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—— DOYENS HONORAIRES :
1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ
1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH
1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK
1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI .,
1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI TN A&
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI N Y
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI "

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Mohamed ADNAQOUI
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Professeur Mohammed AHALLAT
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Professeur Jamal TAOUFIK
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1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS
ET
PHARMACIENS

PROFESSEURS :

Mai et Octobre 1981

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vascuia
Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982
Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique

Novembre 1983

Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie
Décembre 1984

Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif Chirurgie

Novembre et Décembre 1985

Pr. BENJELLOUN Halima Cardiologie

Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale



Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria

Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Décembre 1989 Janvier et Novem
bre 1990

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*

Pr. KHARBACH Aicha

Pr. MANSOURI Fatima

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENABDELLAH Chahrazad

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOQUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. JANATI Idrissi Mohamed*

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Neurologie

Radiologie ey
Gastro-Entérologie ARRETDE A
Traumatologie Orthopéedie | 5
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatnig|
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Médecine Interne
Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie
Chirurgie Générale
Hématologie
Chirurgie Gémlé
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed

OUAZZANI Taibi Med Charaf Eddine

TAGHY Ahmed
ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENJAAFAR Noureddine
BEN RAIS Nozha

CAOQOUI Malika

CHRAIBI Abdelmijid

EL AMRANI Sabah

EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad

HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
MOUDENE Ahmed*
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia

HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Gynecologie Obstetrique %7 v o
Neurochirurgie A
Cardiologie \ Ex\
Médecine Interne ] e | ¢
Anatomie !
Gynécolog@bstétrique o2
Chirurgie Générale -

Microbiologie

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique
Endocrinologie et Maladi®étaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie
Chirurgie Générale
Immunologie
Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie
Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie
Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Gynécologie — Obstét
Traumatologie — Ortluipé
Radiologie
Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie



Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
MANSOURI Aziz*

OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADI Mohamed
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
CHAOUIR Souad*
ERREIMI Naima

FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
OUAHABI Hamid*
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réaration
Chirurgie Générale

Oto-Rhino-Laryng@tc -

Cardiologie
Urologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Gérade
Pédiatrie
Radiologie
Médecine Interne
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Radiologie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatriqu
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie
Neurologie

Psychiatrie
Gynécologie Obstétrique




Novembre 1998

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
LAZRAK Khalid *
BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB El Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

EL OTMANY Azzedine

ISMAILI Mohamed Hatim

ISMAILI Hassane*

KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.

Pr

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat

MDAGHRI ALAOUI Asmae

NASSIH Mohamed*
ROUIMI Abdelhadi*

Décembre 2000

Pr.

ZOHAIR ABDELAH*

Gastro-Entérologie
Neurologie
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale

Néphrologie
Traumatologie Orthop*~~
Hématologie AREE Py
Cardiologie =

Anatomie Pathologiqt i

Pneumophtisiologie o )
Pédiatrie el
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Géaér
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réaaiion

Pédiatrie
Urologie
Rhumatologie

Endocrinologie elddies Métaboliques

Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgieshlo-Faciale
Neurologie

ORL



Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABABOU Adil

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf

NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Reanimatic SRR
Ophtalmologie g
Neurologie [ :
Néphrologie i
Pneumo-phtisiologie =\ "
Gastro-Entérologie PN Ré~
Cardiologie N B
Pédiatrie S
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie
Anatomie
Radiologie
Radiologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périplygie
Médecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Urologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Pééphue
Pédiatrie

Anatomie Pathologe

Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie

Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Mdilas Métaboliques
Dermatologie

Gastro-Entérologie

Anatomie Pathologique



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina

MABROUK Hfid*
MOUSSAQOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHABOUZE Samira

Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pédrique G ELDE A
Gynécologie Obstétriqu /4«7~
Dermatologie
Chirurgie Générale 121
Chirurgie Générale : =
Gynécologie Obstétrique - "
Cardiologie -
Ophtalmologie
Urologie
Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétuq
Cardiologie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisigi®
Néphrologie
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie
Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngobogi
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et ChirurgieaMillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Cardiologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Gynécologie Obstétrique



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

KHARMAZ Mohamed
LEZREK Mohammed*
MOUGHIL Said
OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*
TIJAMI Fouad
ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALAOUI Ahmed Essaid
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZ1Z Noureddine*
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina
BENHALIMA Hanane
BENYASS Aatif
BERNOUSSI Abdelghani
CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
DOUDOUH Abderrahim*
EL HAMZAOQOUI Sakina*
HAJJI Leila
HESSISSEN Leila
JIDAL Mohamed*
LAAROUSSI Mohamed
LYAGOUBI Mohammed
NIAMANE Radouane*
RAGALA Abdelhak
SBIHI Souad

ZERAIDI Najia

Décembre 2005

Pr.

CHANI Mohamed

Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vas
Ophtalmologie
Pharmacie Clinique /<
Chirurgie Générale =
Cardiologie YN

Chirurgie Réparatrice eaflique

Chirurgie Générale
Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgieakillo Faciale
Cardiologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Biophysique

Microbiologie
Cardiologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Cardio-vascugair
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique

Gynécologie Obstétrique

(mise en dispasii

Anesthésie Réanimation



Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen* Rhumatologie

Pr. AKJOUJ Said* Radiologie e
Pr. BELMEKKI Abdelkader* Hématologie ,4* e
Pr. BENCHEIKH Razika O.R.L
Pr. BIYI Abdelhamid* Biophysique [
Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine Chirurgie - Pédmpe A
Pr. BOULAHYA Abdellatif* Chirurgie Cardio — Vasézs . " ¢
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas Gynécologie Obstétrigt e

Pr. DOGHMI Nawal Cardiologie

Pr. ESSAMRI Wafaa Gastro-entérologie

Pr. FELLAT Ibtissam Cardiologie

Pr. FAROUDY Mamoun Anesthésie Réanimation

Pr. GHADOUANE Mohammed* Urologie

Pr. HARMOUCHE Hicham Médecine Interne

Pr. HANAFI Sidi Mohamed* Anesthésie Réanimation

Pr. IDRISS LAHLOU Amine* Microbiologie

Pr. JROUNDI Laila Radiologie

Pr. KARMOUNI Tariq Urologie

Pr. KILI Amina Pédiatrie

Pr. KISRA Hassan Psychiatrie

Pr. KISRA Mounir Chirurgie — Pédiatrique

Pr. LAATIRIS Abdelkader* Pharmacie Galénique

Pr. LMIMOUNI Badreddine* Parasitologie

Pr. MANSOURI Hamid* Radiothérapie

Pr. OUANASS Abderrazzak Psychiatrie

Pr. SAFI Soumaya* Endocrinologie

Pr. SEKKAT Fatima Zahra Psychiatrie

Pr. SOUALHI Mouna Pneumo — Phtisiologie

Pr. TELLAL Saida* Biochimie

Pr. ZAHRAOUI Rachida Pneumo — Phtisiologie

Octobre 2007

Pr. ABIDI Khalid Réanimation medicale

Pr. ACHACHI Leila Pneumo phtisiologie

Pr. ACHOUR Abdessamad* Chirurgie générale

Pr. AIT HOUSSA Mahdi* Chirurgie cardio vascukair

Pr. AMHAJJI Larbi* Traumatologie orthopédie

Pr. AMMAR Haddou* ORL

Pr. AOUFI Sarra Parasitologie

Pr. BAITE Abdelouahed* Anesthésie réanimation

Pr. BALOUCH Lhousaine* Biochimie-chimie

Pr. BENZIANE Hamid* Pharmacie clinique

Pr. BOUTIMZINE Nourdine Ophtalmologie

Pr. CHARKAOUI Naoual* Pharmacie galénique

Pr. EHIRCHIOU Abdelkader* Chirurgie générale



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ELABSI Mohamed

EL BEKKALI Youssef*
EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GANA Rachid

GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*

ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*

MARC Karima
MASRAR Azlarab
MOUSSAOQUI Abdelmajid
MOUTAJ Redouane *
MRABET Mustapha*
MRANI Saad*

OUZZIF Ez zohra*
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
TABERKANET Mustafa*
TACHFOUTI Samira
TAJDINE Mohammed Tarig*
TANANE Mansour*
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr.

DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr

ZOUBIR Mohamed*

Pr TAHIRI My El Hassan*
Mars 2009

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUZAHIR Ali*
AGDR Aomar*
AIT ALI Abdelmounaim*

AIT BENHADDOU EI hachmia

AKHADDAR Ali*
ALLALI Nazik
AMAHZOUNE Brahim*

Chirurgie générale
Chirurgie cardio vascuia

Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Neuro chirurgie

Chirurgie plastique etaggirice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie

Radiothérapie
Anesthésie réanimation
Microbiologie By
Réanimation médicale .
Radiologie

Pneumo phtisiologie

Hématologique

Anesthésier réanimation

Parasitologie

Médecine préventive sanibligue et hygiene
Virologie

Biochimie-chimie

Médecine interne

Radiologie

Microbiologie

Microbiologie

Radiothérapie

Chirurgie vasculaire pgnérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale

Traumatologie orthopédie

Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne
Pédiatre
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Lacytogénétiqudiumaine (ou génétique chromosomique) est uneptiisei
récente dont I'essor date de 1956 avec la détetionndu nombre exact de
chromosomes chez I'homme. Ce dénombrement a éthu rpassible par
I'introduction d'un choc hypotonique parmi les éliéintes étapes technigues de
préparation, qui a permis d'obtenir un étalemenecbdes chromosomes.

En 1970, [lintroduction des techniques de magquan bandes des
chromosomes a grandement amélioré la résolutida stnsibilité de I'analyse
cytogénétique.

Enfin, l'apparition de Hhybridation in situfluorescente en 1986 et son
développement rapide offre aujourd'hui toute uneophe d'outils permettant
une étude de plus en plus fine et précise des adsmmes et de leur structure.

Alors que les techniques classiques de carygg/péfrent une vue d'ensemble
dugénomemais avec une faible résolution (une sous-bandenabsomique
correspond au mieux a environ a 2 Mb surcaryotypeen haute résolution),
I'nybridation in situ apporte une résolution dedfe de quelquekb (ou méme
moins si I'nybridation est réalisée sur une fibrAN étir€), ce qui comble le
fossé analytique entre I'étude cytogénétique eéonddire.

L’'apparition des techniques de haute résolugbrie développement de la
microcytogénétique ont permis de combler le fosgsé@gparait, il y’a quelques
années, la pathologie génétique et la patholognubsomique.

La cytogénétique moléculaire d’apparition relathent récente est une
discipline frontiere entre la cytogénétique et Enétique moléculaire qui a
révolutionné l'approche traditionnelle de la cytogéque. Actuellement, ses
outils principaux sont [I'’hybridation in situ en drescence (FISH) sur
préparation chromosomique et I'hybridation génoraigomparative sur puces
d’ADN (CGH array).



A Travers ce travail ; nous mettons en valeungortance des techniques
cytogénétiques dans la pratique médicale en :
—décrivant les différentes techniques cytogénétiglaessiques et modernes
— rappelant I'évolution historique de la cytogénaéq
—décrivant les principales applications clinigueséds techniques
—insistant sur le role de la cytogénétique moléceldans le diagnostic des
syndromes microdélétionnels ; dans le diagnostaguale ; et des hémopathies

malignes






La cytogénétique, pratiquement née avec le vingtiésiecle, est une
discipline jeune. Les progres les plus récentsaoméné la transformation des
méthodes et I'élargissement des applications. baaissance de |'organisation
des chromosomes a permis de rendre compte desutanités et des variations
de I'ADN constitutif. A I'heure actuelle, l'appocytogénétique est devenu
indispensable a plusieurs pathologies humaines.

Il'y a de nombreuses facons d'approcher l'histd&ela cytogénétique
humaine. T.C. Hsu définit 4 périodes (Hsu, 1979) :

na

La premiére période (1891-1923) ou "age des Témehde la
Cytogénétiqgue Humaine" débute par le travail dynlogiste D. von Hanseman
qui en 1891, dénombre le premier 18, 24 et plug@ehromosomes dans 3
cellules de tissu humain normal. Ces premieress plautres observations
donnent lieu a des estimations contradictoiresatulire des chromosomes. En
1910, Branca définit le nombre somatique norma8 &lromosomes. Tous ces
auteurs ont utilisé des techniques d'histologissitmie sur des prélévements
post-mortem de testicule humain. En 1912, Winiwaatteéliore cette technique
en prenant des biopsies de testicules prélevéesrgicalement ; A la suite de
ces améliorations techniques, Winiwarter conclutlaa présence de 47
chromosomes dans les spermatogonies (46A+X) eBdd@A+X+X) dans les
ovogonies et a un mecanisme du déterminisme du sexeX/XO. Le
chromosome Y est décrit plus tard par Painter (1I92P) et conclut en 1923 a
I'existence de 46A+X+Y pour I'hnomme et a 46A+X+Xupda femme et a un
mécanisme du déterminisme du sexe lié a la form¥eou XY (Painter,
1923).[1]

La deuxieme période (1952-1959) de la cytoggonéticommence avec la
découverte fortuite, en 1952, par Hsu, du prémata par le choc hypotonique
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des préparations chromosomiques obtenues in vipariir de cellules de tissu
splénique. A la suite de cette découverte, deuslagistes Albert Levan et Joe
Hin Tjio, en 1956, déterminent le nombre de 46 ofosomes dans les cellules
somatiques humaines. Cette découverte est a ladea&&tude systématique du
caryotype humain. parallelement aux découverteshimt la cytogénétique, les
recherches concernant 'ADN ont avancé rapidementen 1953,Francis
H.Crick James D.Watson décrivent la structure eunbtio hélice de I'ADN.
Apres cela les progres de la génétique serontfaitgsl pendant toute la seconde
moitié du XXe siecle, avec le passage d’'une méedeciimique descriptive au
diagnostic cytogénétique et génétique des pathedddi[2]

La troisieme période (1959-1969) commence pauulalication le 26 janvier
1959 par Lejeune, Gauthier et Turpin dans les CesR@ndus de I'Académie
des Sciences (Paris) de la présence chez neuftenfasngoliens d'un petit
chromosome acrocentrigue surnumeéraire. Cette décmumnarque la naissance
de la "Cytogénétique Clinique”. Un effort collectles cytogénéticiens et des
cliniciens pour rechercher dans les anomalies autajés une éventuelle
étiologie chromosomique fait suite a cette décaevdRapidement, différentes
anomalies de nombre et de structure chromosomicgoes décrites : le
syndrome de Klinefelter (47,XXY) par Jacobs et 8y§1959), la monosomie
du syndrome de Turner (45,X) par Ford et coll.,58)9 le syndrome triple-X
par Jacobs et coll. (1959), la trisomie 13 par Patecoll (1960), la trisomie 18
par Edwards et coll (1960), la polyploidie par Bdéik Santesson (1960), la
délétion du bras court du chromosome 5 de la nmaladi cri-de-chat par
Lejeune et coll (1963). Carr (1963) établit que daemalies chromosomiques

peuvent étre a l'origine d'avortements spontanése€sor de la cytogénétique



humaine révéle la grande fréquence des aberrattbnsmosomiques chez
I'Homme.[2][4]

La quatrieme période de la cytogénétique (apB&E) est celle du banding
chromosomique. La premiére technique de bandingl@sta Caspersson, qui
utilise la moutarde de quinacrine pour individuadi€haque chromosome par
I'apparition de bandes caractéristiques : les m@éCaspersson, 1969, 1970).
D'autres techniques sont rapidement mises au pdimanding G (Seabright,
1971), banding R (Dutrillaux et Lejeune, 1971), diag C (Sumner et al.,
1971), banding NOR (Howell et al.,, 1975). La déans des bandes
chromosomiques va améliorer considérablement lésnpalités d'analyse et
permet la reconnaissance plus aisée de déléticarssldcations, inversions,
localisations de points de cassures, caractémsates centromeres et de la
nature hétérochromatique des certains segmentsnosmmiques qui n'étaient
pas évidentes auparavant.

Puis, il y eu 'émergence des techniques dieebalite résolution améliorant la
résolution chromosomique et permettant la mise \adeace de remaniement
plus fins. Parallélement, la mise en place desiigdes de biologie moléculaire
va permettre de localiser des géenes responsablematiedies, comme la
myopathie de Duchenne en Xp2l1.2, le WAGR en 11pd@gur de Wilms,
aniridie, anomalie des organes génitaux externesettrd mental) tirant
avantage d’anomalies chromosomiques présenteen@ms patients.[3]

Dans les années 1990, la cytogénétique devielitcnaire par I'utilisation de
sondes marquées par des fluorochromes (marquage radoactif), et
'amélioration des microscopes .Le développementdéthodes d’hybridation
in situ, ADN ou ARN a permis la localisation géreqet début de la
cartographie physique du génome. Parallelementis® en place de sondes
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correspondantes aux pathologies les plus connueslevanir un outil de
diagnostic fin, permettant de détecter des micead¥ls et dautres
remaniements. Aucun laboratoire de cytogénétiqaksent des diagnostics de
routine post- et/ou prénatale, hématologique owmenpréimplantatoire ne peut,
de nos jours, se passer de cette technologie.[2][3]

Mais, des l'origine il est apparu évident qudtedechnique n’était pas
suffisante puisqu’il n’était possible de diagnogégque ce que I'on recherchait,
et donc a fortiori que ce que I'on connaissaifq#]

Il a donc fallu imaginer le développement d'ueehnique permettant de
réaliser une FISH sur l'ensemble du génome. Plusiettapes ont été
nécessaires pour obtenir ce que I'on appelle adijouirla CGH-array.[1][5]

Enfin, il est possible que, dans avenir prodedte technique soit elle-méme
supplantée par le séquencage haut débit (débutmases 2000).Mais, son
utilisation n’est toujours pas réalisable danslémratoires dits de routine, ni
méme dans les laboratoires de référence en biolngiéculaire vu la nécessité
de biostatisticiens qui sont les seuls capablemaeipuler des machines afin

d’analyser plusieurs centaines de milliards d’infations en une seule fois.

[2](3]






Dans les cellules eucaryotes, le matériel génétiegteorganisé en une
structure complexe constituée d'ADN (35%) et detgines (histones 35% et
protéines non histones 10 a 25%) et il est locatiads un compartiment
spécialisé, le noyau. Cette structure a été baptiseomatine (du grec khroma :
couleur et sbma : corps). Cest donc la chromatiné porte le message
héréditaire. [6][7]

Chez 'homme, on estime la longueur de I'ADN a 3.p@ires de bases (un
metre par génome haploide).

Environ deux meétres d'’ADN dans chaque cellule duiv&re contenus
dans un noyau de quelgugsh de diamétre. En plus de cet énorme degré de
compaction, 'ADN doit étre rapidement accessibfm a@e permettre son
interaction avec les machineries protéiques régulam fonctions de la

chromatine : la réplication, la réparation et leorabinaison.

A-structure de la chromatine

Support de linformation génétique, elle correspoadla substance
nucléaire qui fixe les colorants basiques. Dansdgau interphasique, elle
représente un mélange de fibres irrégulieres derdidmetre est variable en
fonction du degré d’empilement.

L'unité structurale de la chromatine est le nuans et représente le
premier niveau de compaction de [I'ADN. Cette suuet est ensuite
régulierement répétée pour former le nucléofilanggmipeut, lui-méme, adopter
des niveaux d'organisation plus compacts, le nivdawondensation le plus
élevé étant atteint au sein du chromosome métaplasi

A partir d’observation histologiques, il est appgue la chromatine avait
une structure hétérogéne faite d'un enchevétremeritbres dont le diametre
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varie non seulement au cours du cycle cellulairesaassi en fonction des
régions chromosomiques observées. [10][11]
Au sein du noyau interphasique, la chromatineoagdnisée en territoires
fonctionnels et divisée en :
_Lleuchromatine et

. [Jhétérochromatine. (figure 1)

1. L’euchromatine
L’euchromatine peut se présenter sous deux formes :
_[Jforme active (transcriptionnellement). Elle estralconstituée d’'une
fibre dont le diametre est de 10 a 11nm (diameaireutiéosome).
_[Iforme inactive. Elle s’enroule en un solénoide daumntrainte d’'une
histone (H1) qui va relier deux nucléosomessécuntifs. Son diametre
est de 30nm. D’autres protéines, non histamesviennent pour replier
la fibre de chromatine en boucles.
L’euchromatine est décondensée pendant I'interptiaseyau.
Elle représente la majeure partie du génome etieminies génes
structuraux(genes codant pour les protéines &Rd¢ non traduits).
Elle est localisée a l'intérieur du nucléoplasatereprésente la forme
transcriptionnellement active de 'ADN. [8][10].

2. L’héterochromatine
L'hétérochromatine a été définie comme une stractui ne change pas
d'état decondensation au cours du cycle cellul@nelis que I'euchromatine

apparait décondensée pendant l'interphase.
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L'hétérochromatine est localisée principalemenpériphérie du noyau et
du nucléole tandis que I'euchromatine est répadtiatérieur du nucléoplasme.
On distingue :

_I'nétérochromatine constitutive qui contient peu denes, formée
principalement de séquences répétées et dont Iss gsghndes régions sont
situées a proximité des centromeres et des télamndeg]I'hétérochromatine
facultative qui contient des régions codantes pouadopter les caractéristiques
structurale et fonctionnelle de I'hétérochromatioemme le chromosome X
inactif chez la femelle des

mammiferes. [10][12]

s+ Euchromatine

2l (centrale)

Hétérochromatine
(périphérique)

Figure 1
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La microscopie électronique a révélé que la chromatst constituée de
particules régulierement espacées dont I'aspegettgpcelui d’'un “collier de
perle”, les nucléosomes.

