Fiche Cours 3 UE5 : Cytogénétique classique et moléculaire
I- Rappels
But analyse génétique = rechercher :

-soit une anomalie de petite taille => biologie moléculaire et séquençage,

-soit une anomalie génomique, qui touche l’ensemble de la structure du génome =>caryotype.

A. Généralités sur le génome 

génome humain= 23 paires de chr. = 3x10^9 paires de bases= 22000-24000 gènes.

· Séquences servants à coder les protéines (introns+exons)= 5 % du génome

·  ADN codant (exons)= 1,5%

Donc ~95% du génome= autre chose que des gènes (ADN non codant non répétitif intergénique, ADN répétitif, ADN hétérochromatique péricentromérique).

B. Variations qualitatives du génome normal=> Single Nucleotide Polymorphism 
SNP=modification d'un seul nucléotide par rapport à la séquence canonique (séquence type établie à partir d'un pool d'ADN, mais en réalité personne ne la possède, nous sommes tous des mutants). Peuvent être fonctionnels ou non et se situer:

-entre les gènes +++

-dans les séquences régulatrices des gènes, dans les régions non codantes (introns, ADN extragénique)

-dans la partie codante des gènes =>modifie séquence ARNm =>peut modifier séquence protéine.
Les SNP apportent donc plus de 80% de la variabilité de l’expression génétique individuelle.

C. Variations quantitatives du génome normal
=Fragments d’ADN qui ne sont pas distribués correctement par rapport à la séquence standard : délétion, duplication, inversion, translocation= 10% du génome.

2 catégories :

-indels (insertion, délétion)=> fragments <1000 pb.

-CNV (Copy Number Variant) => fragments >1000 pb dupliqués ou délétés.

II- La cytogénétique
A. Organisation des chromosomes
L’ADN subit plusieurs ordres de spiralisation. La condensation de l’ADN se fait selon un schéma strictement identique d’une personne à l’autre.Le schéma étant identique, sur un chromosome, la région où se trouve un gène est toujours au même endroit.

Dans le noyau, chaque chromosome a un secteur particulier.

Chaque chromosome est formé par une molécule d’ADN qui s’étend d’une extrémité terminale à une autre extrémité terminale et comporte un rétrécissement appelé le centromère qui sépare le chromosome en 2 régions : -un bras long (q)

                                             -un bras court (p)
On a une région télomérique par bras => -télomère stricto sensu = pas de gènes

                                                                  - région subtélomérique =riche en gènes

Chromosomes peuvent avoir 3 aspects : 
-métacentriques (centromère au milieu)                                                                            
-submétacentriques (petits bras courts et grands bras longs)                                                      
-acrocentriques (centromère à l’extrémité du bras long =>pas de bras courts ou alors des satellites d’ADN non codant (chr. 13, 14, 15, 21 et 22)).

Sur un idéogramme chromosomique, on observe une alternance de bandes sombres et claires.

Les chromosomes sont séparés en grandes régions numérotées : les bandes, elles-mêmes séparées en sous-régions : les sous-bandes.

B. Techniques utilisées en cytogénétique


1) Cytogénétique conventionnelle=>caryotypes
· Caryotype standard : on bloque les chromosomes en fin de métaphase →300-450 bandes.

· Caryotypes moléculaire ou caryotype standard haute résolution : arrêt avant la fin de la métaphase=> fait apparaître des sous-bandes supplémentaires→550-600 bandes.

Pour faire un caryotype : prise de sang=>on enlève les GR par centrifugation puis mise en culture du sang restant avec des FDC et de la phytohémagglutinine (substance permettant aux GB de recommencer à se diviser) pendant 3j à 37°C=>ajout de colchicine, poison du fuseau mitotique : permet aux cellules de rentrer en mitose et on les bloque en fin de métaphase. Puis ajout d’eau distillée=> choc hypotonique =>cellules explosent mais le contenu reste plus ou moins organisé. On fait tomber les noyaux sur la lame avec une certaine force, ils éclatent, s’étalent sur la lame de verre et on arrive ainsi à séparer et à ranger les chromosomes.

Mais la majorité des anomalies ne peut pas être vue sur un caryotype.


