre I'extrémité du clwsame
= = »
& ¥y N 5 et du chromosome 8

**|a ségrégation d’'une translocation équilibrée estomplexe

Dans la premiére division de méios
toute paire de chromosome doit fait L Apgar et
obligatoire des

crossing over avant la séparation d SR— chromosomes &
chromatides. la méiose

Quand on a une translocation, ||ségrégation 2:2 Gamétesdésequmbres ]

I
. . . t libres |
fonctionnement biologique n'est pa ‘e cibEE

modifié. Il faut toujours passer par | !H ” |! I I! H
|
crossing over. ‘ NS/ \ o

une phase d'appariement et de

Ségregation 2:2 Ségrégation 3:1

Le chromosome normal s’apparie at Gamétes déséquilibrés (plusieurs possibilités)
deux parties du chromosome reman -

Le chromosome bleu foncé normal \ [searceation}aplus fiéquente =22 = 6 types de gametes |

s’apparier avec ce qu'il peut sur le

chromosome bleu remanié et avec la partie bleuétgititransloquée. Le chromosome bleu clair
fait la méme chose. On obtient une figure anorrealeroix qui est le résultat d’un appariement
en méme temps de deux chromosomes attachés I|'dautkel mais qui_n’empéche pas le
déroulement de la méias€ependant, a la fin de cet appariement, pour gowontinuer la
méiose, un certain nombre d’erre(ue ségrégation) vont pouvoir se passer.

— soit la _division est correcteet les centroméres vont partir dans le bon sensn va
retrouver des cellules filles ayant chacune regs tes génes, dans ce cas la, les enfants
issus de ces gametes sont normaux.

— soit lors de la ségrégation, les chromosomes sapgnt d'associationun chromosome
bleu clair s’associe avec un bleu foncé porteudadéranslocation, et le bleu foncé
s’associe avec le bleu clair aussi porteur de eeéime translocation, et dans ce cas, le
zygote congu avec un chromosome bleu clair nortahéleu foncé remanié aura trois
copies bleues claires (d'origine maternelle, paien et du chromosome remanié
paternel), et un bleu maternel, et un bleu patedwit il manque une partie. La
conséquence de la ségrégation de cette forme @st wloe trisomie « partielle » ou
duplication pour la partie bleue claire, et une délétion « monosomie partielle » dans
le langage courant, pour la partie bleue foncée.

Il'y asix possibilités de remaniements chromosomiques deéglilibrés.
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© translocation robertsonnienne : fusion des centroméres (des extrémités). C’est un
mécanisme d’anomalie particulier qui concerne cinq des vingt trois chromosomes : ceux
qui n’ont pas de bras court : 13, 14, 15, 21, 22. Les chromosomes se retrouvent en téte
béche rattachés par un centromeére. Elle aboutit a un caryotype équilibré a 45
chromosomes (dont un chymeére formé par la fusion de deux), donc on peut en avoir 45

et étre normal.

Ségrégation d’une translocation robertsonnienne :

6 types de gameétes différents ‘ ' |

¥ M 5 b
't I 1421 :&
Balanced | N fl o

14/21 carrier - =
V \J ! w
¢

o 4 4 ol ¥ 8

Y [ U % o

Possible Il i F il | [ |
gametes | J

.u 1 | l’ \ | L\

n 14N W21 n 14 14 14

-

Qutcome Normal Normal Down's Lethal
carrier syndrome

N
4“"*
" ".\
1 3
H13;14)

Méme chose que ce qu'on a vu en **: & la méioppadement des chromosomes formant une
figure en étoile, puis quand cette derniére se déenda répartition des chromosomes dans les

gametes se fait ensuite :

* soit de fagon correcteun gaméte comporte le chromosome 14, et lePllautre gamete

comporte le chromosome remanié ;

» soit de fagon incorrecte : plusieurs possibilitésréurs de translocation possibles : le 21
et le 14-21, et un 14, il peut y avoir alors unenpgpmie 21 et trisomie 14, qui n’est pas
viable, ou trisomie 21 chez un enfant qui a 46 glosomes : on peut avoir 46 chr en

ayant une anomalie chromosomique de nombre.
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3.5. Arbre généalogique typique d’une translocatio familiale
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Dans cet arbre on observe de nombreuses faussesescet d’enfants atteints d’handicaps divers
(ex : translocation 4 et 5 : trisomie 4/5, monos®®i4), de malformations, et qui sont reliés par
des sujets parfaitement normaux. La répartitionatesmalies ( des sujets malades et des sujets
sains) peut parfois faire penser a un mode autgs@ndominant, récessif lié a I'’X... ou a aucun
mode connu; ou il peut aussi s'agir des fausseshasurépétées non répertoriées a 'anamnese.
Les translocations peuvent ne pas étre identifaiasj il faut vérifier le caryotype des parents, e
s'il est normal, voir chez les apparentés.

En résume :
v' des remaniements chromosomiques sans symptomesossitlles

v’ une personne porteuse d'une anomalie chromosomiggeilibrée peut
transmettre cette anomalie a ses enfants, qui euxept étre normaux (si la
translocation est également équilibrée chez eurexample)

v/ au moment de la méiose, les translocations peupesér probleme car les
chromosomes doivent s’apparier, et sont donc abldgese tordre ; a la suite de
'appariement méiotique, les gameétes peuvent éalegarnis en chromosomes

v piége : la répartition peut éventuellement fairagee a un mode de transmission
particulier (dominant & pénétrance variable...)
>> si anomalie déseéquilibrée, si on prouve gque @sinpas un accident,
penser a explorer le reste de la famille.
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