Chaque nucléosome est constitué :

- d'une partie centrale (cceur) : composée de Ifep de bases (pb)
d’ADN enroulés selon environ 1.7 tour autour d’uctamere protéique
comprenant les histones H2A, H2B, H3 et H4 en dexemplaires chacune
(octamere d’histones).

Cette structure est trés conservée parmi les espéce

- d’'une une région de liaison (ou région intetdasomale) qui relie les
particules coeurs adjacentes et ou les histondiergea 'ADN. Ces histones
sont de types variables et peu conservées parngsigsces. Elles auraient un
réle dans l'espacement des unités nucléosomalaetaret la compaction de
I’ADN en créant une région d’interaction entre hegléosomes adjacents.

La longueur de cette région varie selon I'espeicke type cellulaire. En
conséquence, la longueur d’ADN d’un nucléosome pawier selon I'espéce
entrel60 et 241pb. [10][11]
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ADN
Hq, Octamere

d'hqstarnes
w J

Partie centrale

1inm
AD

Region internucléosomale
ADN

ADN + HISTONES = [NUCLEOSOME]

Figure 2 : structure du nucléosome

* Les histones de la particule coeur

Les histones de la particule cceur, H3, H4, H2A 2BHsont de petites

protéines basiques trés conservées au cours aéutién . La région la plus

conservée de ces histones est leur domaine ceBirakvanche, les extrémités

N terminales de ces histones sont plus variablesrdtdépourvues de structure

secondaire. Ces extrémités sont particulieremasttesi en résidus lysine et

arginine et donc tres basiques. Elles sont la adelemombreuses modifications

post traductionnelles pouvant affecter leurs chamais aussi I'accessibilité a

I'ADN et les interactions protéines/protéines aeeaucléosome

* Les histones internucléosomales

Les histones internucléosomales H1 sont les prdgéjui s'associent a la

région d'’ADN de liaison entre deux nucléosomes.t@oement aux histones de
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la particule cceur, elles sont peu conservées p&miespeces. Chez les
eucaryotes supérieurs, elles sont composées de domnaines : un domaine
globulaire central non polaire essentiel pour igsractions avec I'ADN, et deux
extrémités N- et C terminales non structurées,dment basiques, et soumises a
des modifications post-traductionnelles. Les histoninternucléosomales
joueraient un rble dans l'espacement des unité$éosamales et dans la
compaction de I'ADN au sein du nucléosome en créaetrégion d'interaction

entre les nucléosomes adjacents. [10][11]

Constituent une minorité (environ 10%), leur péf moins basiques que

les histones et peuvent exercer des fonctions a&mes.

L'assemblage de I'ADN en chromatine comprend plusietapes qui
commencent par la formation de son unité fondanenta nucléosome, et
finissent par des niveaux d'organisation supérienrdomaines spéecifiqgues dans
le noyau.

1- Formation du nucléosomemise en place sur 'ADN d'un tétrameére
d’histones (H3-H4)2 auquel s’adjoint deux dimeresAFH2B. Le nucléosome
ainsi formé est composé de 146 pb d’ADN enroulég®ust un octamere
d’histones.

2- Formation du nucléofilamentétape qui permet un espacement régulier
des nucléosomes (11nm de diametre)

3- Incorporation d’histones internucléosomalestape qui permet le
repliement du nucléofilament en fibre de 30nm. Pilaschromatine forme

successivement des fibres de 300 et 700nm.
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Finalement chaque molécule d’ADN a été empaquetéas dun
chromosome mitotique 50000 fois plus court que dééaule déroulée.
Les premieres étapes de la compaction de 'ADN eeuavoir une grande
incidence sur la structure(repliement) et I'acéviinale de la chromatine.
C’est le résultat de modifications au niveau :
_[Jde 'ADN (exemple : méthylation)
.Jdes histones (modifications post-transcriptionrselle acétylation
phosphorylation...)
. [Jde lincorporation d’histones internucléosomalesdetprotéines non
histones. [9][11]
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Figure 3 : compaction de la chromatine

B-structure du chromosome

On peut envisager deux états fonctionnels du ménpendant le cycle
cellulaire :

_[JUn état décondensé pendant linterphase, ou I'ABN wvsible en

microscopie optique sous la forme de chromatines damoyau et permettant
I'expression des genes.
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_[JUn état condensé au moment de la division, ou ahagpiécule d'’ADN
est compactée sous la forme d'un chromosome aweée pmvisoire de la
fonction transcriptionnelle. De ce point de vue, deromosome au sens
microscopigue n'est donc pas un élément stabla dellule mais une structure
dynamique et transitoire.[10][13]

a- Morphologie du chromosome métaphasique

Le chromosome métaphasique est visualisé lorka daeétaphase de la
mitose, meilleur moment d’analyse des chromosoniel @ondensation de la
chromatine est maximale.

Il constitué de deux chromatides, chaque chraleatprésentant une des
deux molécules d'ADN identiques issues de la réfitin en phase S. Ces deux
chromatides sont étroitement associées au niveaerdwomere, qui constitue la
constriction primaire du chromosome et correspota zbne de fixation sur les
fibres du fuseau de division. [10][12]

La constriction centromeérique est un repere crrmet de séparer le
chromosome en deux régions principales : un brag goar convention situé au
dessus du centromere) et un bras long (en-dessozentromere).

Les extrémités des bras chromosomiques sontédgsns possédant une
architecture particuliere sur le plan moléculareant appelées télomere. Il y a

un télomere pour le bras court et un télomere fwhras long. (figure 4)
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Figure 4 : structure du chromosome métaphasique

En fonction de la taille respective des bras tsoat longs, on reconnait
trois groupes morphologiques de chromosomes :

. [JLes chromosomes métacentriques, (figure 5) dorras courts et longs
sont de taille semblable. L'index centromériqueoat de la taille du bras court
sur la taille du bras court + la taille du brasgpest autour de 0,5. Exemples :
chromosomes 1, 2, 3, 16, 19, 20, X.

WA,

o

|
o s
re

|
:?:.“ ?

Chr 1 Chr 16

Figure 5
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. [JLes chromosomes submétacentriques, (figure 6) ldsrtiras courts sont

franchement plus courts que les bras long. L'indertromérique est tres
inférieur a 0,5.

Exemples : chromosomes 4,5,6 a 12,17, 18, Y.

P
e/ w v
-l ¥ q u n q
Chr 4 Che 17
Figure 6

. [JLes chromosomes acrocentriques, (figure 7) dohtds court est peu ou
pas visible. L'index centromérique est proche dea(particularité essentielle de
ce groupe de chromosomes est qu'ils hébergent@esemgéenes sur leur bras
courts, qui ont tous une structure identique aljis'des genes responsables de la
synthése des ARN ribosomiques, présents a plusensines d'exemplaires
dans la cellule. Exemple : chromosomes 13, 1421522.

Ll R

) s q o

Chr 13 Chr 22

Figure 7
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Le nombre et l'aspect général des chromosomdscaoactéristiques de
chaque espeéce, et sont donc identiques chez teumdesidus d'une espece
donnée.

Il existe cependant certaines régions dont laphmpgie peut présenter
des variations de taille non pathologiques, appgaddsmorphismes.

Ces variations sont liées a la présence de ségsi@gpétées en nombre
variable, non codantes, ce qui explique l'abserae@ntissement clinique.

En dehors de ces zones polymorphes, les régi#i3Ndrépété non
codant qui forment I'hétérochromatine constitutseeretrouvent eégalement au

niveau des centromeres de tous les chromosonms.g )

f 9 F 9 o
;; r H ‘ ~ H a n H
v 4

Chr 1 Chr S Chr 16

o883

Chr Y

H : hétérochromatine

Figure 8 : Constituants de la chromatine
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b- Le centromere

C’est le site de fixation des microtubules deutures formés au cours de
la division cellulaire. Cela aboutit a I'alignemettrrect des chromosomes en
métaphase et leur ségrégation correcte au coliadg@hase.

La perte de cette structure aboutit a une ingg&lchromosomique.

Le domaine centromérique englobe le centromeoprpment dit et la
région adjacente. Ce domaine est constitué d’ADNellgas (séquences
répétées), les plus abondantes sont les séqudphassatellites.

NB : la faible homologie des séquences alphoitiedeux chromosomes
difféerent est utilisée en FISH via les sondes @nériques. Ceci ne
s’appliqguent pas aux chromosomes acrocentriqueprqaentent une homologie
importante des séquences alphoides ce qui explide@nimplications dans les
translocations robertsoniennes.

c- Le télomere

Localisé a chacune des extrémités de chaque ehides, il permet le
maintien de I'intégrité du chromosome lors dessions cellulaires.

L’ADN télomérique est riche en séquences répétdetandem. D’autres
séguences moyennement répétées subtélomériquesicdad en cytosine et
guanine (CG) constituent un polymorphisme de longwpécifique de chaque
chromosome.

Apres 40 a 60 cycles de réplication, la celluleunh suite au
raccourcissement des téloméres vue la perte dévitactélomérase a la
naissance (sauf au niveau des leucocytes et laenoeteuse permettant leur

régénération continue).

22



d- Composition de I'axe protéique du chromosome

Deux principales protéines sont constitutives“siguelette” interne du
chromosome : la Topoisomérase |l et les CondensieEes.

** _a topoisomérase :

La Topoisomérase est une protéine dont la fonctgt de supprimer les
super tours au niveau de la molécule d'ADN et gmismer les noeuds créés
par l'activité des différentes enzymes activesiaeau de I'ADN.

La Topoisomérase Il a la capacité de couper lecate d'ADN, de faire
passer le brin coupé en dehors de la boucle etsdmuder les deux extrémités.
Cette fonctionnalité est essentielle pour permaitre séparation correcte des
deux chromatides sceurs pendant I'étape de conmensks chromatides en
prophase.

Un déficit en Topoisomérase Il se traduit alomr mun défaut de
condensation des chromosomes, avec pour conséquemee séparation
incomplete des deux lots chromosomiques en anapéias® persistance de
masse de chromatine au niveau du plan de divisstinla@ire. Cette protéine
n'est cependant pas un composant fixe de l'ax@iguat , elle en constitue au
contraire un élément dynamique en renouvellememaeent

** La condensine

Le deuxieme constituant essentiel de l'axe chsomigue est la
Condensine, dont il existe deux sous types, Comienet Il.

Ces protéines sont en fait des complexes muléjpoes associant 2 sous
unités SMC (SMC2 et SMC 4 pour Structural Mainterganof Chromosome) et
3 sous unités non SMC (CAP H/H2, CAP D2/D3, CAP B/G.es deux sous
unités SMC s'associent pour former un V porteun dile de fixation pour

I'ATP a I'extrémité de chacune des deux branckéguie 9)
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GMCA

Figure 9

Les sous-unités non SMC permettent de contrédavérture de la pince
constituée par les deux protéines SMC. Grace arfjnlibérée par I'hydrolyse
de I'ATP, les Condensines ont la capacité de sa&lllADN et de générer des
supertours et des boucles, ce qui entraine uneensation de la chromatine.
De maniere surprenante au regard du rble présuraéCamdensines, leur
inactivation n'entraine pas une abolition de la gaction, qui survient malgré
tout mais de facon retardée et incomplete.

Cette compaction imparfaite entraine cependamthumrphologie anomale
des chromosomes en raison d'une désorganisatiofiaxie protéiqgue des
chromatides, ainsi qu'une ségrégation anormale &isorr de masses
chromatiniennes persistantes au niveau de la plagmpeatoriale en fin
d'anaphase. [11][12][13]
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CYTOGENETIQUE
' CLASSIQUE
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A- INTRODUCTION

La cytogénétique classique est une discipline nadelichargée de I'étude
des chromosomes et de leurs anomalies chez I'honkthe.est basée sur
'analyse de la constitution chromosomique de il représentée sous forme
d'un caryotype a la recherche d’anomalies chromigoes responsables des
malformations congénitales, du retard mental, sesnalies de la reproduction
et des principaux cancers.

Depuis les premieres observations de chromosom&8&hpar Flemming,
la génétique est longtemps restée une science madgc'est pourquoi ce n'est
qu'enl956 que le nombre de chromosomes de |'eshaomine a été
correctement établi a 46 par Tjio et Levan, a paki cultures de tissus, et en
ayant eu l'idée d'introduire le choc hypotoniquerpaméliorer I'étalement des
chromosomes.

Les techniques utilisées aujourd’hui pour ['établisent du caryotype
classique n'‘ont que peu évolué par rapport a péttede.

En 1959, a été décrite par Jérbme Lejeune et deba@mteurs la premiere
anomalie chromosomique liée a une pathologie dartrie2l. Elle a été suivie,
la méme année, par la description par Jacobs @tid@tte la premiere anomalie
des chromosomes sexuels, avec une formule XXY, dansyndrome de
Klinefelter.

En 1960, a été établie a Denver la premiére noragmel internationale
pour la classification des chromosomes, baséegutdille et la position de leur

centromere.
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Les causes des syndromes malformatifs chromogm®i les plus
frequents ont été découvertes tres rapidement tensi@yndrome de Turner,
trisomies13 etl8...

En 1960, a été identifiée aussi, par Nowell angérford, la premiere
anomalie chromosomique dans une affection malighenc acquise, le
chromosome Philadelphie, initialement décrit comme2 délété, dont Rowley
a demontré par la suite qu'il était le résultatnd'uranslocation t(9;22).
[31[5][14]

B- LE CARYOTYPE HUMAIN NORMAL

Le caryotype est la représentation obtenue paropi@tographie de
'aspect morphologique de lI'ensemble des chromosomiene cellule en
métaphase. C’est donc la configuration chromosoendjun sujet

Etant 'examen clé de la cytogénétique, c’est alssseul examen
d’analyse globale du génome permettant la déteclesnanomalies du nombre
et de la structure des chromosomes. Cependantidde sa résolution, cette
technique ne détecte pas les déséquilibres génemigtérieurs a 5 mégabases.

La morphologie et le nombre des chromosomes sonstaots et
caractéristiques de I'espece considérée. Le cgrgdtymain normal comprend
46 chromosomes. Il est dit euploide avec 44 autesoat deux gonosomes.
[10][13]

1- Principe et technique d’obtention du caryotypgaphasique
Les chromosomes ne sont visibles que pendant uandecpériode du cycle

cellulaire, lors de la division cellulaire (mitosa meiose). Toutes les techniques
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cytogénétiques visent donc a obtenir un maximunctelkiles bloquées a ce
stade.
a- Culture cellulaire

Pour cela, il est nécessaire d'avoir des celluteghase de multiplication
active, soit spontanément (cas des villosités alesiou de certaines cellules
tumorales), soit par une culture préalable le ptusvent (fibroblastes, tout type
cellulaire capable de se diviser) parfois asso&i@ae stimulation (lymphocytes
sanguines).

La durée de cette culture est variable en fonctiontype cellulaire
considéreé et de la quantité de matériel biologjaponible au départ :

** les lymphocytes sanguines (cellules les pludisées) : le sang total
recueilli stérilement sur un tube hépariné est lndcd8 a 72heures dans un
milieu de culture contenant une lectine a fort UV Mitogene
(phytohémagglutinine) ainsi que des antibiotiquesirpéviter la pullulation
microbienne.

** les fibroblastes : obtenues apres biopsie cugaleé plus souvent
nécessitant une culture cellulaire de une a tenisagnes.

** L es cellules de la moelle osseuse : une cultlge24 a 48heures en
fonction de la pathologie étudiée.

** | e caryotype fcetal réalisable sur :

- Cellules amniotiques : culture de 10 a 15our
- Cellule du trophoblaste
- Cellule feetales en circulation

- Villosités choriales : ne nécessitant pasulture.
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b- Blocage des cellules en métaphase
L'étape suivante consiste a bloquer les cellulesmétaphase afin de
pouvoir observer les chromosomes. Pour cela, disautin poison du fuseau de
division (classiqguement c'est la Colchicine qui eslisée ou son équivalent
synthétique la Colcémide) qui empéche la progressie la mitose vers
I'anaphase en bloquant la polymérisation des tesildlans les microtubules .
c- Choc hypotonique
Les cellules sont alors plongées dans une soluigpotonique ce qui
entraine leur gonflement suivi de I'éclatement demiorane nucléaire et la
dispersion des chromosomes. Cette étape est indiziple a I'obtention d'un
étalement correct des chromosomes.
d- Fixations/ Etalement
Enfin, la derniére étape consiste en une fixatimnynm mélange d'alcool et
d'acide acétique. Cette acidification du milieunpet I'arrét du choc cellulaire.
La répétition des fixations élimine les débris wlire avec un bon lavage des
lymphocytes.
La préparation est alors étalée en laissant tombelques gouttes de la
suspension cellulaire sur une lame propre.

. certains types cellulaires comme les fibrobkmstéhérent au
support lors de la culture. On peut obtenir desapt@ses a partir de ces cellules
sans les détacher de leur support, toutes les fapeédentes étant réalisées
directement sur la surface de culture (sauf I'Giald qui est bien sdr inutile
dans ce cas).

e- Vieillissement des lames
Les lames étalées sont séchées a lair libre mmsses a I'étuve a 37°C

pour parfaire la fixation et permettre une meileedénaturation.
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f- Dénaturation /Coloration

Lorsque l'on colore des préparations chromosoesigavec du Giemsa, les
chromosomes prennent un aspect rose violacé angsuhpmogene sur toute
leur longueur. On ne peut donc les distinguer les des autres que par leur
taille et leur forme. Cependant, ces critéres sosaiffisants pour assurer la
reconnaissance et l'interprétation correcte desmahes chromosomiques.

Pour reconnaitre spécifiguement chaque pair@ubsomique, on utilise donc
des techniques de marquage particulieres qui peametobtenir une
coloration inhomogene des chromosomes par le GiesisBapparition de
bandes. C'est la succession de bandes sombresaietscle long d'un
chromosome, identique chez tous les individus pouchromosome donné, qui
en permet l'identification précise, selon le mémeqgipe qu'un code a barres.

Il existe deux principales techniques de marquagn bandes des
chromosomes (banding), utilisées en routine :

Les bandes Gobtenues par digestion trypsinique modérée desrasomes.
Elles sont les plus utilisées en raison de ledlité@d’obtention

Les bandes Robtenues par dénaturation thermique ménagee.

Dans les deux cas, les bandes ne deviennebtegsju'aprés une coloration
avec le Giemsa. Ces deux techniques donnent unua@ggéciproque, c'est-a-
dire que la ou I'on obtient une bande sombre duae des deux techniques, on
observe une bande claire avec l'autre.

D'autres techniques de marguage complémentakitent qui permettent

d'analyser certaines régions particulieres du gérnom
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Bandes C: cette coloration par le Sulfate de Baryum peroetmettre en
évidence |' hétérochromatine constitutive, qui espond a des régions non
codantes du génome comme les régions centromérigju@d e, Yq).

Bandes Q: obtenues apres coloration par la moutarde de &Quiite. Sous
UV les chromosomes présentent des bandes fluotescaie méme que les
bandes G.

NOR : cette technique consiste en un dépdt de nitrageht qui met en
évidence les organisateurs nucléolaires. Ces stagctcorrespondent aux
régions du génome contenant les genes qui codantgsribosomes.

Bandes T : une dénaturation thermique pousséssse persister le marquage

gu’au niveau des télomeres. [12][13]

2- Classement des chromosomes métaphasiquesryteygee

a- Structure du chromosome métaphasique

Les chromosomes meétaphasiques sont constituasbdas court (noté p) et
d'un bras long (noté q), reliés entre eux par tgroenere qui correspond a un
étranglement situé a un niveau variable du chromeset qui sert de point

d'attache au fuseau de division pendant la divis@llaire. (Figure 10) [14]
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Figure 10 : Chromosome métaphasique

b- Criteres de classement des chromosomes

Plusieurs criteres vont permettre de reconnaitredet classer les
chromosomes :
_Ula taille, Par convention, les chromosomes sont classésudugphnd au plus
petit.
_l'index centromérique (IG'est-a-dire le rapport entre la taille du brasrtet
la taille totale du chromosome (p/p+q) (figure 11)

Cet index permet de reconnaitre trois famillesld®mosomes :

. [JLes chromosomes métacentriques dont les deux htame taille a peu
prés équivalente (IC= 1/2) : centromére au mileuwrgmosomes 1, 3, 16, 19 et
20).

. [JLes chromosomes submeétacentriqgues qui ont un bmashement plus
petit que le bras long (K0) : centromere terminal (13, 14, 15, 21, 22)

.[JLes chromosomes acrocentriques dont le bras costt gquasi
inexistant(0<IC< (1/2)) : centromere en positiotermédiaire

NB : on ne trouve sur ces bras courts que leeg@odant pour les

ribosomes ; ces genes étant présents a plusientares d'exemplaires double
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génome, la perte du bras court d'un

conséquence clinique. [15]

chromosomecewtiigque n'a pas de
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Métacentriques

Le bras court et le bras long ont
une taille équivalente

Submétacentriques

Le bras court est nettement plus
petit que le bras long

Acrocentriques

Le bras court est quosi inexistant

Figure 11 : Morphologie des chromosomes en fonat®tiindex

centromeérique

En fonction de la taille et de la position duitcemére, les chromosomes sont
classés en 7 groupes :

_[JLe groupe A: Les grands médians et submédians 1, 2, 3.

. [JLe groupe B: Les grands distaux 4, 5.

_[JLe groupe C: Les médians et submédians moyens 6, 7, 8, 9411012

et X.

.[JLe groupe D: Les grands acrocentriques 13, 14 et 15.
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_[JLe groupe E: Les petits submédians 16, 17 et 18.
_[JLe groupe F: Les petits médians 19, 20.
_[JLe groupe G: Les petits acrocentriques 21, 22 et Y.

. [JLes bandes chromosomiques, qui sont caractéristiqaechacune des
paires. Le nombre de bandes visibles est variabieedmitose a l'autre et
dépend du niveau de condensation du chromosome lddichromosomes sont
condensés, moins on peut observer de bandes et fairalyse permet de
dépister des anomalies de petite taille.

Le nombre de bandes par lot haploide (c'est-apdive 23 chromosomes)
permet de définir la résolution de I'analyse cytaggue ;

Un caryotype standard a une résolution de 300 ab@b@des ; certaines
technigues dites de haute résolution permettenigdianter le nombre de
bandes visualisées en bloquant les chromosomesoutu début de leur
condensation (en prométaphase) : on peut ainshiob80 ou méme 1000
bandes par lot haploide.

Ces techniques de haute résolution sont de ré@afisat d'interprétation
plus délicates que le caryotype standard, mais gtéent la mise en évidence
d'anomalies de taille beaucoup plus réduite. [B}][1

c- Nomenclature :

La formule chromosomique normale de 'lhomme : 48, X

La formule chromosomique normale de la femme X446,

_Chaque bras chromosomique est divisé en régiongmutées de 1 a 3,
chaque région est divisée en bandes numérotéeegrtaines bandes en sous

bandes.
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“Donc pour la précision d’'une zone sur un chromosoone utilise : le
numeéro du chromosome, bras court ou bras longomébande, sous bande.
Exp. : Xq27,3 : bras long du ch.X, région2, bandsots bande 3. [12]

bandes bandes
claras sombrd
1540m13-3

15.3
15 200 15

CRETIE T

Figure 12 : Banding du chromosome 11

3- Indications du caryotype métaphasique
A - Période néonatale :
~Antécédents d’anomalies chromosomiques.
_Anomalie chromosomique de structure équilibrée chreparent.
_Age maternel avancé.
_Signes d’appel échographiques.
_Risque élevé aux tests sériques.
_diagnostic du sexe dans les maladies récessiesdiéX

_instabilité chromosomique.
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B- Le nouveau-né et I'enfant :
_Ambiguité sexuelle.
_Polymalformations.
“Retard mental.
_Dysmorphie (surtout avec retard mental).
“Retard de croissance chez une fille.
_Impubérisme.
“maladies cassantes.
“Leucémies.

C - L’adulte :
_Aménorrhée, anomalies du spermogramme.
“Hypogonadisme d’origine basse.
“Maladie abortive.
“Leucémies.

_Bilan d’une procréation médicalement assistée P[I3]

4- le caryotype de haute resolution

L'étude des cellules en prométaphase (fin de psmphau début de
métaphase) par synchronisation des cultures assoaié l'incorporation
d'analogues de bases (bromodésoxyuridine ou Brdul) mgodifient les
propriétés tinctoriales des bandes chromosomigpesmet d'améliorer la
résolution du caryotype et d'observer 800 a 100tés par lot haploide de
chromosomes.

Des remaniements chromosomiques plus fins peuventobservés mais
I'interprétation est délicate et plus efficace 4 eest focalisée sur un

chromosome ou une région chromosomique donnée.
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Cet examen est tjrs demandé en deuxieme intenpog&s aun caryotype
standard.
Son indication est posée dans deux situationsipéles :
** préciser les points de cassure d’'un remaeigt dépisté sur un caryotype
standard
** rechercher un microremaniement quand laiglie évoque trés fortement
I'existence d’'une anomalie chromosomique alors lguearyotype standard est

normal. [11]

C- LES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES
1- Introduction

On appelle anomalie chromosomique tout remaniech@mombre ou de la
structure des chromosomes.
. [1Ces remaniements peuvent s'observer de maniére :
** Constitutionnelle : les différents organes ont la méme anomalie.cidant
chromosomique existait déja chez I'embryon ; ilss'@roduit avant la
fécondation, dans I'un des gamétes, ou peu apass, dne des cellules du
zygote, ou,

** acquise : un seul organe est touché, les autres organ#snemmaux.
L'accident chromosomique s'est produit au courkadee de l'individu ; il est
acquis par rapport au caryotype constitutionnel. duget est porteur d'un
processus cancéreux sur l'organe impliqué. (llssorv@ observés alors qu'au
niveau des cellules tumorales).

_[lls résultent d'un accident survenant soit au coer$a méiose, soit au cours

d'une mitose. lls peuvent impliquer un ou plusi@m®mosomes.
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10N reconnait par ailleurs les anomalies dites h@meg (quand toutes les

cellules examinées portent I'anomalie) et les atieman mosaique

(quand une fraction seulement des cellules estaader: notion de clone).

. [JLeurs conséquences sont variables en fonctionrdamement considéré.

En regle générale, les remaniements dits égédlilc’'est-a-dire sans perte ni

gain de matériel génétique) n'ont habituellemerst g@ conséquence pour le

sujet porteur alors que les remaniements désérpslise traduisent par des

manifestations cliniques d'autant plus graves gueette ou le gain de matériel

est plus important.(figure 13) [15]
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Figure 13 : Anomalies chromosomiques : constitutedracquis ;

homogéne/mosaique
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2- Incidence

Il existe une trés forte sélection de la concepdida naissance :

. [160% des fausses couches spontanées sont dueariodeaies
chromosomiques.
. [15% des fausses couches tardives, morts foetaléSrmet morts nés.
. [10.6% des naissances vivantes
Dans les hémopathies malignes :

. [JLeucémie myéloide chronique : 95%
. [JLeucémie aigue lymphoide : 70 a 80%

. [JLeucémie aigue myeéloide : 50%

3- Anomalies de nombre
a- L’aneuploidie

Une cellule aneuploide est une cellule qui possedeombre anormal de
chromosomes par perte d’'un chromosome entier cgepcé d’'un ou plusieurs
chromosomes surnumeraires.

Elles résultent d'une mauvaise ségrégation desndsomes au cours de la
division cellulaire, les deux chromosomes d'une mgraire migrant tous les
deux vers la méme cellule fille. On obtient undutelfille avec trois copies du
méme chromosome (soit 47 chromosomes) et une deexiellule fille avec
une seule copie (soit 45 chromosomes).

Ces malségrégations peuvent s'observer aussi hi@ows de la mitose
que de l'une des deux divisions de méiose. [15][18]

** Aneuploidie homogéne Accident de ségrégation par non disjonction en
meiose | ou Il, toutes ne sont pas compatibles Evee. (figure 14)
o Une non disjonction en premiéere division piibd gametes déséquilibrés.
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o Une non disjonction en deuxieme division piib@ gametes déséquilibrés
et 2 gametes normaux.

Apres fécondation :
. [JLes gamétes possédant un autosome en exces pradiuiseygote trisomique
: de nombreuses trisomies ne sont pas viableveluent trés précocement, ou
sous forme de fausses couches spontanées (trid@npar exemple). D'autres
sont plus ou moins viables : trisomies
21, 13, 18, 8.
. [JLes gametes nullosomiques produisent des monosoinEss monosomies,
bien que produites en nombre théoriquement égalra&omies, subissent une
élimination précoce encore plus stricte.
. [JPour les gonosomes, la viabilité des conceptusqdddsés est plus grande, et
le phénomene de non disjonction apparait alorss tlmgrande variété de ses
conséquences : trisomie X et Y, monosomie X, tétrgpentasomie Y sont
viables.

Il ne s'agit pas d'un événement rare, mais d'um@@héne tres fréquent,
compensé le plus souvent par I'élimination préabceonceptus déséquilibre.
Les malségrégations meéiotiques sont habituelleraenidentelles, mais elles
sont favorisées par l'accroissement de I'age neltetipar I'existence de certains

remaniements chromosomiques chez I'un des pa[&ais.
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ANOMALIE de NOMBRE HOMOGENE: MECANISMES de SURVENUE

par non disjonction

&n 1% division ou en Z2€ division
de la meiose

( | |
non = 12 division |
disjonction ;
F 2 LY -~ -
| | non
22 division A . disjonction
- - » & -~ & & &
Y0 1 i i i 11
21 i |l
FECONDATION _“‘
gamete
i o | i i ii i Hi
tri tri Mono mono normal  normal mono tri
sSomie  somie somie  somie somie somie
zygotes théoriguement produits

Figure 14 : Anomalie de nombre homogene ; mécandersirvenue

** Aneuploidie en mosaiqueAccident de ségrégation par non disjonction lors

des mitoses post zygotique.

Un individu en mosaique est constitué de deux (tus mle deux)
populations a contenu chromosomique différent, n@@venant du méme
zygote (une mosaique est notée par une barre eldique les 2 clones décrits;
ex: trisomie 21 en mosaique 46, XY / 47, XY, +21).

L'intensité du phénotype dépend du dosage resplriies deux (ou plus)

populations cellulaires.
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Les trisomies en mosaique sont viables par oppositiix monosomies qui
ne le sont pas.
Les aneuploidies en mosaique des gonosomes sbfgs/iau I'inactivation

du chromosome X et le faible contenu en genes thrratsome Y. [16].

b- La polyploidie
Une cellule polyploide renferme un multiple de Idtaploides de
chromosomes.
C’est accident survenant en général lors de lanffation plus rarement
lors de la gamétogénése
Ces accidents de la fécondation sont donc banalsnétestimés a 2 a 3 %
des oeufs fécondeés. [10][12]
_UTriploidies le plus souvent3N = 69 chromosomes 69, XXX ou 69, XXY
ou69, XYY. Présentes dans 20 % des fausses cospbasanées, elles peuvent
aboutir a la naissance d'enfants vivants, qui nmtwependant tres rapidement.
Le mécanisme de formation des triploidies eabtio: (figure 15)
: non expulsion du 2eme globule polaire. (Npatetne
2Nmaternel)
: fécondation d'un ovocyte | par 2 spermatozoisemaux :
dispermie(A) ; ou d’'un ovocyte | par un spermatdeadiploide :
diplospermie(C). (Nmaternel + 2Npaternel).

La diandrie est 4 fois plus fréquente que lywmiig.
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(A)

Triploidy

:r.d_: . -'__._' _T. !'il-al'i.
66% 2 | 10% 24%

Figure 15 : Mécanisme de triploidie

_[Tétraploidies 4N = 92 chromosomes (trés rares naissances ewalcrites,

rapidement fatales). Présentes dans 6 % des far@mseses spontanées.

c- Nomenclature
Selon la nomenclature de 'ISCN, pour le caryotgo®rmal, on indique
successivement:
. [Jle nombre total de chromosomes (autosomes et gomassou sexuels)
. [June virgule
_[lles chromosomes sexuels
. June virgule
_[le signe + pour le chromosome surnuméraire, ouigaes- pour le
chromosome manquant
et enfin, le numéro du chromosome surnumeéraire angomant.
Exemple : trisomie 21 chez une fille s'écrid7,XX,+21). Monosomie 21

chez un garcgon s'écrit : (45,XY,-21).
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. [JQuand il s'agit d'une aberration portant sur leemlosomes sexuels, on
indique :
. [Jle nombre total de chromosomes (autosomes et gom@ssou sexuels)
. [June virgule
. [lles chromosomes sexuels
Exemple : monosomie X (syndrome de Turner) i'écr(45,X) ;
syndrome
Klinefelter (47,XXY).
. [JPour la polyploidie, on indique :
. [Jle nombre total de chromosomes (autosomes et gor@ssou sexuels)
. [June virgule
_[lles chromosomes sexuels.
Exemple : triploidie (69,XXY) ou (69,XXX)... Tedploidie (92,XXXY)
ou (92,XXXX)...
. [JPour la mosaique on indique les différentes pojamatcellulaires
séparées par (/).
Exemple : (45,X/46,XX) soit (mos 45,X/46,XX) ; (4846,XX/47 ,XXX)
soit (mos45,X/46,XX/47,XXX)...

4- Anomalies de structure

Les anomalies de structure sont le résultat deupsssles chromosomes
durant la méiose suivies de recollement anormads.dbomalies sont aléatoires
mais il existe des sites préférentiels (anomabesamrentes).

Une délétion, une duplication ou la formation digochromosome se
traduiront par un phénotype anormal, il s’agit @aralies déséquilibrées tandis

que linsertion, l'inversion, ainsi que la transiiion peuvent étre équilibrées.
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Ceci signifie que les porteurs de ces anomalies stieictures sont
phénotypiquement sains, car la totalité du mat@éektique est présente.
Ces réarrangements peuvent porter sur un seulusiepts chromosomes

et peuvent étre transmises (anomalie familialej@uaovo. [13][16]

a- Aberrations portant sur un seul chromosome

a-1 Délétion

Une délétion résulte d’'une cassure chromosomapex perte du segment
distal (délétion terminal) ou de deux cassureslesuméme bras avec perte du
segment intercalaire (délétion interstitielle otemsalaire). (Figure 16)

Une délétion est une anomalie déséquilibréeegtraine une « monosomie

partielle » par perte des géenes portés sur le sggha&ste.

Deletion interstitielle ; | Délétion terminale :

1 chromnzome impliguoeé

1 chromosome: |n1.'pii|. ue &
| 1 povint de cassure

2 points de cassurr

:

\ i
e

<

p S0

Figure 16 : Types de délétions
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Selon I'ISCN, la délétion est noté del, suivi dum&ro du chromosome
dans une premiére parenthese, suivi dans une deenparenthese des 2 points
de cassure indiquant la région délétée (délétitarstitielle). Dans le cas ou la
délétion semble terminale, un seul point de cassstraoté.

Cas patrticuliers : les microdélétions

Il s'agit, comme leur nom le suggére, d'une catégparticuliere de
délétions de toute petite taille dont la caractiéue principale est de ne pas étre
visible sur le caryotype standard.

Ces pertes de matériel chromosomique concernemffen au plus une
sous-bande chromosomique et ne sont dépistéesqu&s/techniques de haute
résolution ou actuellement par hybridation in $itlorescente avec des sondes
moléculaires spécifiques. Cette derniere approshe da fois plus sensible et
plus spécifique que le caryotype haute résolutiaais elle n'est applicable que
quand la clinique est suffisamment évocatrice deotetel syndrome pour
orienter le choix de la région chromosomique a @gnlet donc de la sonde a
utiliser. [12]

a-2 Inversion

Une inversion résulte de deux cassures sur un nclnoenosome suivies
de recollement aprés inversion du segment interairédi

L’inversion est paracentrique si les points de wassont localisés sur un
méme bras.

L’inversion est péricentrique si les points de aassont localisés de part
et d’autres du centromére. (Figure 17)

L’inversion est une anomalie équilibrée mais entaides difficultés

d’appariement lors de la méiose. [13]
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Figure 17 : Types d’'inversions

Selon I'ISCN, l'inversion est notée inv, suivi duméro du chromosome dans
une parenthese, suivi d'une autre parenthése enalides points de cassure. EX :
inv(9) (p11g13).

a-3 Duplication

Une duplication se définit comme la répétition ume deux fois d’un
segment de chromosome.

Le segment dupliqué peut étre :

Dans la méme orientation que le segment d’origifest une duplication
directe « en tandem »

Inversé a 180° par rapport au segment d’originestcune duplication
indirecte « en miroir » (figurel8)

La duplication est une anomalie chromosomique défigge. [12]
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Duplication

1 chromosome impliqué
2 points de cassure

E Exﬂ-

Figure 18 : Mécanisme de la duplication
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Selon I'ISCN, une duplication est notée dup, sudtd numéro du
chromosome dans une premiére parenthése, suiviu@ndeuxieme parenthése

des 2 points de cassure indiquant la région dugdiqu

a-4 Isochromosome

Un isocromosome est un chromosome anormal formged& bras longs
ou de deux bras courts d’'un méme chromosome avez g l'autre bras. Donc
équivalent d'une monosomie pour un bras et d'uis®niie pour l'autre:
remaniement déséquilibré

Fréguence de ce réarrangement sur le chromosorsgndrome de Turner
par i(Xq)).

Fréguent en tant qu'anomalie acquise (exemple:g)j(l@anomalie
secondaire de la leucémie myéloide chronique).

Il peut avoir un centromere (monocentrigue) ou detetromeres

(dicentrique) selon le mécanisme de formation.(BglO) [12]
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ISOCHROMOSOME: mécanismes de formation

en meiose; === jpochromosonme.
‘Crossing over dicemngue &1 hélérozrygole
Ie
bors ' wne bl ose: == » WoChromosomeas:
clivage ancrmal du centromere monocentrigues 81 homozygotes
cfu-
* ﬂh \
lors d' une METoSe -7 machromosarme:
cassude des bras dicentrigue et hemozygote

Figure 19 : Isochromosome ; mécanisme de formation

Selon I'ISCN, I'isochromosome est noté i suivi dymarenthése indiquant
le numéro du chromosome impliqué et la lettre daslwtupliqué (ex: i(17q) ou
1(17)(g10): perte du bras p et duplication du lafas

a-5 chromosome en anneau
Un chromosome en anneau correspond a des délgllasou moins

étendues (souvent peu importantes) aux deux ex@®rdiun chromosome et
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recollement du segment intermédiaire (par abseadéldmeres), ce qui aboutit

a une structure annulaire .(figure 20)

Annean :

I o Mmoo e |n||;||n|1|r i

I phinds de cawmm

(] °

s

Figure 20 : Mécanisme du chromosome en anneau

NB : il existe également des anneaux acentriquess roeux ci sont
rapidement perdus, comme tout fragment ne possg@darde centromére

Un anneau est une anomalie déséquilbrée, le pluesbde novo, présent
freguemment en mosaique et connu comme structstabile en mitose et lors

de la gamétogénése donc rarement transmis a lardkstce.
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Phénotypiquement, le retentissement peut étre cialme délétion, mais
aussi d'une duplicatio(Par échange de chromatides soeurs lors d'une mitose
I'anneau peut se dupliquer en anneau double digeet).

Le plus fréquemment rencontré est I'anneau dulB3. |

Selon I'ISCN,I'anneau chromosomique est noté r{risgivi du numéro du
chromosome dans une parentheése, suivi éventueltemieme deuxiéme
parenthése indiquant les points de cassure, st@esont localisables. ex:
r(13)(p129g33)

a-6 Marqueur chromosomique

Elément chromosomique surnuméraire non reconnagssab

Dérive souvent des chromosomes acrocentriques gargculier le 15 et le
22

Ses conséquences phénotypiques dépendent de sgneodt de sa
constitution génique. [13]

Selon 'ISCN, le marqueur chromosomique est note &a: 47,XY,+mar

b- Aberrations portant sur deux chromosomess:ttanslocations

C'est la transposition d'un fragment chromosomicgie un autre
chromosome suite a une cassure chromosomique.

Il s’agit d’'une anomalie le plus souvent équilibnégpliguant souvent deux
chromosomes mais parfois complexe avec un risqueégéquilibre chez la
descendance.

En présence de deux points de cassures : translocagciproque ou
robertsonienne.

En présence de trois points de cassures : insentierchromosomique [10]
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b-1 Translocation réciproque

Il s'agit d'un échange de matériel entre deux chsmmes non homologues
apres cassure sur chacun des chromosomes impliqués.

Dans la majorité des cas, une translocation régimoest apparemment
équilibrée et lindividu est phénotypiqguement nokmislais, si cet échange
s'accompagne d'une perte de matériel génétigueesildéséquilibrée. (Figure
21)

Translocation réciproque :

2 chromisomes impligqués
2 points de cassuare

Figure 21 : Mécanisme de la translocation récipeoqu
Selon 'ISCN, cette anomalie est notée t, suivhd'parenthése indiquant
les numéros des 2 chromosomes impliqués, séparaspdint virgule ; une

deuxieme parenthése indique les points de cassureclBacun des 2
chromosomes. Ex: 46,XY, t(2;6)(p13;932)
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Les translocations réciproques sont responsablesiodialie de la
reproduction, de stérilité, de fasses couches apémrt a répétition ou la
naissance d'un enfant polymalformé car les tramsioos empéchent le
déroulement normal de la méiose.

Au moment de la méiose, lors de I'appariement desmosomes, les
chromosomes transloqués vont former un tétravatentqui entraine des

difficultés de ségrégation. (Figure 22)

Dérive du

Chromosome 4
chromosome 4

Ligne 1

Dérive du

chromosome 20 Chromosome 20

Figure 22 : Exemple d’un tétravalent

b-2 translocation robertsonienne
Translocation impliquant deux chromosomes acCrompres
(chromosomes13, 14, 15, 21 et 22) dont le brag deutrés petite taille ne code

gue pour des genes répétés.
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La translocation consiste en une fusion des chromes avec perte des
bras courts, sans aucune conséquence cliniquetedipaur le sujet porteur.
(Figure 23)

Translocation robertsonienne :

2 cluomosomes impliqués
I puints de cassure
perte des bras courts

Figure 23 : Translocation robertsonienne

Les deux chromosomes impliqués :

** s0it ils fusionnent par leurs centromeéres (fustentromérique) formant
un chromosome monocentrique.

** S5oit par cassures dans les régions juxtacergsquies bras courts, puis
fusion entre ces deux bras courts formant ainsclwommosome dicentrique
(95% des cas).

Les fusions centriqgues représentent l'anomalie ncbsomique la plus

fréequente dans la population humaine. La plus eétpiest la t(14921q).
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Cette anomalie aboutit a des gameétes déséquiliavés des zygotes
monosomiques ou trisomiques (en effet ce type aleskocation est responsable
des formes familiaux de la trisomie 13 et 21). [13]

Selon I'ISCN, elle est noté t, suivi d'une paresthindiquant le numéro de
chaque chromosome suivi de la notation q . Ex: 3(X4qg21q)

b-3 Insertion

Il s'agit d’'un cas particulier de translocationgavransfert d'un segment
chromosomique intercalaire a l'intérieur d'un aatremosome ;

Cette anomalie nécessite trois points de casstua. dur le chromosome
receveur et deux sur le chromosome donneur libé&dragment intercalaire.

Le chromosome donneur peut étre aussi le chromoseoeseur, dans ce
cas la, il s'agit d'un déplacement d'un fragmembrobbsomique d'un site a un
autre sur le méme chromosome, le fragment peuegédnéme orientation «

insertion directe » ou une orientation inversesertion inversion » (figurg4)
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Insertion 2 chramosomes impliguis

3 F-m':nhl de cassure

il

Figure 24 : Mécanisme d’une insertion

C’est un remaniement équilibré mais tres instahlenéiose.

Selon I'SCN, une insertion est notée ins, suiund' parenthése indiquant
le numéro du chromosome qui recoit l'insertionviguiéventuellement d'un
point virgule indiquant le numéro du chromosomerdur du segment (si ce
chromosome n'est pas le méme que celui qui regiyi d'une deuxieme
parenthese indiquant le point d'insertion suivhddeint virgule seulement si le
chromosome donneur est différent, suivi des podl@scassure du fragment.
[10][13]

Ex : ins(2)(p13g31g34) et ins(5;2)(p12;931934)frEegment g31934 d'un
chromosome 2 est inséré respectivement en pl13 chernBromosome 2, et sur

un chromosome 5 en p12.
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c- Anomalies particulieres
c-1 sites fragiles
C’est une zone de fragilité constitutionnelle (cassou lacune) localisée
sur un chromosome donnée.
Se transmet comme un caractéere dominant.
L’anomalie la plus connue est la fragilité du gj&r.3 sur le chromosome
X responsable du syndrome de I'X fragile, une desses majeurs du retard

mental chez le garcon. (Figure 25)

%
“
)

b 4— site :
fragile

Figure 25 : Exemple d’un site fragile sur le chremme X

c-2 Disomie uniparentale (DUP)

Présence de deux alléles identiques homologuegmpaot du méme parent
voir de deux chromosomes entiers.

Une DUP peut étre observée pour presque toutes paises
chromosomiques, mais seules certaines disomies assbciees a des
manifestations clinigues en révélant une maladeessve rare (cas d'iso
disomie) ou une pathologie liée a I'empreinte paien(syndrome de Prader-
willi/ Angelman). (Figure 26) [12]
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Figure 26 : Exemple d’'une disomie uniparentale

c-3 Dicentrique/ Pseudodicentrique

Chromosome possédant deux centromeéres : issusasmis@es varies tels
que ceux précédemment décrits, c'est égalementurtbus le mode de
recollement alternatif d'une translocation réciprq

Lorsque les deux centroméres sont suffisammieigné&s, I'un d'entre

eux devient non fonctionnel, d'ou le nom de chramwess pseudodicentriques.
(Figure27)

Remaniement déséquilibré.

Fréqguent en cas de translocation robertsonienrage &n tant qu'anomalie

acquise.
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Hautement instable & moins que l'un des centronm&ra$nactive ou que la
distance intercentromérique soit trés faible. [13]
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Figure 27 : Chromosome dicentrique sur une mitose

b-mécanisme de formation du dicentrique

Selon I'ISCN, il est noté dic, ou psu dic (pseudoedtrique), quand l'un
des 2 centromeres s'inactive.

c-4 Fragments Minus ; HSR
Fragments minus (notés DM : double minute) ; trefit(s) élément(s)

supplémentaire(s), souvent par 2, acentriques érgéament tres nombreux.
(Figure28)
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Figure 28 : Plusieurs doubles minute sur mitose

HSR : noté ainsi pour « homogeneously stainingoregi: région de
coloration homogene et de taille variable, souvamiortante, présente au sein
d'un ou de plusieurs chromosome(s).

Expérimentalement, les HSR peuvent se rencontrg&sapne exposition
chronique a certains toxiques.

DM et HSR sont des éléments hautement corrélés @ésence d'une
amplification génique importante. Se rencontren$ ldes processus malins, en

particulier en cas de tumeur solide. [10][12]

c-5 Remaniements complexes
Impliquant plus de 2 chromosomes et/ou plus deilpde cassures.
. [JFréquence des porteurs malformés apparemment @ésilidans la
descendance (conseil génétique)

. [JFréquent dans beaucoup de tumeurs solides et gdnomes.
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c-6 Polymorphisme

Correspondant a de I'hétérochromatine constitutivesst sans conseéquence
phénotypique.

La transmission est familiale comme un trait autaigoe dominant Les
plus connus sont :

L’inversion péricentriqgue du chromosome 9

La longueur du bras long du chromosome Y

La longueur et la morphologie des bras court desonsbsomes
acrocentrigues

Taille de la constriction secondaire des chromosom® et 16. [12][13]

5- Instabilité chromosomique
a- Anémie de Fanconi (AF)

L'hypersensibilité cellulaire aux agents pontaADN est a la base du
diagnostic biologique et le test de cassures chsoma@jues reste indispensable
pour affirmer un diagnostic d'AF.

On recherche l'existence de cassures chromosomigpestanées et,
surtout, l'augmentation du nombre de ces cassyres &xposition a un agent
dit « cassant » : caryolysine, cyclophosphamide,...

Certaines figures chromosomiques, dont l'apparigsh secondaire aux
cassures : figures tri-radiales et tétra-radiadent aussi caractéristiques pour le
cytogénéticien.

De facon rare, ce test de cassure peut étre naolanalle sang du fait d'une
réversion génétiqgue (mosaicisme somatique). Pleesnm@ent un nouveau test
diagnostique, dont la mise au point a été posgitdlee a la compréhension de la
voie Fanconi, a montré son intérét : le test FandD: fait sur les lymphocytes
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du sang mais aussi sur les fibroblastes obtenwss dgopsie de peau ; cette
derniére approche permet le diagnostic des formes &éversion génétique.
[10]

** Syndrome de Bloom

Le syndrome de Bloom se caractérise par un retardroissance pré et
postnatal ainsi que par des érythémes survenghidesouvent au visage lors de
I'exposition au soleil. Le diabéte et les infecigouimonaires ou auriculaires
sont fréquents. Les garcons sont stériles et lles firésentent une ménopause
précoce. Des troubles de I'apprentissage sontusdhit_es individus atteints de
ce syndrome ont une incidence de cancer tres élegéqui constitue la
principale cause de mortalité. Ces cancers surgigmrécocement.

Le diagnostic est posé par lidentification d'umegmentation du taux
d'échange entre les chromatides sceurs en comparaigec des cellules
normales lors de l'exposition a la bromodésoxynddiCette anomalie ne
survient que chez les individus porteurs du synérata Bloom et constitue
l'unique moyen de faire le diagnostic. [12][14]

** Ataxie-Telangiectasie

Elle se caractérise par une ataxie cérébelleugrgssive survenant entre
un et quatre ans, une apraxie oculomotrice, destiohs fréquentes secondaires
a un déficit immunitaire surtout humoral, une cloeathétose, des
télangiectasies apparaissant tardivement maiswugtodentes au niveau de la
conjonctive et une augmentation du risque de casscetout de leucémie et de
lymphome.

Le diagnostic de cette maladie est facile en raiBone augmentation quasi
systématique de l'alpha-foetoprotéine au-dessudey/ml (ainsi qu'un déficit
en IgA et E).
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La cytogénétique de l'ataxie télangiectasie esblab®ent caractéristique
de cette maladie avec de nombreuses cassures dmomgoies équilibrées et
deux tiers de ces remaniements n'impliquent queHesmosomes 7 et/ou 14.
[17]
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CYTOGENETIQUE
MOLECULAIRE
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A- Introduction

La cytogénétique médicale est en pleine révolutiencaryotype mis au
point en 1956, n'est désormais plus I'examen dempne intention pour
'exploration des anomalies chromosomiques assecigeune déficience
intellectuelle et/ou aux malformations congénitales

Depuis la fin des années 80, les cytogénéticiens deur disposition de
nouvelles techniques alliant l'établissement duyatype et la biologie
moléculaire dont le niveau de résolution se situae& échelle intermédiaire : la
cytogénétique moléculaire. (Figure 29)

Les techniques de la cytogénétique moléculairesemosur le principe de
I'hybridation de la molécule d’ADN avec une séquencomplémentaire
variable en fonction de la technique utilisée gidthologie étudiée.

Les principales méthodes de cette discipline séhbkidation in situ
Fluorescente « FISH » (examen ciblé nécessitanbtmaissance préalable du
locus étudié) et I'Hybridation Génomique Compamtix CGH » (étude
pangénomique ne détectant que les déséquilibresrggues). [14][18]
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L Cytogénétique
conventiormelle

= | ‘Cytogénétique
moléculaire

Biologie
molgcuiaine

Figure 29 : Représentation schématique du génomeaina différentes

échelles

B- HYBRIDATION IN SITU EN FLUORESCENCE (FISH)
B-1 Principe
Cette toute premiére technique de cytogénétiquedcutdire repose sur
trois propriétés de 'ADN :
** La complémentarité obligatoire des bases azotéddénine—Thymine ;
Cytosine—Guanine).
** Les liaisons hydrogenes faibles (covalente) agsurent la cohésion des
deux brins de la double hélice.
** Les liaisons phosphodiester (40 fois plus fortgge les liaisons
hydrogenes) qui assurent la stabilité de I'enchraam@ des nucléotides de
chaque brin d’ADN.
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Dans certaines conditions de température, de pideosalinité, les deux
brins d'une molécule d’ADN peuvent se séparer (ph#&ne appelé
dénaturation) puis se réassocier de facon spéeifiggtape appelée la
renaturation). (Figure 30) [19][20]

En 1981, I'équipe de David Ward integre par voiemijue un nucléotide
(du dUTP) couplé a de la biotine dans un fragmeADN (cette opération
s'appelle le «marquage ») qui est alors appelé ndeso>. Dénaturée, puis
hybridée sur des préparations chromosomiques, alessi préalablement
dénaturées (cette étape est la formation d’hybrides

Les hybrides non spécifiques et les sondes nondéds sont éliminés par
des lavages.

La sonde hybridée est révélée par des anticorpsiatine couplés a un
fluorochrome, le FITC.

Grace a un microscope qui émet un faisceau lumimxgiant le FITC,
David Ward visualisa directement sur des chromosoladlocalisation de la
sonde.

Ainsi naquit I'hybridation in situ fluorescente, rp@ettant I'observation de
loci sur des métaphases ou des noyaux, d’ou lest@rmitu (a la différence du
Southern blot qui est I'hybridation d’'une sonde sier '’ADN fixé sur une
membrane de nylon).

L'utilisation de plusieurs fluorochromes et derél microscopiques ainsi
que le développement de systéme de numérisatioriglesux fluorescents ont
permis d’hybrider plusieurs sondes de fagcon contzone. Grace a ces progres,
il est possible aujourd’hui d’étudier de facon sitanée plus de 20 loci sur des
chromosomes. [20][21]
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FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)

Gene Fixed Cells
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Figure 30 : Principe de FISH

C-2 Substrats de la FISH
Le substrat habituel est une préparation chromapmende métaphase ou
d’'interphase obtenue par caryotype classique (&yltolocage, choc, fixation,

étalement).
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Pour l'analyse des métaphases, les lames fraidresefient d’obtenir un
meilleur résultat que les lames congelées, maiscldsts fixés de maniere
prolongée a -20°C sont également analysables.

Des noyaux interphasiques de préparations celbgldotales (étalement de
sang, de moelle osseuse,...) ou des sections mimctssd paraffiné peuvent

étre également utilisées. [20][22]

C-3 Sondes utilisées

Avec les progres des techniques, il est possiblgéterer aujourd’hui des
fragments d’ADN de tailles variées correspondardifiérentes parties d’un
chromosome.

Pour la FISH, on utilise des sondes spécifiguegdg®ns chromosomiques
ou des sondes capables de s’hybrider sur les tuas @aire chromosomique
donnée ou loci particuliers.

On distingue deux grandes catégories de sondes :

e Les sondes composées de séquences spécifigues d’ABpéte : Elles
sont de petite taille (moins de 1000 paires de $are 1 kilobase), mais
s’hybrident sur des séquences spécifiques (ségsiafigieoides des centromeres
ou séquence d’hétérochromatine) répétées en taadepliusieurs centaines de
kilobases. Elles génerent des signaux ponctudisrtieintensité.

e Les sondes composées de séquences uniqué&n distingue les sondes
spécifiques de loci et les sondes spécifiques bdias chromosomique ou d’un

chromosome entier.

Les différents types de sondes commercialisges: s
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Les sondes centromériques, locus spécifiquiesnétiques et subtélomériques

et les sondes de peinture chromosomique. (Figure31)

sonde
LS]

Figure 31 : Emplacement des sondes CEP ; LS| eni@ique

.Les sondes CEP (Chromosome Enumeration Probg)Figure32) ; elles
s'hybrident au niveau des centroméres des chronessdpes séquences dont
elles sont complémentaires sont naturellement ptéseen un grand nombre
d'exemplaires au niveau des centromeres ; le sastehu est donc en général
intense car la sonde s'hybride sur chacune deseségs complémentaires
présentes. Ces sondes sont surtout utiles poundé#roles chromosomes, aussi
bien en métaphase qu'en interphase et pour idantdrigine de chromosomes
marqueurs.

Des sondes centromériques sont disponibles powr lasu chromosomes

sauf les chromosomes 13 et 21, 14 et 22 qui s’tghtientre eux car leurs
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centromeres présentent 99.7% d’homologie entre eux.

Figure 32 : Sonde centromérique-gatellite) des chromosome 15 (vysis) sur
une métaphase normale ;
— Marquage direct avec un fluorochrome (FITC) ma@&d{pectrum green)
— Contre colorant bleu : DAPI ( 4'-6-diamidino-2-plyéndole)

. OLes sondes LSI (Locus Specific Identifier\Figure 33) ; comme leur nom
I'indique, ces sondes de petite taille permettéitentifier une région tres
précise du génome.

Pour étre entierement séquence, le génome humairrdgmenté en
segments de 100-200 kb puis clonés dans des vecppelés BACs
(«chromosomes artificiels de bactéries»). Ces BAQ@s aujourd’hui utilisés
comme sondes pour la technique de FISH.

Elles sont obtenues par marquage de I'ADN cloné dé#férents vecteurs
(plasmides, cosmides, YACS, BACs...).
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Leur intérét principal réside dans la mise en éwde rapide de
remaniements impliqguant une région chromosomiqéeipe (microdélétions,
translocations, inversions ...)

La sonde LSI est souvent associée a une sondélsootrrespondant a un
locus du méme chromosome afin d’étre sur que lidghion a eu lieu d'une
part et pouvoir localiser le chromosome étudié al&apart.

Pour étre bien détectée, cette sonde doit avoittailhe>25kb et recouvrir
plus de 50% de sa cible.

Figure 33 : Sonde locus spécifique de la régiorb3p®)lobant le gene
responsable de la maladie de von Hippel-Lindau.
Sonde marquée a la biotine détectée par immunefseence indirecte par la
FITC ; Contre colorant : IP.
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. [Les sondes télomériques et subtélomériquésigure 34)

Le télomére localisé a chacune des deux extréndidse chromatide
maintient I'intégrité du chromosome, il est congitd’'une répétition en tandem
de6 paires de base 5TTAGGG3' d'une longueur jugqBOkb. Ces sondes
peuvent alors détecter tous les télomeres.

Les régions subtélomériques sont constituées aligae répétition de
séguences mais avec une périodicité et longueucifisppies de chaque
chromosome. L'utilisation de sondes spécifiquesmedira de mettre en

évidence des anomalies cryptiques a ce niveau.

Figure 34: Sonde subtélomériques du chromosome C§focell®) ;
Visualisation sur la méme métaphase des deux exé®du chromosome :

— Marquage direct des sondes par FITC pour lesdoads ;

— Marquage direct par le rouge Texas pour les loragsl

[OLes sondes WCP (Whole Chromosome PaintingfFigure 35), sonde
peinture chromosomique ; elles sont constituées dhsemble de sondes de

petite taille qui couvrent I'ensemble du chromosome
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Ces sondes sont obtenues aprés isolement et margleadfADN d'un
chromosome ; leur réalisation ne nécessite padeatire la séquence de cet
ADN.

Apres hybridation, on observe un marquage de teuthromosome. I
existe également des peintures spécifiques d'ua buiaméme de quelques
bandes chromosomiques.

Vue que ce type de sonde s’hybride avec toutesséegiences d’un
chromosome, alors elles contiennent en plus deseségs spécifigues du
chromosome cible, des séquences communes a tatlwdesosomes donc il y'a
un risque d’hybridation non spécifique ; ce proldemété résolu en réalisant
une préhybridation de la sonde avec un ADN (dit pétiteur) comprenant
uniquement les séquences communes, alors a ldafisonde sera constituée
essentiellement des séquences spécifiqgues d’'umolsmme donné.

Ces sondes sont trés utiles pour interpréter oedaitranslocations
complexes, mettre en évidence des échanges dee peilte, identifier

précisément l'origine d'un fragment non identifzd.][23]
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Figure 35 : Peinture chromosomique sur métaphaseai® du chromosome 16
( Biosys®) ;

— Sonde marquée a la biotine détecté par immunaoence indirect par

I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) ;

— Contre colorant rouge : lodure de Propidium (IP)

Sur le chromosome indiqué par une fleche la padidgrale n’est pas couverte

par la sonde; cette portion correspond a un palgheme (variant) de

I’hnéterochromatine constitutive de ce chromosomessen bras long.

. [JLes sondes “réarrangements chromosomiques spécifigs” ;
permettent de détecter des réarrangements connasedaines pathologies. Ex
- 1(9;22) ou t(15;17)

NB : en fonction de la taille de la sonde souhaitfifiérents types de
vecteurs sont utilisés pour son clonage :

Plasmide (0,5 a 5kb) ; Phages (9 a 23kb) ; Cosn{@®esx 50kb) ; PAC
(100 4120kb) ; BAC (120 & 150kb) ; YAC (100 & 2Mb)

Les sondes utilisées en FISH > 35kb.
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NB : L'ensemble de ces sondes peuvent étre empogéales ou étre
combinées entre elles pour obtenir un marquageicouleur permettant une

interprétation plus aisée de certains remaniements.

Le marquage est I'étape qui permet d’'introduire ftlesrochromes dans un
fragment d’ADN. Au début des années 80, on utilidas nucléotides, le plus
souvent le dUTP, couplé aux haptéenes que songtxidienine et la biotine. Les
sondes étaient alors révélées grace a des antiaotmBgoxigénine ou de la
streptavidine (substance se fixant spécifiquemantas biotine) couplés a des
fluorochromes.

Aujourd’hui, les fluorochromes sont directementeBxsur les nucléotides.
Différents procédés sont utilisés pour incorporer fluorochrome dans un
fragment d’ADN. Les plus connues sont le Randomimg et la Nick-
translation. [20][21]

a- Les fluorochromes

Les fluorochromes sont des molécules capables edé&xcitées
(accumulation d’énergie) par une longueur d’ondende, appelée longueur
d’'onde d’excitation Xexc) et de restituer une partie de cette énergies so
'aspect d’'une longueur d’onde de moindre énergipe&e longueur d’onde
d’émission fem). lls sont donc tous caractériseés par une langdénde
d’excitation et une longueur d’'onde d’émission.

Les fluorochromes couramment utilisés sont :

. [JLe DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole)
. [JLe FITC (Fluorescein isothiocyanate)

. [JLa Cyanine 3 (Cy3)

_[1Le Texas red
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.[JLa Cyanine 5
_[JLa Cyanine 5.5
b- multifluorescence

La FISH offre la possibilité d'étudier plusieurscilsimultanément lors
d’'une seule hybridation. Il suffit pour cela d'higlar des sondes marquées avec
des fluorochromes différents dont les spectrescidation et d'émission ne se
chevauchent pas.

Il est également possible de marquer une sonde alasieurs
fluorochromes. On obtient alors une sonde dontuaréscence est complexe,
composée des longueurs d'émission des différamsotthromes. Le signal de
ce type de sonde ne peut étre analysé qu'aprésisatioh.

En utilisant 5 fluorochromes (avec lesquels 31 aaaibons sont
possibles), il est possible de construire 23 sondespeinture, chacune
spécifique d'une paire chromosomique donnée, otia@avpie au caryotype en
multifluorescence (figure36). Par le méme proc@mépeut obtenir des sondes
spécifigues de chaque extrémité subtélomériqgue @uclthque centromere.
(Figure 37)(Figure 38) [22][23]
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Figure 36 : Hybridation de 24 sondes de peinturerabsomique réalisant un

caryotype en fluorescence

Figure 37 : Hybridation de 12 sondes spécifiquesrégions subtélomériques

de 12 chromosomes
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Figure 38 : Hybridation d’'un des lots du systemedftromére

C-4 Dénaturation / Hybridation

C'est l'opération qui consiste a mettre en présdéamceonde dénaturée
généralement par la chaleur et 'ADN des chromosome des noyaux
également dénaturés. Cette hybridation se dérod#era des conditions précises
de température, pH et salinité.

Un appareil nommeé « thermobrite » est utilisé ppander la préparation a
s’hybrider a la température requise. (Figure 39)

L'efficacité de cette étape dépend du temps d'ligiion et de la
concentration de la sonde. Le temps d’hybridatianevde 5 minutes pour des
sondes centromériques, a 24 ou 48 heures pouroledes plus complexes
comme les sondes de peinture.
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Figure 39 : L’hybridation

Un traitement a la pepsine avec des lavages pobtidayion sont
nécessaires pour éliminer les hybridations noniigaes et diminuer le bruit

de fond de la préparation. [20][23]

C-5 Visualisation et analyse des hybrides
Aprés contre coloration des noyaux , I'analyse ldeses est faite a l'aide

d’'un microscope a épifluorescence équipé de filmegropriés aux nombreux
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fluorochromes disponibles : isothiocyanate de #soéine (vert-jaune), rouge
Texas, rhodamine (rouge), coumarine (bleu),...

Les molécules émettent une lumiére lorsqu'elles sowitées par une
longueur d'onde appropriée. Des filtres sont digpges avec plusieurs bandes
passantes permettant de détecter plusieurs cowlataat la méme observation.
(figure 40)

L'observation de couleurs difficilement perceptblpar I'ceil humain
(cyanine, rouge sombre) ou la distinction de comistns nombreuses couleurs
(Multi-FISH) bénéficient indéniablement de I'avaygades caméras numeériques
de capture couplées au microscope. Il en est deent&w logiciels adaptés au
traitement de I'i'mag¢21][23]
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| La Filtre d'arret ne laissa
. | passer que Ia longueur
Source de - | d'onde d'émission

i ere
brbanc e

i Le Miroir Dicroigue réfléchit

| Le Filtre d'excitation ne la longueur d'ande d'excitation
laisse passer que |a longuevr mais laisse passer la longueur
| ¢"onde d'excilation | d'onde démission

Preparation cellulawe

Figure 40 : Principe du microscope a épifluoreseenc
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C-6 Nomenclature
Du fait de la pratique actuelle courante de la F&€sHon implication dans divers
domaines de génétique médicale, une nomenclattemationale a été établie
pour la premiére fois au congré de cytogénétigternationale aux Etats Unies
d’Amérigue en 1994 (An Inernational System for ham&ytogenetic
Nomenclature « ISCN » ,Tennessee,USA,1994) avec actialisation
permanente des données.
Le but de ces recommandations est la standardisatibuniformatisation
du langage des généticiens a travers le monde.
Quelques exemples de nomenclature :
_[JQuand le caryotype a été fait, .ish suit la formule
.[JQuand il y a plusieurs anomalies, la formule FISHteut a la fin apres
le nombre de mitoses étudiés et non plus apresriatie étudiée.
. [1Si le caryotype n’a pas été fait, on écrit direaatrish.
_[JQuand la FISH est faite sur les noyaux, on metdawvant ish.
.[JQuand la FISH est faite sur métaphases et noyasi2, formules doivent
étre écrites sur des lignes différentes :
46,XX.ish del(22)(q11.2q11.2)(TUPLE1-)[5]
nuc ish(TUPLE1x1)(ARSAx2)[50]

C-7 les parametres influencant la FISH

Plusieurs parametres interviennent dans la qualiérésultat de la
technique FISH. [20][22].
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a- La taille et la nature de la sonde
Si la sonde est constitué d’ADN génomique ; pluséguence est longue,
plus I'hybride formé sera stable et donc facile &edter. Cependant, plus la
sonde est grande, plus elle risque de contenir shrguences répétées
susceptibles de générer un bruit de fond. Les sorlde petite taille sont
difficiles a visualiser sauf si leur séquence égiétée en tandem un grand
nombre de fois dans 'ADN cible.
Si la sonde est constituée d’ADN complémentairent@aant uniquement
des exons), l'intensité du signal dépendra de #nigption des séquences
exoniques dans I'’ADN cible : avec certaines limilessignal sera d’autant
plus fort que ces ségquences sont dispersées sylusigrande distance d’ADN
cible. Ce type de sonde donne un signal d’hybodatiés propre vue I'absence
de séquences répétées.
b- La concentration de la sonde
La concentration de la sonde est a adapter enidonde sa taille et la
nature de la séquence cible
c- La température de fusion « Tm »

Elle correspond a la température a laquelle la ithaies molécules
d’ADN et des sondes sont dénaturés (ADN simple)bAnadapter en fonction
de la sonde utilisée

d- La température et la durée d’incubation
La température d’incubation détermine la vitesseré@ssociation des
séguences complémentaires de 'ADN de la sonde laveible. Ce paramétre

est tres dépendant de la Tm.
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e- Le pH du milieu
Les solutions du milieu doivent avoir un pH entree? 7.5 ce qui
correspond au pH physiologique compatible avecrésagyvation du matériel

biologique.

f- Les lavages post hybridation
lls permettent d’éliminer I'excés de sonde non dde et les hybrides non
spécifiques. Leur efficacité est liée a leur steince laquelle dépendant de : la
température du lavage (37°C et 60°C), la durée hBgue bain (quelques
minutes a30minutes) et la concentration en sesodrim.
g- Le contenu de I'hybride en CG
Plus le nombre des séquences CG est importast’plybride est stable
du fait de I'importance des triples liaisons d’hygéne générées.

C-8 Les indications de la FISH
TJEN POSTNATAL
1- Caractérisation d’'un remaniement de novouettomplexe faisant
intervenir plusieurs chromosomes
2- Précision des points de cassure d’'une anerdalstructure révélée par
caryotype standard
3- Diagnostic des microremaniements (microdététi
microduplications,.....)
4- Déterminations de l'origine des marqueur®ofosomiques
5- Etude des translocations cryptiques et seypticjues
6- La recherche des remaniements subtélomér{gueasut en cas de

retard mental)
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7- Evaluation et exploration d’'un mosaicisme
8- Explorations d’anomalies de nombre ou decsitire des gonosomes
(nombre des chromosomes X, présence du chran@¥occhez la femme,...)
. [JEN PRENATAL ET PREIMPLANTATOIRE
Sur amniocytes non cultivées, sur sang du cordan tissu foetal et sur
blastomere :
. [JRecherche d’'une aneuploidie : de routine pourhesnsosomes 13, 18, 21, X
etyY
_[JRecherche des microdélétions
. [IDétermination du sexe (maladies récessives li¢d&3g a
. LJEN HEMATOLOGIE
. [Détection des aneuploidies et leur origine vu |é&dquence dans les
hémopathies malignes avec évaluation du mosaicisme.

Ex : trisomie 12 dans la leucémie lymphoibleonique, trisomie 8 dans la
leucémie aigue myéloide et les syndromes myélodggples, monosomie 7
dans les syndromes myélodysplasiques.

_ [JCaractérisation des anomalies complexes : devacayotype complexe, le
recours aux techniques de peinture chromosomiquel'@tage des sondes
centromériques permet l'identification des

chromosomes impliqués dans les remaniememtgtigaux ainsi que
I'origine des chromosomes transloqués.

_ [IDétection des anomalies spécifiques ; Ex : t(9¢2)s la leucémie myéloide
chronique surtout si elle est cryptique.

_[JSuivi du chimérisme post greffe de la moelle osseuaprés greffe de la
moelle allogéniqgue avec mismatch de sexe (donneueaeveur de sexe

différent), le suivi par FISH (sondes spécifiquesiples chromosomes X et Y)
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est parfaitement adapté pour évaluer le degré ldmécisme et I'identification

précoce des rechutes.

. [JEN ONCOGENETIQUE TISSULAIRE

_-Au niveau des tumeurs solides, il existe souverd dEmaniements
complexes: gains, pertes de chromosomes entiepsitiellement, délétions ou
amplifications chromosomiques. La FISH est un moyedapté pour le
diagnostic et le suivi de I'évolution spontanée smus traitement de ces

anomalies découvertes.

C-9 les limites de la FISH

La réalisation de la technique FISH nécessite sutuiae réussite d’une
culture cellulaire (noyaux interphasiques et méaaph), ce qui n'est pas
toujours obtenue.

La FISH avec des sondes spécifiques de loci esttegtique d’étude
ciblée, donc la connaissance préalable de l'anemali rechercher est
indispensable, a la différence du caryotype quineerd’explorer 'ensemble du
génome. (On ne trouve que ce qu’'on cherche)

La FISH avec les sondes de peinture a une résolaéol,5Mb pour la
détection des translocations télomériques. En dasedtion chromosomique,
elles ne permettent pas de déterminer la régioonobsomique impliquée.
Enfin, elles ne sont pas d’'une grande utilité paudétection des duplications.
[25][26]
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C-10 Les dérives de la FISH

Le développement de la biologie moléculaire a peranla cytogénétique
de prendre un nouvel essor par les techniques ddation in situ fluorescente.
Les techniques permettant I'analyse spécifique ddhnomosome ou d’une
région chromosomique sont dénommées techniques ElBlEes. parmi ces
sondes, nous distinguons les peintures chromoseasiques sondes
centromériques et les sondes locus spécifiquegpdidion des procédées de
multihybridation avec plusieurs sondes sur la mé@mréparation cellulaire a
permis d’analyser I'ensemble des chromosomes ersemle expérimentation .
Ces technigues permettant I'analyse simultanéeode les chromosomes sont

définies comme globales. [23][24].

a- La FISH multicouleurs

Encore appelée la FISH 24 couleurs est une tecénigermettant
I’hybridation simultanée de 22 paires d’autosonmededa paire des gonosomes.
Développée €enl1996, deux types de FISH multicoulaast décrits : la
multiplex-FISH (M- FISH) par Speicher et al. Et ¢aryotype spectral par
Schrok et al. La multi-FISH utilise24 sondes maegu@ar 5 fluorochromes
différents utilisés séparément ou en combinaisodedx ou trois. Chaque paire
chromosomique possede une combinaison de couleuestéristiques. Cette
technique permet en une seule hybridation l'ideraifon des chromosomes. La
FISH 24 couleurs est un outil indispensable poaniidier 'euchromatine d’'un
chromosome  marqueur surnuméraire et étudier les angels
interchromosomiques. Cependant, elle ne permet gmsdéterminer les
déseéequilibres intrachromosomiques. La résolutiorcetée technique n’est que
de 5 & 10 mégabases.
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b- La FISH multicouleurs spécifique des bra®otwsomiques
(arm-specific multicolour FISH ou armFISH)
Elle dérive de la FISH multicouleurs
Cette technique correspond a I'hybridation simdtarde 42 peintures
spécifiques de chaque bras des 24 chromosomes faigaiexcluant les bras
courts des chromosomes acrocentriques et du choon®¥. l'utilisation de
'armFISH permet donc d’identifier chaque bras chosomique, avec une

résolution identique a celle de la FISH 24-couleurs

c- Le banding multicouleurs
(M-Band ou MCB ou m-banding)

Cette technique permet [I'obtention d'une successida bandes
fluorescentes de couleurs différentes sur « une gdiromosomique donnée ».
Chaque bande est obtenue par une sonde ou la ssjerpde plusieurs sondes
fluorescentes. Le mbanding permet de caractériger Héarrangements
intrachromosomiques et ainsi de déterminer par plesmles bandes d’'un
marqueur chromosomique, mais impose de connaitre pegalable le

chromosome dont il est issu.

d- Le banding multicouleur multiple
(Multitude MCB)
Il permet en une seule hybridation un marquage amdés de tous les
chromosomes, correspondant a 24 techniques sirdedatiu m-banding. Cette
méthode autorise donc lidentification d’un marguehiromosomique en une

seule étape.
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e- La FISH 24 couleurs spécifique des centromereenM-FISH)
Elle correspond a [l'hybridation simultanée de tdes centromeres
développée en 2001 par Nietzel et al. et Henegdhal
Un grand intérét pour la détermination des petitsarqueurs

chromosomique mais ne reconnait pas ceux qui s@iplaoides.

f- La FISH 24 couleurs subcentromérique (suidt-FISH)

Starke et al. ont développé cette techniquetibsamt un ensemble de sondes
Bacterial Artificial Chromosomes (BACs) et Yeasttificial Chromosomes
(YACs), localisées dans la région péricentromérigeechaque chromosome.
Cette une méthode concurrente des précédentesl’ptude des aberrations

subtélomériques surtout en cas de retard mental.

g- L'acroM-FISH

C’est une autre technigue de cytogénétique ratdée décrite par Langer et
al. en 2001. Elle permet lidentification simultané@’hétérochromatine et
d’euchromatine des chromosomes acrocentriquesc, @venélange de sondes
centromeériques et de peintures spécifiques desndsomes des groupes D et G
(13, 14, 15, 21 et 22). [23][24]

D- LA FISH :APPLICATION CLINIQUE

Le caryotype est resté pendant plus de 50 assukeexamen d’étude globale
du génome. Il a été déterminant pour le diagnostita prise en charge de
nombreuses pathologies constitutionnelles et aeguisotamment dans les
hémopathies malignes (nosologie et choix théragee}i Ses principales limites

sont sa reésolution (au maximum 5 millions de paides bases, 5Mb), la
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difficulté de caractériser certaines anomalies {esdes noires, grises ou
blanches de différents chromosomes se ressembkspectivement), la
nécessite d’obtenir des mitoses et I'impossibdiétablir un rapport phénotype -
génotype précis c'est-a-dire

au niveau moléculaire. L'utilisation de la FISH sigs métaphases et sur des

noyaux a permis de dépasser certaines de cesdirfitg[27]

D1 La FISH sur métaphase : un complément du cgogoty

a- Le Diagnostic cytogénétique des microremaammchromosomiques

L’'une des applications les plus communes del&HFest le diagnostic des
microremaniements chromosomiques. Il s’agit le glusvent de microdélétions
ou de microduplications spécifiques de syndromesqgciles bien individualisés
dont les plus connus et diagnostigués sont les reymes de DiGeorge
(22911.2), de Williams (7g11.23). Néanmoins, damsgtande majorité des
syndromes, un chromosome candidat avait été idergrice aux techniques
standards, par la découverte de translocationsresgént la région
correspondante. Quand ces nouveaux syndromes samitsdet reconnus
cliniguement, la cytogénétique moléculaire peut plawer ou compléter la
technique de haute résolution, d'autant plus qus délétions infra-
microscopiques ont été décrites.

Aussi, I'un des exemples les plus démonstraifses dernieres années a été
I'étude des régions terminales des chromosomeBIfat grace a l'isolement de
sondes subtélomériques spécifiques. Celles-ci @nmis de découvrir de
nombreux remaniements télomériques chez des maa#rints de retard mental
avec dysmorphie et dont le caryotype avait été idéns comme normal.
[26][27]
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b- Le diagnostic d’anomalies chromosomiques méotes dans les

hémopathies malignes

La majorité des anomalies chromosomiques detstel impliquées dans la
pathogénese des leucémies et des lymphomes saratledo récurrentes, non
aléatoires et souvent spécifiques d’'un type d’héatiops malignes.

Il s’agit souvent de translocations eéquilibréepii entrainent une
recombinaison de deux genes au point de casswraa tonc formation d’'un «
gene de fusion » codant une protéine chimérigueriggihe de la prolifération
maligne.

Le diagnostic par FISH de ces remaniements gérigest réalisé par
I'utilisation de sondes spécifiques du locus ougkases impliqués.

C’est par exemple le cas des remaniements del BER-ABL géne de fusion
facilement diagnostiqué par [l'utilisation de sondespécifiques des
chromosomes9 et 22 dont la translocation t(9;22¢stm 'origine. Et dont la
détection permet le diagnostic et le suivi dankleémie myéloide chronique.
[27]

c- Caractérisation d’'anomalies chromosomiquésctiées par caryotype

Une autre application majeure de la techniqué&Il@H est la caractérisation
d’'une anomalie chromosomique décelée sur le cgrgotia découverte d'une
telle anomalie, apparue de novo et/ou complexesséeeparfois le recours a la
cytogénétique moléculaire quand l'observation @esles chromosomiques n'est
pas déterminante pour en connaitre avec certitadgihe. Le choix des sondes
s'effectue grace a l'orientation donnée par l'dspe®mmosomique obtenu par
différentes techniques classiques (bandes G, R, @t..parfois grace aux

données cliniques évocatrices.
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L'origine de certains anneaux, de petits chrames surnuméraires, d'un
deuxiéme chromosome impliqué dans une translocatl@petite taille, d'une
translocation ou d'une insertion apparue de nova aatant d'indications de
l'utilisation de la FISH dans ce cadre. La vériima d'une délétion, d'une
duplication..., la précision des points de cassurescertains remaniements
permettent par ailleurs un affinement du diagnof2i¢][26]

d- Détection de translocations télomériquestaques équilibrées

Certaines translocations ne sont pas détectphlekes techniques de bandes.
C’est le cas lorsque les anomalies sont de peéilss ou lorsque les segments
échangés sont de méme taille et méme aspect.

Les chromosomes dérivés ressemblent alors aguuxe sont pas remaniés.
Dans ces situations, la FISH sur métaphase avesaheles de peinture ou des
sondes télomériques peut étre d’'un grand intér@&stGut le cas lors de la
découverte de la translocation la plus fréquense@ée aux leucémies aiglies
lymphoblastique de la lignée B de I'enfant : [&2t@11)(p13;921) . [27]

D.2 La FISH interphasique

La FISH interphasique est une technique qut sagsdement imposée car elle
permet de s’affranchir de la culture cellulaire.dffet, les signaux
d’hybridation générés par les sondes d’une taglelds de 150 kb sont visibles
sur les noyaux. Un plus grand nombre de cellukes fbyaux sont 10 a 50 fois
plus nombreux que les métaphases sur une prépamdicellules cultivées)
peuvent étre ainsi étudiées.

Ses applications concernent la détection d’atiemmachromosomiques

associées a des pathologies constitutionnellesquises. [26][28].
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a- Le diagnostic anténatal des anomalies chromiagies

L'une des applications les plus connues de BHFinterphasique est le
diagnostic des aneuploidies et plus particulierénentrisomies 13, 18 et 21
sur amniocytes non cultivées mise au point déeaheges 1994. L’hybridation
de sondes centromeériques ou de toute autre soméeagé un signal ponctuel et
fort permet de repérer un ou plusieurs locus daes doyaux en
interphase(Figure4l). On peut ainsi dénombrer eapaht les chromosomes
identifiés par ces sondes sur un grand nombre delese Cette technique
permet d’effectuer des diagnostics rapides, ene2dds, aneuploidies completes
ou en mosaique, syndromes microdelétionnels, qui garticulierement utiles
en période prénatale. [31][32]

A partir de cellules obtenues par ponction deitle amniotique, au premier
trimestre de grossesse, l'hybridation de sondesifepges de loci des
chromosomes 13, 18 et 21 permet en 24 heuresatiamslre 10 a 15 jours de
culture, la détection d'une aneuploidie impliquzed 3 chromosomes.

Sondes Y/18 Sondes 21
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Double Y Trisomie 21 Trisomie 13

Figure 41 : FISH interphasique

Dépistage aneuploidies des chromosomes 13. 1& 1Y

b- Le Diagnostic préimplantatoire des anomatt@®mosomiques

L'une des applications les plus spectaculaires lad FISH sur noyau
interphasique est certainement le diagnostic pr@nmatoire des anomalies
chromosomiques. La situation la plus frequentecel¢ ou I'un des parents est
porteur d'une translocation équilibrée (cela cameet couple sur 300). La
ségrégation meiotique peut générer des gametegudds®s a l'origine de
trisomies ou de monosomies partielles conduisaelpns I'importance du
déséquilibre génomique, a des fausses couchesasgest des morts foetales in
utéro ou des enfants présentant une déficiencdlentigelle et/ou des
malformations congénitales.

Aprés fécondation in vitro, il est possible délpver des blastomeres d’'une
morula non compactée et de détecter par FISH ldsyems porteurs d’un
déséquilibre génomique. Pour cela, on utilise 3lssrtélomériques, dont deux

spécifiques des télomeres des segments chromosesnicansloqués. L'étude
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du nombre de signaux apres hybridation de ces sasutdes deux blastocystes
prélevés permet de repérer les embryons sans dids®&gohromosomique afin
de les réimplanter.

Aussi, le diagnostic du sexe dans les affectié@asssives liées a I'X est une
indication d’'important impact pour la sélection lat réimplantation que des
embryons de sexe féminin. [31][32]

c- La détection des anomalies chromosomiquasn&ttes dankémopathies
malignes

L'une des difficultés de I'étude chromosomiquangl les hémopathies
malignes est I'existence de mosaicismes et de dsames tres remaniés, peu
reconnaissables. De plus, il peut étre difficilengl@ertains types de cancers,
d'obtenir un nombre de mitoses suffisant issuescdtigles cancéreuses pour
établir avec certitude un diagnostic.

L'utilisation de la FISH en interphase est leyarole plus facile dans ces
situations pour détecter les anomalies chromosagsiqapécifiques dont
dépendent le diagnostic et le pronostic de I'hénfopattudiée.

Les remaniements du géne MLL dans les leucéaiiggs peuvent facilement
étre recherchés sur noyaux en interphase. Il exdste pathologies, dans
lesquelles certaines équipes ne pratiqguent quelS&l fnterphasique comme
examen des chromosomes. C'est le cas des leucBmmpkoides chroniques
pour lesquelles elles ne recherchent par FISHphtsique que les délétions des
genes P53, et ATM et du locus 13g14 ainsi queidartrie 12, anomalies dont
dépend le pronostic, et également la caractérisatela translocation t(9;22)
qui peut se faire grace a l'utilisation d'un cougesondes localisées aux points
de cassure et révélées par des fluorochromes ahter(FISH bicolore) sur

noyausx.
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Par ailleurs, la FISH interphasique peut aidéa aurveillance de greffes de
moelle avec donneur de sexe différent par rechedehehimérisme XX/XY.
[35]

d- Le diagnostic des anomalies chromosomiquesaipes tissulaires

Il est possible d'hybrider des sondes sur depefines de tissus fixés par de
la paraffine et sur des cellules obtenues par djpposde coupes de tissus
congelés. Ces techniques de FISH sont dune tresdgr utilité en
foetopathologie ou en pathologie cancéreuse, ldrstpst pas possible d'obtenir
du tissu vivant ou des cultures du tissu concerné.

Par ailleurs, du point de vue fondamental, ldesugenes jouant un rdle dans
le processus évolutif de la cancérogenese peuventogalisés au niveau des
points de cassure des remaniements spécifiqueséourreénts d'un type
particulier de tumeurs. La FISH peut aider a laactdrisation de ces genes
(oncogenes, genes suppresseurs de tumeur) paremeée approche fine de
localisation pour aboutir a leur clonage. Au nivelas tumeurs solides, il existe
souvent des remaniements complexes : gains, ptesromosomes entiers ou
partiellement, délétions ou amplifications chronmogpes. L'analyse
cytogénétique classique est parfois difficile :taré cellulaire aléatoire, qualité
médiocre des métaphases obtenues, index mitotajbke,f contamination des
cellules tumorales par du tissu sain. La FISH peremepartie de limiter les
inconvénients de ce type de culture de tumeur noim par le grand nombre
de cellules pouvant étre examinées aussi bien daphese qu'en interphase
pour les sondes centromeériques et locus spécifigag.

En résumé, la FISH sur métaphase est deveramplément indispensable du

caryotype. Sur noyau interphasique, elle permes’df#ranchir de la culture
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cellulaire Cependant, elle reste un examen cibl@@&uwme qui nécessite de

connaitre I'anomalie a rechercher.

D.3 Cytogénétique moléculaire et syndromes mickta#inels
a-définition

Les syndromes microdélétionnels, bien connus lpar pédiatres et les
géneticiens, correspondent a une entité cliniqueticpéére, associant
généralement : un retard mental, une dysmorphie aes malformations
d’'organes et des troubles du comportement.

lls sont liés a une microdélétion particulieddyn segment chromosomique
couvrant plusieurs genes déléteres, pouvant chamutnibuer indépendamment
au phénotype et non visible sur un caryotype stahdbs’agit d’'un syndrome
de génes contigus le plus souvent de novo par pdéde fragments
chromosomiques de petites tailles infra-microscopsg(< 5 mégabases). Cette
microdélétion est décelable uniqguement par | atiicsy des techniques de haute
résolution ou de cytogénétique moléculaire donpllas utilisée en pratique
médicale est I'hybridation in situ fluorescentel&8IH » [36][42]

Les premiers syndromes par microdélétion/duptinaou syndromes de genes
contigus ont été décrits dés 1978 grace aux teshgide cytogénétique de haute
résolution.

Ces remaniements de petite taille, inférieurg &b, le plus souvent, sont
associés de facon spécifiqgue a des syndromesuinidécrits indépendamment
de 'anomalie chromosomique.

Le phénotype anormal résulte d’'un dosage ingpj@ale certains génes dans
une région critique. Ce désequilibre peut résulten mécanisme structurel

(déléetion ou duplication) ou fonctionnel (empreimte disomie uniparentale).
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L’étude moléculaire de ces régions a permis deniléies régions minimales
critiques impliquées dans l'apparition du phénotyga]

Les caractéristigues communes des syndromesaéiétionnels :

_Leur identification est clinique

“Dans certains cas, un des signes cliniques peudraip@e isolé et de
transmission mendélienne.

“L'anomalie chromosomique associée est décelabldegatechniques de
haute résolution avec une fréquence variable.

Les exemples les plus connus des syndromes agiétmnnels incluent le
syndrome de Prader-Willi (PWS) en 15g11-q13, ledsyme de Williams en
7911, le syndrome de Smith-Magenis (SMS) en 17pldtde syndrome de
DiGeorge/vélocardiofacial (DG/VCFS) en 22g11.2.

Les syndromes microdélétionnels peuvent étissélmen deux grands groupes:

_[JLes microdélétions interstitielles, parmi lesquellles microdélétions
péricentromériques occupant une place tout a $aerdielle ;

. [JLes microdélétions subtélomériques, qui font attoetnt I'objet de

nombreux travaux mais qui restent cependant enmat@éfinies cliniquement.

b- MICRODELETIONS INTERSTITIELLES

b-1 Microdélétions péricentromeériques

De facon remarquable, il est apparu que lesandéétions localisées dans les
régions proches des centromeres étaient d’'une tjlivalente chez la grande
majorité des patients. La découverte des sequeépéesees d’ADN (LCR) a ce
niveau a envisagé un meécanisme commun de survemutaverisant des
échanges inégaux lors de la méiose expliguant &nsaractere accidentel et
récurrent des aneusomies segmentaire de taille égals la population. [44]
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Si le caractere accidentel correspond a la grarajeriteé des cas, il faut retenir
que des remaniements chromosomiques parentauxeappant équilibrés ont
été rapportés : une donnée tres récente, dansideasyge de Williams, montre
que certains parents présentent une inversion dégdgen 7q11.23, facteur
favorisant I'apparition de la délétion. Il a égabah été rapporté des cas de
mosaique germinale, deux dans le syndrome de DigBeet un dans le
syndrome de Williams. . [45]

Ces données imposent sur un plan pratigue déseeades analyses
chromosomiques des parents en vérifiant avec lanigge la plus adaptée la
structure de la paire chromosomique impliquée djp, et prendre en compte
dans I'évaluation du risque de récurrence, lesleawosaigues germinales. [46]

L’expression phénotypique de ces syndromes aétitdiee sur de larges
populations de patients permettant de définir kdgres de diagnostic clinique
englobant signes dysmorphiques, malformations cesmnuet profil

comportemental caractéristique.

Bien que cliniguement sous-estime, le syndroraeddlétion 22qll est le
syndrome de microdélétion la plus commune (MIM 840 / # 192430), avec
une prévalence estimée a 1 sur 4000 naissanca#esvd outefois, I'incidence
réelle peut étre plus élevée en raison de la véitéatyexpression.

En comparaison avec la trisomie 21 qui est vasdacas sur 1200 nouveau
nés, la deélétion 22g11.2 est la deuxieme causestdedrde développement et
d’anomalies cardiaques congénitales apres le sgmrde Down, ce qui
représente environ 2,4% des personnes atteintstaiel mental et environ 10%

a 15% des patients atteints de tétralogie de F§i8}
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Le spectre clinigue du syndrome de DiGeorgeeastémement étendu et
variable de plusieurs syndromes proches (syndroétecdrdiofacial, syndrome
Dysmorphie Facial et Cardiopathie Conotroncaledsyme de DiGeorge). Ceci
s’expliquent par l'origine de ces syndromes : ldlleteade la région
délétée22ql11.2 est considérable aux environ de Bidis il existe une sous
région, dite la région critique de DiGeorge VélodiaFacial, qui est beaucoup
plus petite d’environ250-300Kb et qui constitue rizgion obligatoirement
délétée dans un syndrome de DiGeorge (DGCR : Dijee@ritical Region).
Apres l'utilisation généralisée de la FISH, lesgrdas avec une délétion de cette
région sont désignés par leur étiologie chromosomigles syndromes de la
délétion 22q11.2 [49]

. [IDiagnostic cytogénétique

Le diagnostic de la microdélétion est fait grécda techniqgue de FISH
(positive dans 97% des cas) avec actuellement recla CGHarray afin de
déelimiter avec plus de précision la taille de lgioé impliquée et les genes
délétéres. Cependant, un caryotype de haute riggolput s’avérer nécessaire
si une microdélétion importante ou une translocaitiopliquant le chromosome
22 sont suspectées.

Les sondes les plus utilisées en FISH sonsotale D22 et la sonde TUPLE 1
intéressants la bande 22d11.2, et la sonde ARS&fspe de la région 22913,
a distance de la région critique, et qui est @disomme sonde témoin pour étre

sur que le chromosome exploré est le chromosom@-Rure 42)

101



NORMAL 22q11.2 Del

M~ T oAM=

NORMAL

|

N
T
E
R
=
H
A
S
E

» Tupled
* ARSA

Figure 42 : FISH normale ( deux spots rouges ex dpots verts) et délétion

22011 ( deux spots verts et un seul spot rouge)

L’étude moléculaire de la région 22ql11.2 a psriidentification de plus
d’'une vingtaine de genes candidats qui pourragé &sponsable des différents
phénotypes observés en fonction des génes emppatda délétion. Parmi ces
genes, on cite le géne HIRA ou TUPPLE 1 (Histonk @&le Regulation S.
cerevisiae homolog-like A), facteur de transcriptiexprimé a la période
critique du développement du coeur et des crétesales ; CDC45L (Cell
Division Cycle45, S. cerevisiae homolog-like), codane protéine impliquée
dans la réplication ; UFD1L (Ubiquitin Fusion Dedation 1-Like), codant une
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protéine qui intervient dans la voie de l'ubigudtiion. Le meilleur candidat
actuel semble étre le gene TBX1 (T-Box
transcription Factor gene), facteur de transcnptoui permet la migration des
cellules de la créte neurale du foetus, dont llickaion chez la souris a I'état
hétérozygote reproduit de fagon remarquable lemmahes malformatives de ce
syndrome. [31]

Le tableau clinique de cette délétion est céraet par une extraordinaire
variabilité allant du syndrome de DiGeorge typiquepatient asymptomatique.

. [JPhénotype clinique

. [JSyndrome de DiGeorge

Dans sa forme compléte, ce syndrome associedysm@orphie faciale, une
cardiopathie conotroncale, une hypoplasie thymigu&ne hypocalcémie par
hypoplasie des parathyroides.

_[JLa dysmorphie faciale, discrete mais caractéristiqgst faite de fentes
palpébrales étroites, hypertélorisme, oreilles raties mal ourlées et bas
implantées, racine du nez élargie, nez tubulainephiltrum court, une petite
bouche (microstomie) et une micrognathie. Le diatjn@st en général facile en

période néonatale (équipe expérimentée). (Figur§4ey52]

103



-

A

Figure 43 : Syndrome de Di George a différents @igede
Notez le nez tubulaire caractéristique ; I'hypentsime ; la microstomie ; le
micrognathisme et I'aspect des oreilles chez s fpratients.

. [JLa cardiopathie conotroncale, accessible a la giiguest présente dans
75% des cas et elle est souvent le premier sigappél conduisant a une
consultation spécialisée. Il s’agit d’'une tétratoglie Fallot dans 22% des cas,
d'une interruption de la crosse aortique dans 15%s dcas, d'une
communication interventriculaire dans 13% des das) tronc artériel commun
dans 7% des cas et d’autres cardiopathies dansi@8%as. [53]

_[JLe déficit immunitaire est présent dans 1% des ahs, fait de
I'hypoplasie thymique, caractérisé par une susbipdi aux infections
bactériennes et virales.

. [JLe pronostic mental reste la question essentiake fdmilles ;une étude
sur plusieurs centaines de patients montre que @2% patients ont un
développement mental normal ou un retard tres ndodeec des difficultés
d’apprentissage. Le retard mental sévére est rare.

. [IDes caractéristigues communes de comportement derdpérament

sont limpulsivité, la désinhibition, la timiditétele retrait. Le manque
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d’attention et I'hyperactivité sont fréquents. Adolescence, le risque de trouble

de I'humeur, de schizophreénie et trouble bipolastélevé. [49][51]

Ce syndrome, décrit par Shprintzen en 1978,cassme fente palatine avec
insuffisance vélopharyngée, une malformation cagulade type conotroncale,
une dysmorphie faciale, des difficultés dappresaigee et des troubles
psychotiques dans 15% des cas.

.La dysmorphie faciale, les cardiopathies ainsi lguprofil comportemental est

identiqgue au syndrome de DiGeorge [52]

En fonction de la taille de la microdélétion ddgs genes impliqués, cette
anomalie chromosomique est associée a une grantlbilieg clinique. Sa
présence peut associer une cardiopathie conotmnoaé fente palatine et une
hypoparathyroidie isolée. Elle peut parfois étratta fait inhabituelle avec
association aux malformations rénales et des ek#rémElle peut aussi se
résumer a un simple retard du langage chez un tepfésentant un discret
syndrome dysmorphique et nasonnement (signe dfinante vélopharyngée
méme en absence de fente palatine).

Devant ce spectre clinique trés large, une @guigtannique a proposé
I'acronyme CATCH 22 ou CATCH phenotype pour rapp&s signes majeurs
de cette délétion : Cardiac anomaly, Abnormal facigymic hypoplasia, Cleft

palate, Hypocalcemia. [31][48].
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. Conseil génétique et mode de transmission

La plupart des délétions (94% des cas) sordeltat d’'un événement de novo
méme si probablement 5-10% sont héritées d’ou tzss#té de rechercher
I'anomalie chez les parents pour un conseil génétagapte.

Cette délétion est transmise selon un mode awonigsie dominant.

Si elle est absente chez les parents, elle @t de novo et le risque de
récurrence est négligeable. Cependant, si ellprésente chez I'un des parents,
le risque de transmission est de 50% a la desceadafanomalie est le plus
souvent d’origine maternelle.

En cas de cardiopathie conotroncale isolée saosdélétion, le risque de
récidive est de 3%. [48][54]

Le syndrome de Williams ou syndrome de WilliaBeiren est une maladie
génétique rare (MIM 194050) caractérisée par umenatie du développement
qui associe malformation cardiaque (sténose a@tigypravalvulaire -SASV- le
plus souvent) dans 75% des cas, retard psychomatgsmorphie du visage
évocatrice et profil cognitif et comportemental Gfigue.

L'incidence a la naissance des formes typigeede 1/20 000, mais il existe
des formes partielles dont l'incidence est mal oenf31]

. JPhénotype clinique

Les enfants atteints ont des traits dysmorplsiquagactéristiques : racine du

nez aplatie avec extrémité bulbeuse, macrostonee kwre inférieure large et

éversée, joues pleines, oedeme périorbitaire, @hioca et souvent des iris
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stellaires. Avec l'age, les traits deviennent plusssiers avec un cou long. Le
facies est décrit habituellement comme visage d EFigure 44)

Des anomalies buccodentaires avec fréquenceaties ont été observées.
40% des patients présentent des signes ophtalmalkegyia type de strabisme et
trouble de la réfraction. [55][57]

Figure 44 : Patients atteints d’'un syndrome deisivils a différents ages de vie .
Notez I'aspect du nez ; les joues pleines ; la psiomie et I'éversion de la

levre inférieure .

Il existe un retard de croissance postnatal avextaille en dessous du 10e
percentile et une microcéphalie modérée en ragpex la taille.

Les anomalies cardiovasculaires caractéristiggms la sténose aortique
supravalvulaire et les sténoses des branches derdapulmonaire. On peut
observer des sténoses des branches collatérdlasrde : arteres rénales,
cérébrales ou coronaires a 'origine d’'une hypesitanartérielle rénovasculaire.

Une hypercalcémie néonatale idiopathique edbisaprésente, avec risque
d’évolution vers une néphrocalcinose. [55]

Le retard mental est généralement modéré etolid pognitif est dominé par

un défaut des repéres visuo-spatiaux contrastaet am langage correct. Ces
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enfants ont un comportement de type hypersociabiecal avec un contact
social trés facile et familier ; ils présentent ungersensibilité au bruit et des
dispositions pour la musique.

La description clinique du syndrome s’est faite1961 respectivement par le
cardiologue néo-zélandais J.C.P. Williams et leigigel allemand A.J. Beuren
d’ou le nom du syndrome. [57]

. [IDiagnostic cytogénétique

C'est en 1993 que I'anomalie génétique impligdéaes ce syndrome a été
mise en évidence : il s’agit d’'une microdélétion ldeégion g11.23 d'un des
chromosomes 7. Cette anomalie est présente dansd@s%as. La délétion
d’environ 1.4Mb englobe de nombreux génes (envégenes) dont celui de
I'élastine : le syndrome de Williams et Beuren ast syndrome des genes
contigus.

Le diagnostic de la microdélétion est fait gracda technique de FISH
(positive dans 95% des cas) avec actuellement rec@la CGHarray afin de
délimiter avec plus de précision la taille de lgio@é impliquée et les genes
délétéres. Cependant, un caryotype de haute riggolput s’avérer nécessaire
si une microdélétion importante ou une translocaitapliquant le chromosome

7 sont suspectées. [56] (Figure 45a)(Figure 45b)
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Figure 45a ( a gauche) : FISH 7g11.23 normale( dpoxs verts : sonde
témoin ; et deux spots rouges : sonde 7q11.23)
Figure 45b (a droite) : délétion 7911.23 ( deuxtsperts et un seul spot

rouge) .

Le gene de I'élastine est impliqué dans l'ateicardiaque et la dysmorphie,
du fait de son roéle dans le développement de lai @atérielle en régulant la
prolifération musculaire lisse. D’autres genes @ais sont en cours d’étude
pour expliquer les autres traits du syndrome : ¢gé&ses LIMK1 et GTF2IRD1
fortement exprimés dans le cerveau semblent étre
impliqgués dans les déficits des reperes visuospatjiad'autres (CYLN2 et
GTF21) interviendraient dans le profil cognitif.

. [IMode de transmission et conseil génétique

Cette délétion survient presque toujours de eauy d'ou le caractére

habituellement sporadique de cette affection. Damsas, le conseil génétique

est rassurant.
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Dans de rares cas, cette délétion est héritéa garent selon un mode
autosomique dominant. [56][57]
Les autres syndromes microdélétionnels serait$ sous forme de données

pratiques vu leur rareté.

Ces deux syndromes sont un exemple des patksldgies a I'empreinte
parentale car les deux sont dus a la délétion deédmon qll-ql3 du
chromosomel5, mais selon le chromosome atteinte(melt ou paternel) la
présentation clinique est différente.

A l'état normal, chacun de nous posséde deurnosbsomes 15 dont I'un
provient du pere, l'autre de la mere. La région1115g13 du chromosome 15 a
une particularité : elle est soumise a ce quedippelle le phénomeéne
d’empreinte parentale. Les genes situés dans agltgon remplissent
différemment leur fonction selon gqu’ils sont sitises le chromosome hérité du
pere ou de la mere. Ainsi, a I'état normal, sutHeomosome 15 transmis par le
pere, les genes localisés dans la région 15gllsgdaBfonctionnels, alors que
ces mémes genes portés par la région 15g11-qglBrdmaesome 15 transmis
par la mere sont méthylés et donc «silencieux smeetremplissent pas de
fonction. [58]

. [JSyndrome de Prader-Willi (SPW)

Incidence : 1-5/10000

Etiologie : les génes localisés dans la régibgll-q1l3 du chromosome 15
transmis par le pére ne sont pas fonctionnels ocut asbsents. Plusieurs

mécanismes sont a l'origine de cette anomalie :
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“dans 70 % des cas, elle est due a la délétion oroddilétion 15q11- 13 du
chromosome 15 hérité du pere.

“dans 25 & 30 % des cas, I'enfant atteint de SP¥t@ deux exemplaires du
chromosome 15 provenant de la mére (disomie umgae), et aucun du pere.

“dans moins de 5% des cas, il s’agit d’une anomabéée (“mutation” ou
“anomalie de méthylation”) sans délétion détedtabi disomie au niveau de
la région particuliere du chromosome 15 appeléentre de I'empreinte » : on
parle alors d’anomalie d’empreinte.

_enfin dans des cas exceptionnels, un petit mordaauautre chromosome est
venu se coller sur le chromosome 15 (translocat[68]

Clinique :

_Hypotonie majeure et difficultés alimentaires adssance

Secondairement s'installe une hyperphagie et uésitd) associées & un retard
mental le plus souvent modéré.

“Un hypogonadisme (micropénis et cryptorchidie chez garcon et
hypoplasie des petites lévres et du clitoris chdilé)

_La dysmorphie faciale est discréte : front étroétraction temporale, yeux en
amandes nez fin, petite bouche « en chapeau deageead» avec léevre
supérieure fine. (Figure 46)[66]

_Le profil comportemental associe le caractére eobérentété et obsessionnel.

_Le déficit intellectuel peut étre modéré et extréraat variable d’'un enfant a
un autre.

Conseil génétique :
98% des cas sont de novo, le conseil génétigueassurant. Cependant, des

cas de mosaiques familiales ont été rapportés.
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En cas de mutation maternelle transmise, laieiste récurrence est de 50%

[58][59]

Figure 46 : Aspect typique d’'un syndrome de Pratldli-

. [JSyndrome d’Angelman (SA)

Prévalence : 1/20000 a 1/10000

Etiologie : a I'état normal et au niveau du &=, le géne UBE3A d’origine
maternelle situé dans la région 15q11q13 est fomeél et sa copie paternelle
est silencieuse du fait de sa méthylation. DanSAe il s’avere que méme

'exemplaire maternelle de ce géne est silencidées. mécanismes ont cause

sont :
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- dans 70% des cas, une délétion plus ou ngriasde d’'une partie de la
région 15g11-g13 du chromosome d’origine maternelle gene UBE3A
d’origine maternelle est donc absent.

- dans 10% a 15% des cas, une mutation pdlectieel’exemplaire ’origine
maternelle du géne UBE3A, ce qui le rend « silancie comme I'exemplaire
d’origine paternelle.

- dans 5% des cas, la personne a hérité deoteamosomes 15 de son

pére et d’aucun de sa mere : la personne g@sders deux genes UBE3A
d’'origine paternelle qui sont tous les deux mué@s. appelle ces cas des
«disomies uniparentales d’'origine paternelle ».

- dans 5% des cas, il s’agit d'une anomaliésente sur le chromosome
maternel, qui n’'affecte pas directement le gene 8Hnais qui le rend
«silencieux» en y placant des marques (méthylaticojnme sur le gene
d’origine paternel : on parle d’'anomalies de I'egipte génomique.

- Enfin, dans 5% a 10% des cas, aucune anemalipeut étre mise en
évidence avec les techniques disponibles a ce jour.

Clinique :

- Un retard mental sévere est toujours préseises epileptiques a I'aspect
électroencéphalographique (EEG) spécifique (aétidelta  triphasique a
prédominance frontale).

- Un retard du développement moteur avec ateixiroubles de la marche

- Le comportement social est tres caractdtisti comportement joyeux,

une hyperactivitt¢ sans agressivité, une abent réduite, une
hyperexcitabilité, des troubles du sommeil (moindesoin de sommeil), une

hypersensibilité a la chaleur, ainsi qu'une ativactt une fascination par I'eau.
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- La dysmorphie n’est pas caractéristique k& skule. L'enfant peut
présenter une microceéphalie, une macrostomie, ypephasie maxillaire avec
un prognathisme. Le strabisme et la scoliose sgiquénts. (Figure  47)
[31][58][59]

Figure 47 : Syndrome d’Angelman

Conseil génétique :
Le conseil génétique est recommandé en raisonisque de récurrence, qui

varie de 0 a 50 % (comme le SPW) selon I'anomaiettique en cause.

114



Le syndrome de Smith Magenis (SMS) associe $igises majeurs : un retard
mental avec retard du langage, une dysmorphieléaeiades anomalies des
extrémités.

Le retard mental est en regle générale modére. e difficultés
d’apprentissage du langage sont constantes. [31]

Les troubles du comportement associent une hgpeité majeure, des acces
de colere intense, des manifestations d’auto-agiEsset des troubles du
sommeil.

La dysmorphie faciale est discrete : brachyckghasage plat large,
prognathisme qui s’accentue avec I'age, une bradtytle. La petite taille est
fréequente. (Figure 48)

Les autres signes associent : voix rauque, aaaithie congénitale, anomalies
rénales, ORL et ophtalmologiques, scoliose, nethigpaériphérique. [60]

La prévalence dans la population générale ést@sa 1 sur 25 000.

Ce syndrome est di a une microdélétion chrommpmndans la région
17p11.2. De nombreux genes ont été localisés damégion critique (2 a 9
mégabases, le plus souvent 4-5 MB), mais leur médet pas encore connu,
I'haploinsuffisance de plusieurs genes pouvantreecompte du phénotype.

Les troubles du sommeil majeurs et les troutllesomportement peuvent étre
en partie dus a la sécrétion inappropriée, diudada mélatonine.

Le diagnostic repose sur lidentification dedétiéns allant de 2 a 9
mégabases (en général 4-5 Mb) par caryotype de mésblution confirmé par
FISH.
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Une prise en charge précoce comportementaleaéde et orthophonique est
nécessaire. En raison de l'inversion du rythmeadmélatonine, un traitement
par bétabloquants et mélatonine améliore les tesudl comportement et du
sommeil. [60][61]

Figure 48 : Syndrome de Smith-Magenis ( noter tgpatisme et le visage plat)

b-2 Autres microdélétions interstitielles

A cOté des microdélétions péricentromeériques dasrites, ils existent
plusieurs ne portant que sur une bande chromosemidqut certaines ont été
corrélées a un syndrome connu et d’autres a upaahlinique sans syndrome

connu.
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. Syndrome de WAGR et délétion 11p13

. [1Syndrome de Langer-Giedon et délétion 8g24.1
[0Syndrome d’Alagille et délétion 20p11.23 (SAG)

. [1Syndrome de Rubinstein-Taybi et délétion 16p13.3

Elles sont nombreuses et on ne mentionnera eue ekemples :
. [1Délétion 8p23.1 (monosomie 8p)
. [1Deélétion 2922-g23 (syndrome de Mowat Wilson)

c-MICRODELETIONS SUBTELOMERIQUES

La structure particuliere des régions télomérget leur richesse en séquences
répétées permettent de penser qu’elles sont asspsiférentiels de survenue de
remaniements chromosomiques.

La premiére étude de I'ensemble des régionsékrbériques sur une
population atteinte d’'un retard mental idiopathicuepermis de révéler une
fréequence élevée des délétions subtélomériques, @3jant un large champ
d’étude des retards mentaux.

Les microdélétions subtélomériques ont des t@matques communes. Elles
présentent en effet une grande variabilité deetaiillde distribution des points de
cassure. Elles résultent trées fréquemment de la ségrégation d'une
translocation cryptique parentale et ont, de cd, fane récurrence non
négligeable.

Nous avons choisi de rapporter ici les anomati@emériques les plus

fréquentes et/ou les plus étudiées. [43][46][47]
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Le SMD est une délétion chromosomique continiteés en 17p13.3
caractérisée par une lissencéphalie classiqueafitigp ou rareté des sillons du
cortex cérébral qui devient lisse) et des traitsvihage caractéristiques. Ce
syndrome est grave et aboutit au déces avantdlagkeux ans.

Son incidence est de 1 sur 100 000 naissancefie dissencéphalie
représenterait le quart de toutes les lissencégshali

Le tableau clinique de ce syndrome est rematquphr la constance des
signes cliniques : des signes de souffrance neagitple s’installent des la
naissance avec des crises épileptiques évoluanignédment vers des spasmes
infantiles. [45]

La dysmorphie faciale est constante associaatratraction temporale, des
narines antéversées, une micrognathie, une léyérisure longue et fine, des
oreilles mal ourlées et d'implantation basse. (FegiB)

L'IRM est I'examen le plus performant pour faite diagnostic de la
lissencéphalie. (Figure 50)

La délétion 17p13.3 incluant le géne LIS1 esbre/ée chez quasiment 100%
des patients atteints de lissencéphalie. [31][47]

La micro délétion est souvent un accident chsomdque de novo. Mais un
petit nombre de délétion sont secondaires a umamgement chromosomique.

En cas de mutation de novo le risque est tresgfaibl
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Figure 49 (a gauche) : Faciées de patients attdintssyndrome de Miller-
Dieker

Figure 50 (a droite) : Aspect de lissencéphaliesdarsyndrome de Miller-
Dieker

La monosomie 2q37, est une anomalie chromos@ameurapport avec une
délétion de la bande chromosomique 2937 et qui &afeste par trois signes
clinigues majeurs : un retard du développementnaEormations squelettiques
et une dysmorphie faciale.

Son incidence annuelle est estimée a moinsldeAIO et plus de 100 cas ont
été rapportés.

L’expression clinique de cette microdélétioncass une petite taille, une
obésité, un facies arrondi et une brachymétacangiextarsie tres évocatrice (en
particulier des troisiemes, quatriemes et cinquemeeétacarpiens et
métatarsiens)

La dysmorphie faciale est caractéristique etpremd un visage rond, des

cheveux et sourcils clairsemés, un front proémindets fentes palpébrales
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obliques, des yeux profonds, une hypoplasie mécialta une racine nasale
enfoncée, des ailes du nez basses et une colupneéeninente, une pointe de
nez en forme de V, un vermillon des lévres fin,uet palais ogival. Les
mamelons sont souvent tres écartés ou supernugegrair

Un profil comportemental autistique est souy@gsent. [45]

La délétion concerne la région terminale du sfosome 2 avec des points de
cassure dans la bande 2937. La bande 2937 cotrtbensous-bandes avec plus
de80 génes localisés dans la région 2937.1-g3luSieBrs genes candidats sont

en cours d’étude pour la corrélation génotype-ptygreo [47][43][44]

La monosomie 22913 est un syndrome de micradélé@hromosomique
caractérisé par une hypotonie néonatale, un retardal sévere, une croissance
normale ou acceélérée, une absence ou un retardeséuedéveloppement du
langage ainsi qu'une dysmorphie mineure (dolichioak, oreilles mal ourlées
et épicanthus bilatéral). Le comportement est de gutistique.

En raison de la difficulté du diagnostic et,\went, des examens de laboratoire
insuffisants, le syndrome est sous-diagnostiquécoet incidence réelle est
inconnue.

La perte de 22g13.3 peut provenir d'une dél&iample, d'une translocation,
de la formation d'un chromosome en anneau ou d'alresrstructurelles du bras
long du chromosome 22, en particulier de la régmmtenant le gene SHANKS.
Bien que la délétion puisse parfois étre détectéeapalyse chromosomique de
haute résolution, il est recommandé, pour confirfeediagnostic, d'utiliser la
FISH ou la CGH array.
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Il est recommandé de proposer un conseil gargtiginsi que de rechercher
des réarrangements chromosomiques cryptigues oumasaique chez les
parents. [47][44][45]

d-PRISE EN CHARGE

La prise en charge des enfants présentant defosges microdélétionnels
débutent par un examen clinique complet de tousajpgmreils associé a des
examens complémentaires dans le cadre du bilaromdfif (orienté par la
clinique) afin de permettre un regroupement syndgjamévocateur d’'une entité
décrite ou rapportée par la littérature.

La discussion diagnostique et thérapeutique a# €ans un cadre
pluridisciplinaire associant pédiatre, généticiemmsologistes, cardiologues,
neurologues, endocrinologues, orthophoniste, ré&dducs et kinésithérapeute et
d’autres spécialités médicales vu le nombre importkes systemes atteints et
des malformations découvertes.

Le traitement des malformations d'organes ertiquaier cardiovasculaire
(engageant le pronostic vital) s’avere nécessarer aecours fréquent a la
chirurgie cardiaque (syndrome de DiGeorge et syndrde Williams) avec un
suivi médical a vie afin de détecter les complmadi et d’adapter le traitement
(HTA en particulier).

Un suivi neurologique est impératif dans la dqtetlité des cas vu
I'association importante du retard mental et dpilépsie a un grand nombre de
syndromes microdélétionnels.

Les troubles du comportement, et en particuliGyperactivité, sont
particulierement fréquents et difficiles a contrdel'enfant n’est pas bien pris
en charge. Dans ces cas, I'enfant peut par exeogglecoup crier, se replier sur
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lui-méme, et étre agressif. L'accompagnement dddigt par un pédopsychiatre
et un psychomotricien est donc capital pour dimintigyperactivité et les
troubles de l'attention. De plus, l'attitude farale, avec l'instauration d'un
milieu de vie sécurisant et l'intégration de regteiales, et de repéres stables
des I'enfance, participent a 'amélioration de tresbles du comportement.

Toutes les autres disciplines médicales peus@miégrer dans le suivi des
malades en fonction de l'atteinte et de la pardicté de chaque syndrome.
[51][57]

e-CONSEIL GENETIQUE

Le conseil génétique se fera au cas par casratidn du syndrome étudié et
en fonction de l'anomalie diagnostiquée par les engyde la cytogénétique
classique et de la cytogénétique moléculaire.

La plupart des anomalies (les délétions) appseat de novo alors le risque de
récurrence est faible et la transmission se felansen mode autosomique
dominant.

Devant toute récurrence familiale ou suspicititeinte parentale, une étude
des parents est nécessaire afin de prodiguer useitogénétique et une
estimation du risque adéquats.

Avec les avanceées actuelles, un diagnostic pakaeaparfois préimplantatoire
sont possible une fois 'anomalie en cause esthracchez le malade. Mais leur
réalisation doit obéir a la réglementation et aeégles d'éthique du pays
d’exercice. [63][64]

E- HYBRIDATION GENOMIQUE COMPARATIVE
De ces échecs et des limites de I'nybridatiasitinfluorescente (FISH)
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classique est née l'idée de mettre au point urmmigee permettant une analyse
globale du génome, en s'affranchissant de la dotdrareprésentée par
I'obtention préalable de métaphases, Publiée goprdmiere fois en 1992 par
Kallionémi et al. , I'hybridation génomique compara, ou CGH (Comparative

Genomic Hybridization), répond au moins en partesiexigences. [26][28]

E-1 Principes techniques

La technique repose sur I'hybridation compéditte deux ADN marqués
différemment sur des chromosomes lymphocytairesiaox (figure 51).

La premiere étape consiste a extraire I'ADNaisiles du patient étudié. Cet
ADN peut étre extrait a partir de suspensions [ztks (sang, moelle osseuse,
liquides d'épanchements) ou de tissu (tumeur, gang). Par ailleurs, le tissu
d'origine peut étre du matériel frais, mais égalende matériel congelé ou fixe
(blocs de paraffine, culots de cytogénétique...).

Apres extraction, cet ADN du patient (ADN testst marquée par un
fluorochrome émettant dans le vert, On marque lgdgatent un ADN témoin
(ADN de référence), extrait a partir du sang d'ndividu normal, dans les
mémes conditions, mais avec un autre fluorochrametté&nt dans le rouge. Ces
deux ADN marqués correspondent a des sondes qui étom hybridées en
compétition sur une cible.

Dans la CGH classique, la cible est constitusdgs chromosomes d’un sujet
normal, il s’agit de métaphases préalablement fieE®talés sur lames, en
présence d'un ADN enrichi en séquences répéetaedaBaturer ces derniéres.

Cette hybridation se fait sur 2 jours a 37 °Qurés lavages pour éliminer
I'ADN non hybridé, les chromosomes sont contret@d@u DAPI afin de faire
apparaitre des bandes permettant leur identificatio

123



Les lames sont ensuite examinées grace a umsuaue a fluorescence. On
sélectionne alors une dizaine de meétaphases campodes chromosomes
relativement allongés, avec peu de chevauchemegits,montrant une
fluorescence intense et homogene pour les deuroffthoomes. Ces métaphases
sont alors acquises grace a une caméra CCD (non
nécessairement refroidie) couplée a un logiciehalisse d'image. On réalise
ensuite le caryotype de ces métaphases et on méstaesité de fluorescence
de chacun des fluorochromes le long de I'axe dgughehromosome.

Les résultats de chacune des métaphases arsmab@dteensuite regroupés et
I'on trace le profil moyen correspondant au rate flliorescence de chaque
chromosome.

Le ratio d'intensité des deux fluorochromes areau d’'une bande aura une
valeur théorique proche de 1 (un rapport comprisee®.8 et 1.2 est considéré
comme normal) si le nombre de molécules des deorrgés est identique au
niveau de la bande observée :

_[JEN cas de délétion (perte de matériel génétigeejapport théorique sera de
0,5 et de 1,5 en cas de trisomie (gain de maigéieétique).

Une différence dans le nombre de copies d’ADNeehADN étudié (test) et

'’ADN de référence, pour un locus donné, modifilraapport d’intensité des

deux fluorochromes. [27][28]
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Figure 51 : Dans cet exemple ; I'ADN patient esteo@ en vert. Le calcul du
ratio de fluorescence le long de ce chromosome madaprésence d’'une
delétion de I'extrémité distale du bras court (Igétion préférentielle de 'ADN
normale rouge) et une amplification génique surdge long (nette préedominance
d’ADN patient vert se traduisant par un pic de fesztence e regard) .

E-2 Applications cliniques

Initialement utilisée pour la détection de désldoyes génomiques dans les
tumeurs solides, la CGH a jusqu'a présent été pewplayée dans les
laboratoires de routine de cytogénétique constitukelle du fait des exigences
techniqgues qu’elle impose. C’est pourtant la teghai d’étude globale du
génome la plus performante pour le diagnostic @sgguilibres génomiques et

ce sans nécessité d’obtenir des métaphases.
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Ses applications sont nombreuses :

. Uldentification de fragments chromosomiques transgésqou insérés dans un
chromosome et détectés au préalable par les tedmae bandes. Elle constitue
une alternative aux méthodes plus longues et nmigsises de FISH avec les
sondes de peinture.

. [1Détection de microremaniements des lors que lalle &5t  supérieure a 5
Mb. C’est ainsi que nous avons récemment montré@@GH permettait non
seulement le diagnostic de microremaniements ftittels difficilement
détectables par les techniques classiques mai$ eelss de la majorité des
anomalies télomeériques. Elle constitue donc uresradtive a la FISH avec des
sondes subtélomériques.

La CGH parait étre a ce jour la technique dexchautiliser en cytogénétique
constitutionnelle devant un tableau clinique dankinental associé a des signes
évocateurs d’anomalie chromosomique mais s’accongdgd’un caryotype
normal.

_[JEtudes des grands déséquilibres génomiques obsgavésles hémopathies

malignes, les tumeurs solides et tous les processureux. [28][30]

E-3 Limites de la CGH

Malgré son grand apport comme technique de @@our une étude globale
du génome, elle ne permet pas de détecter les remamts équilibrés (par
exemple chez les parents d'un sujet atteint, lasstocations ou inversions
fréquentes dans les leucémies aigués par exemgleroet pas repérees).

La seconde limite est la contamination par deltules non tumorales en
pathologie cancéreuse. Comme toute technique gpblé analyse I'ensemble

des cellules du prélevement, et si celui-ci estefoent contaminé par des
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cellules normales (cellules stromales, cellulextiéanelles...), les anomalies
éventuellement présentes seront masquées parlidec@ormales. On admet
que le pourcentage de cellules tumorales doitsépérieur a 50 %.

La troisiéme limite est la résolution de la t@gue. En effet, une délétion ne
peut étre mise en évidence que si elle est supérgedO a 15 Mb. Ceci tient au
fait que I'on travaille sur des chromosomes métsiphas et donc le niveau de
résolution est celui de la bande chromosomiquesjuile I'ordre de 5 a 10 Mb.

La derniére limite de la technique, outre le quande reproductibilité, est en
fait une contrainte technique. Il est en effettreéament difficile et tres aléatoire

d'obtenir de bonnes lames supports de I'hybridafi@j[30]

E-4 Dérivées de la CGH :

a- La CGH array

Compte tenu des limites de résolution de la CGHLO Mb), tous les
microremaniements ne peuvent étre détectés par tmthnique. Ceci est en
particulier le cas pour les syndromes microdélétsds connus qui sont générés
par des microremaniements génomiques de I'ordrebddb.

Pour faire face a cette contrainte, Solinas-0 @dPinkel et al. proposent, vers
la fin des années 1990, une autre technique de §iEdes lames sur lesquelles
sont fixés des fragments d’ADN.

Il s’agit de la CGH sur réseau d'ADN ou CGH wrfa8][30]

_JPRINCIPE :

A la fin des années 90, ces auteurs démontigitest possible d’effectuer
une CGH sur des fragments d’ADN fixés sur des lardesverre. Tres
rapidement, avec le séquencage du génome, il fssile de fixer sur ces

lames, des ségquences génomiques, appeléGendes ], représentant une partie
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plus ou moins importante du génome. Ces lamestfapgrelées] puce a ADN
] ou microarray. (Figure 52)

Figure 52 : Puce a ADN

Comme pour la CGH sur métaphases, une mémeigudi®DN témoin et
d’ADN patient marquée par deux fluorochromes ddfés (ce mélange est
appelélcible [1) sont déposées sur la lame. (Figure 53)

Le rapport d'intensité de fluorescence est délcau niveau de chaque
fragment d’ADN fixé (appelé! sondel)).

Un traitement statistique des données est enstatlisé grace a des logiciels
dédiés.

Les résultats sont donnés sous forme graphiquanal point (] correspond a
la valeur du ratio d’intensité de fluorescence meau d’une sonde. L’ensemble
desl] points(] est placé sur un idéogramme pour chaque chromosome

A la difference de la CGH sur métaphases, lterice d’'un déséquilibre
génomique sera objectivée par une deéviation da dhitntensité de fluorescence
non plus au niveau d’'une bande chromosomique, maisiveau des sondes
fixées sur la lame.

Cette technique a plusieurs avantages. L'un plas importants est sa

modularité. En effet, il est possible de concewnie puce qui puisse répondre a
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une problématique précise. Le niveau de résoludmma puce et sa complexité
sont completement modulables pour les équipes @gastda technologie

nécessaire a la préparation des clones et a leoing » sur une lame de
verre.

Par exemple, une puce sur laquelle sont fixédrdgments d’ADN (extrait de
BAC) couvrant tout le génome et espacés de 1Mb g¢ede détecter des
déseéquilibres génomiques avec une résolution dégréade 1 Mb.

Mais il est également possible de faire une mliteeen contig, c’est-a-dire sur
laquelle seront déposés des fragments d’ADN codvsans interruption une
extremité chromosomique d’intérét. Par extensibrest possible de couvrir
'ensemble du génome humain (32 433 clones), ca @ montré en mars2004
par Ishkanian et al. en créant les puces pangénomiques (représentant
'ensemble du génome). Cette puce permet en thé&wialétecter tous les
déséquilibres génomiques de plus de 150 kb (t@dilie clone). Cette technique
a également l'avantage d’offrir la possibilité dennaitre la séquence d’une
région et donc les genes, puisque les fragmentDMN'Adéposés ont été
séquencés.

Ces données ont été reprises au sein de badgudennées que I'on peut
consulter sur internet. Il est ainsi possible, encennectant sur le site de
l'université de Californie (http://genome.ucsc.gdau du Sanger institute
(http://www.ensembl.org/), de connaitre la séquena@éotidique d’une région
donnée du génome ainsi que son contenu en gefgs833

Depuis le milieu des années 2000, les pucesgamicléotides firent leur
apparition. 1l s’agit de lames sur lesquelles sfixés des oligonucléotides
d’environ60-80 bases (ou mer [J) qui peuvent étre déposés ou directement
synthétisés dessus. Le nombre d'oligonucléotidast péteindre plusieurs
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millions ce qui permet d'obtenir une résolutionrmdieon mille paires de base.
Ces lames sont aujourd’hui commercialisées paod@breuses compagnies.

La CGH array permet la détection de déséqusilm@omosomiques dont la
taille varie avec la résolution de la puce utilisBarce que la CGH est une
comparaison de nombre de molécules d’ADN d’un imdivpar rapport a un
autre, un déséquilibre génomique de plus de 1 kbctiepar cette technique a
éteé appelé CNV pour « Copy Number Variant » ourandais « Variation de
Nombre de Copies ». [28][34]

b- UNE VARIANTE : les puces a SNPs

Il est possible de fixer sur les lames (aveméne principe qu’en CGH array)
des oligonucléotides contenant des « Single NudedPolymorphims » ou
SNPs. Ce sont des variations portant sur une gaule de base, et distribuées
uniformément dans le génome humain. On estime riebn® de SNPs a plus de
10 millions avec une répartition d’un SNP tous 169 a 1000 paires de bases
(1kb).

La carte des SNPs étant établie, différentsqués ont été mis au point pour
synthétiser des oligonucléotides contenant poulocas donné les 2 alléles du
SNP.

L’avantage de l'utilisation de ces puces ditesgs a SNPs est de pouvoir
détecter les situations d’isodisomies uniparentgteste d’hétérozygotie) et de
déterminer I'origine parentale d’'un remaniemenethétude des parents).

Pour la plupart des sondes, I'hybridation s'etifiera sur les deux alleles. En
cas de perte d’hétérozygotie, un seul alléle sétectk. Celle-ci aura une
signification lorsqu’elle impliquera plusieurs s@sdadjacentes.

Ces puces ont initialement été développées &rded haplotypage et
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d’analyse de liaison. Cependant, elles donnentégait une information sur le
nombre de copies d’ADN aux loci étudiés. [36][38]

Ces deux techniques sont aujourd’hui totaleraetmmatisables et permettent
de ce fait I'étude des déséquilibres génomiquesud débit. L’acronyme ACPA
qui signifie « Analyse Chromosomique sur Puces &AL acronyme choisi par
le réseau francais AChro-Puce, (http://www.renapa-montpl.fr) désigne

aussi bien la technique de CGH array que cellgpdess a SNPs. [32][34]
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Figure 53 : Synoptique comparatif des principatap&s entre la CGH sur

chromosomes a gauche et la CGH microarray a droite.
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5- LA CGH ARRAY :APPLICATIONS

a- La CGH array, technique de recherche clineupathologie acquise

Les anomalies chromosomiques impliqguées dadgmostic et le pronostic
des cancers sont souvent équilibrés. Dans les haiiiep malignes, pres de400
anomalies chromosomiques récurrentes et équilibvée£té rapportées. Pour
ces raisons (anomalies équilibrées, mosaicismeaahaies ciblées), la CGH
array n'est pas, en 2012, un examen de premiegatioh pour le diagnostic
cytogénétique de ces pathologies. Néanmoins, erhergre, ['étude
d’échantillons tumoraux par CGH array a permis ahiifier des anomalies
réecurrentes, de mieux classifier les tumeurs, deomeaitre des facteurs
pronostiques (progression tumorale, réponse
thérapeutique) et d’identifier de nouveaux oncogenéune des découvertes
majeure fut la mise en évidence de délétions de dEAROS a l'origine de
I'acutisation des leucémies myéloides chroniquE3j[29]

b- La CGH array : Technique de référence pogétutle des anomalies
chromosomiques dans les pathologies constitutitemel

A linverse des pathologies acquises, la CGH asgourd’hui I'examen de
choix pour I'étude en routine des pathologies déssc aux anomalies
chromosomiques constitutionnelles. En effet, odieetres rares anomalies de
structures équilibrées de novo (inversions ou tomasions), ce sont les
déséquilibres génomiques (gains ou pertes de rbatdriomosomique) qui sont
les principales causes chromosomiques des syndmbécess.

La CGH array, permet non seulement de déteces &anomalies
chromosomiques déséquilibrées détectées par letgpey(taille supérieure a 5
etl0 Mb) mais aussi celles qui sont cryptiquesoArd’hui, c’est une technique
fiable, reproductible et automatisable. [34][36]
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. [JComment interpréter une CGH array ?

Aprées cohybridation, la lecture de la puce a ABINCGH array s’effectue a
l'aide d’'un scanner qui détermine les rapports tdigité entre chaque
fluorochrome et compare ainsi le nombre de copeesihque ADN (patient et
référence) au niveau de chaque marqueur étudiénalyse recherche la
différence de nombre de copies (CNV pour copy numiagiation) entre le
patient et la référence.

Ces CNV peuvent étre en perte (délétion) : ilngwe une partie de la
séquence nucléotidique chez le patient ou en ghipli€ation) : il y a une
portion de ségquence nucléotidique supplémentage [ghpatient.

La signification d’'un CNV identifié dans la patieénese du phénotype observé
peut parfois étre tres difficile a établir. CermifCNVs sont clairement
pathogénes mais parfois avec une pénétrance inetanpt une expressivité
variable alors que d’autres posent des problemededirétation. D’autres

encore sont considérés comme bénins. [38]

_[1Les CNVs bénins
Jusqu’a récemment, il était communément admis KADN entre deux

individus était identique a 99,9%. Seules les vana « qualitatives » de
I’ADN liées a des modifications de bases nucléqtids étaient alors connues.
L’étude génomique de témoins par CGH array a miéwétence I'existence de
CNVs considérés comme bénins. L'étude de ces CNvisratré qu’il s’agissait
le plus souvent de répétitions en tandem de casseé® DN de taille variable
(la plupart d’entre elles ont une taille inferi@ut00kb) pouvant comprendre des
séguences codantes et non codantes. Le nombrepélitiod de ces cassettes
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(de 0 a plus de20) varie d fun individu a l'autteléfinit les alléles du CNV qui
se transmettent de maniére mendélienne. LorsqueChi&s sont retrouvees
chez plus de 1% de la population, on parle de potghismes ou Copy Number
Polymorphisms ou CNPs. S’ils sont présents danasrie 1% de la population,
on parle de « variants bénins

privés ». La majorité de ces CNPs sont sans comséguphénotypique
actuellement décelée alors que dautres sont &ssoai des maladies
multifactorielles fréquentes (comme le lupus) oatde témoin de I'adaptation
humaine a I'environnement.

_[JLes CNV pathogenes

D’autres CNV sont clairement associés a un piypeoanormal. Ce sont
souvent des CNV d’une taille supérieure a 400 kb.

Dans les grandes séries de patients avec retardal et/ou malformations
congénitales testés par CGH array, des CNVs patlesge&ryptiques sont
retrouvés dans environ 10 a 15% des cas. Classequents surviennent de
novo, correspondent a des délétions (70% des tasheplutét de grande taille
(en moyenne de 2,8 Mb). On admet qu’a partir d#th,5un CNV est quasiment
toujours associé a la pathologie observée. [36][39]

_[JLes CNV pathogénes avec une pénétrance incomptétmes expressivité
variable

Certains CNV identifiés chez des patients aveghénotype anormal sont
nécessaires a la survenue de la pathologie maiseilsont pas suffisants en
raison de leur présence chez un des deux parems sa des individus
normaux. Ces CNV rares conferent un risque plusnmins important de

développer la pathologie.
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Un exemple éloquent ou il a été mis en évidamteCNV rare avec une
pénétrance incompléte correspond au syndrome TARrofibopénie et
Absence de Radius). Cette pathologie associe uambiopénie centrale et une
absence bilatérale de radius. On note une grandabiléé phénotypique
incluant, & des degrés divers, des anomalies cprea gastro-intestinales,
squelettigues et hématologiques. Par une appro@i¢ &ray Klopocki E and
al. ont mis en évidence une délétion 1921 d’envie@® kb chez tous les
patients présentant un syndrome TAR.[65]

Cette délétion n’a pas été retrouvée chez 70@idus contrbéles et n’est pas

répertoriée dans la Database of Genomic Variahti:{/projects.tcag.ca/

variation). Cependant, environ 75% des parents@onéurs de 'anomalie sans
étre atteints. Des facteurs génétiques ainsi gquefaldeurs épigénétiques et
environnementaux peuvent modifier la pénétrancel’etpressivité d’une
pathologie génétique. Dans le syndrome TAR, lagmés d’'un ou de plusieurs
gene(s) modificateur(s) pourrait expliuer la pé@te incomplete et
'expressivité variable de la maladie. Une meileeucompréhension des
interactions entre ces différents facteurs peraiéttt’établir des corrélations
génotype-phénotype et ainsi de proposer un comgiktique plus précis.
[36][38]
. [JLes CNV dont la signification clinique est incenai

Environ 10% des CNV soulevent des difficultésindrprétation. Ills
correspondent le plus souvent a des duplicatiof8oc(des cas) d'une taille
d’environ700kb et héritées de I'un des deux parsatss ou retrouvés dans des
populations témoins.

Plusieurs éléments sont a considérer pour déterrsi le CNV identifié est

délétere ou non. Miller et al. ont ainsi proposeé table avec différents criteres
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d’évaluation des CNV pour aider a l'interprétatides résultats. Les arguments
majeurs pour affirmer qu’un CNV est pathogene s@oin caractére de novo, sa
taille supérieure a 400 kb, son contenu riche aregét I'existence d’autres
patients avec le méme CNV dont le phénotype estrnaado(il peut s’agir de
syndromes connus ou non). A l'inverse, un CNV kédiun parent sain, décrit
chez des individus normaux dans les bases de denpa&evre en genes et de
petite taille est trés souvent bénin.

En routine, pour éviter de détecter des CNV tenet de signification
incertaine, il est préconisé de fixer le seuil deedtion d’'une anomalie a 400 kb
pour le diagnostic des microremaniements chez &mems avec déficience
intellectuelle et/ou malformations congénitales.

Du fait de la difficulté d’interprétation de tains CNVs ou de la possible
détection d’'un CNV ayant un impact médical sans #ieec I'indication initiale,

il est important qu’'une information claire doiveréétfournie aux parents. Le
recueil d’'un consentement spécifique en vue dédhsation de cette analyse est

nécessaire. [37][39]

Il est toujours nécessaire de vérifier par umeeatechniqgue un CNV mis en
évidence par CGH array. Il convient en effet d’exelun faux positif (ce qui est
aujourd’hui rare avec les puces a oligonucléotidess surtout de déterminer le
mécanisme chromosomique sous jacent du remaniement.

Par exemple, un gain de matériel chromosomicpig ptre le résultat de la
présence d’'une duplication « in situ », d’'un dérd/@ane insertion ou d’un
marqueur chromosomique. On peut utiliser des tecls de biologie
moléculaire (QPCR, QMPSF..., en patrticulier lorsge’dgit d'une duplication
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de petite taille) mais la technique de référensteréa FISH sur chromosome
car, réalisée sur le proposant et ses parentsyezilgeigne sur le mécanisme

chromosomique a 'origine du CNV et sont caracti¥enovo ou non. [40]

La Database of Genomic Variant (http://projeéctsy.ca/variation), répertorie
les CNV bénins identifiés chez des témoins.

Les bases de données DECIPHER (https://decgarayer.ac.uk) et
ECARUCA(http://lumcecaruca0l.extern.umcn.nl:808ieca/ecaruca)
colligent les CNV retrouvées chez des patients &\lezt/ou MC.

Les informations fournies sont précieuses chasehident le cytogénéticien
dans I'établissement du rapport phénotype - gérotyi®][41]

C- CGH array et recherche clinique en pathologigstitutionnelle

Du fait de la connaissance du contenu en gemesedment remanie, le
cytogénéticien peut rechercher le(s) géene(s) petlmhent impliqué(s) dans le
phénotype. Par ailleurs, la comparaison d’anomalibgvauchantes chez
plusieurs patients permet d’identifier des régietisu des génes contribuant a
un signe clinigue spécifique voir a I'ensemble sigaptdomes du syndrome.

Par exemple, I'étude par CGH array de patientsteprs de délétions
chevauchantes de la région 5q14.3g15 a permisntifdmtion du gene
majeur(MEF2C) responsable du phénotype cognitif. efiat, des mutations
dans ce gene ont été mises en évidence chez destpavec une déficience
intellectuelle sévere.[67]

Classiquement, les syndromes ont été initialérdéarits cliniquement et les

bases génétiqgues n'ont été découvertes que sepeméat. La CGH array
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permet un processus inverse ou l'indentification’deomalie chromosomique
précede la description phénotypique. Ainsi, la C&iray permet d'aller du
génotype au phénotype. De nombreux syndromes ait ag@isi décrits

cliniguement comme la délétion 17q21.31. [36][39][3

F- MPLA (Multiplex-Ligation-Dependent-probe-ampt#tion)

A coté des analyses cytogénétiques ; il exi&eateks techniques plutot de
biologie moléculaire ;qui pourraient améliorer tésp en charge en DPN. Parmi
ces techniques on trouve la MLPA basée sur l'atili;m de sondes de part et
d’autres d’'une séquence d’intérét ; qui sont angag par leur liaison par une
enzyme (la ligase). Les produits d’amplificatiomsensuite identifiés par leur
tailles respectives (fig 54).

Des nombreux kits ont été développés permeltstnde de plus de 40 locus
différents. Parmi ceux-ci ; il existe celui permaett I'étude de I'ensemble des
télomeres ou encore celui permettant I'étude deslreynes microdélétionnels

les plus fréquents [62].
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1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X PCR primef sequence Y

Hybridization sequence (lef) Hybridization sequence (right)

2. Ligation

1

3. PCR with universal primers X and Y
exponaniial amplification of ligated probes only

X b
———
———
b ——————
——  ——

4. Fragment analysis

‘\MIMH 'I_‘_'_,I"_!'g' MIeNnm

Figure 54 : Principe de MLPA
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Le développement des techniques de la cytoggregtmoléculaire entraine
une révolution profonde dans la pratique de lagdmetique tant du point de
vue du diagnostic que du point de vue de l'orgdimeades laboratoires, Par
ailleurs, la détection de microremaniements darsssyadromes non étiquetés
pour linstant est une porte ouverte non seulenmnir la description de
nouveaux syndromes mais aussi pour I'identificatergénes impliqués dans le
développement et/ou le fonctionnement du systemesag central et dans celui
de la morphogenese. La mutation de la cytogénéfigsse probablement par
des étapes colteuses tant sur le plan de la farmaés hommes (techniciens.
médecins et scientifiques) que sur le plan strettat technique. C’est
certainement I'un des défis majeurs que doit relevgénétique médicale .

Le développement récent de I'hybridation génamigomparative sur puces a
ADN (CGH microarray) permet d’envisager une appeoghgénome entier »
pour la recherche des remaniements chromosomi@ette technique permet
théoriguement la détection de déseéquilibres génoesigde séquences
spécifigues au sein d’'une copie avec une résoludione mégabase pour les
puces a haute résolution chromosomique. Elle pedmet la détection avec la
méme sensibilité d’'une délétion ou d’'une duplicatih est fort probable que
'application médicale de cette nouvelle technique entrainer un

bouleversement important du domaine.
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RESUME
Titre : Techniques cytogénétiques classiques et modernes

Mots-clés :Cytogénétique humaine . Hybridation in situ fluoresente .
Hybridation génomique comparative

Auteur : Naama Soukaina

Depuis la découverte en 1956 du nombre de clsomes dans I'espéce
humaine; la cytogénétique n’'a cessé de progresses khnalyse de son sujet
d’étude : le chromosome humain. La sensibilitéeetégré de résolution des
techniques de cytogéneétique n'ont cessé de sd@czroout d’abord avec
I'introduction des techniques de marquage en baddes les années 1970 puis
de celles dites de cytogénétique haute résolutimais aussi et surtout avec
I'apparition des techniques d’hybridation in sitand le début des années 1990
ouvrant ainsi le champ a la cytogénétique molémil&es derniéres ont permis
d'une part d’augmenter considérablement le pouwsr résolution de la
cytogénétique et d’autre part de s’affranchir dedaessité de travailler a partir
de cellules en division ; c'est-a-dire vivantesur larrivée dans les laboratoires.

Les avancées les plus récentes de la cytogénétigléculaire concernent la
possibilité de rechercher des désordres genomigaesplus directement par
I'observation chromosomique mais par I'utilisatidimecte de I'’ADN brut lors
de technigues d’hybridation génomique comparat®@8H) parmi lesquelles la
micro-CGH. Utilisant un support de puces a ADNugma tres certainement un
réle majeur.

La cytogénétique humaine ne s’affranchira néansjamais des techniques
de cytogénétique classique ; qui sont les seulpsuoir diagnostiquer des
remaniements equilibrés du génome. Ainsi ; la @dmegique moderne ; alliant
I'utilisation de techniques classiques a d’autrlss pnodernes et situées a la
limite de la biologie moléculaire ; devrait-ellenteune place privilégiée dans
I'identification de nouveaux génes responsables rdakdies héréditaires ou
acquises.
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ABSTRACT

Title : Technical classic and modern cytogenetic

Key words: Human cytogenetics. Fluorescence in situ hybridation.
Comparative genomic hybridization

Author : Naama soukaina

Since the discovery in 1956 of the number of chreonaes in the human
species; cytogenetics has grown steadily in théysisaof his subject of study:
the human chromosome. The sensitivity and the éegre resolution of
cytogenetic techniques have continued to increiasiewith the introduction of
bands marking techniques in the 1970s and thersdhsalled high-resolution
cytogenetic; but especially with the advent ofiin fiybridization techniques in
the early 1990s, opening the field to the molecwwogenetics. The latter
allowed one hand to significantly increase the ggteetic resolution and the
other to overcome the need to work from dividingscehat is to say living on
arrival in the laboratory.

The latest advances in molecular cytogenetics decthe ability to search for
genomic disorders either by chromosomal observdiignby the direct use of
crude DNA in comparative genomic hybridization teicjues (CGH) including
the micro-CGH. Using a microarray support; willtegmnly a major role.

Human cytogenetics did however never will free sleal cytogenetic
techniques; which are the only ones able to diagbatanced rearrangements of
the genome. thus; modern cytogenetics; combinirgg ke of conventional
techniqgues to more modern and on the boundary @fntblecular biology;
Should hold a special place in the identificatidnnew genes responsible for
hereditary or acquired diseases.
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Serment
d’Hippocrate

Au moment d’étre admis a devenir membre de la profesion médicale, je
m’engage solennellement a consacrer ma vie au sawide 'lhumanité.

[0 Je traiterai mes maitres avec le respect et la rennaissance qui leur
sont dus.

[0 Je pratiquerai ma profession avec conscience et dide, la santé de
mes malades sera mon premier but.

[0 Je ne trahirai pas les secrets qui me seront condié

[0 Je maintiendrai, par tous les moyens en mon pouvqiFhonneur et les
nobles traditions de la profession médicale.

[0 Les médecins seront mes freres.

[0 Aucune considération de religion, de nationalité, € race, aucune
considération politique et sociale ne s'imposera & mon devoir et
mon patient.

[ Je maintiendrai le respect de la vie humaine dés @nception.

0 Méme sous la menace, je n'userai pas de mes consaisces,
médicales d’'une facon contraire aux lois de I'humaité.

0 Je m’y engage librement et sur mon honneur.
Déclaration de Genévre,

1948
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