2) Cytogénétique moléculaire
· FISH :  Particularité de l’ADN : quand on le chauffe, les deux brins se séparent l’un de l’autre et se recombinent quand la température redescend=> On fabrique en laboratoire un fragment d’ADN dont on connait la séquence (sonde de 100 à 400 mille pb), on le rend fluorescent, on le met avec les chromosomes dénaturés, et la sonde va trouver la séquence d’ADN dont elle est complémentaire et quand on laisse les chromosomes se renaturer, l’endroit où se trouve la sonde va devenir fluorescent.
Avantages: -mise en évidence de petites anomalies

                   -établissement d'un diagnostic chromosomique sans voir les chromosomes
Limite: n'est applicable que si on a un diagnostic clinique
· CGH Array (= ACPA): Technique quantitative. On utilise une sonde pour retrouver une séquence identique dans le génome d’un individu. On cible des régions constantes. Principe : on hybride l’ADN synthétique (sonde de très petite taille : 50-60 nucléotides) avec l’ADN du malade. On marque en rouge l’ADN du patient et en vert l’ADN d’un témoin (ou le contraire, peu importe) sur une lame, on pose des fragments d’ADN amplifiés non marqués en grande quantité. On sait exactement où se trouve quelle séquence sur la lame, chaque spot correspondant à une région génomique distincte. On mélange les 2 ADN marqués en quantité équivalente, ils vont entrer en compétition pour s’hybrider avec l’ADN qu’il y a sur la lame.

-Si autant d'ADN rouge= ADN vert=>tache jaune

-Si duplication dans le génome du malade=>tache rouge

-Si délétion dans le génome du malade=>tache verte
Avantages : Très sensible, plus petites anomalies visibles= 50 000 pb
· SNP Array : sondes contenant un SNP=> on cible les régions contenant un SNP.

Pour une séquence d’ADN donnée, on fait une sonde qui est complémentaire de la séquence sauvage et une sonde avec un nucléotide de différent. On prend 200 loci dans le génome du patient, on fabrique les sondes sauvages et toutes les sondes différentes possibles pour chaque locus=> permet de voir où il y a un SNP.
Avantage : permet de savoir si on est homozygote.
C. Grands mécanismes pathogénétiques
Anomalie: 
-Constitutionelle = présente dans toutes les cellules car présente à la naissance.
-Acquise = apparait au cours de la vie
-Homogène = dans toutes les cellules examinées
-En mosaïque = dans plusieurs populations cellulaires à caryotypes différents, issues d’un zygote unique.
-Equilibrée = ni perte ni gain de matériel.
-Déséquilibrée = perte ou gain de matériel.

Haploïdie= cellule possédant n=23 chr (gamètes)

Diploïdie= cellule possédant 2n=46 chr (cellules somatiques)


1) Anomalies de fécondation = anomalies du nombre de chromosomes
Polyploïdie : - triploïdie= 3n=69 chr (peut être viable) =>soit 2 spermatozoïdes qui fécondent en même temps le même ovocyte, soit un spermatozoïde qui féconde un ovocyte qui ne s’est pas débarrassé de son globule polaire.

                      -tétraploïdie= 4n=92 chr (non viable)


2) Anomalies de la ségrégation méiotique= anomalies du nombre de chromosomes
Aneuploïdie= chromosome(s) en moins ou en plus: 2n +/- 1, 2, 3 chr

2n – 1 = monosomie, 2n + 1 = trisomie, 2n + 2 =  tétrasomie
· Aneuploïdies homogènes : Trisomies 13,18 et 21 sont viables. Mais aucune monosomie autosomique n'est viable.

· Aneuploïdies non homogènes, en mosaïque : accident de ségrégation lors des premières mitoses post-zygotiques (stade morula). 2 mécanismes possibles :

-anomalie de la distribution après la fécondation 

-correction spontanée d'une trisomie
L’anomalie peut survenir :

· soit à la 1ère division de méiose =>2 gamètes disomiques + 2 gamètes nullisomiques à la fin de la méiose II.

· soit à la 2ème division de méiose =>1 gamète disomique + 1 gamète nullisomique + 2 gamètes normaux.



3) Anomalies de la réparation des cassures => anomalies de structure 
-Remaniement chromosomique :
· Equilibré : pas une pathologie => le sujet a toujours 2n gènes, même s’ils ne sont pas au bon endroit sur les chromosomes. Ces personnes sont normales (elles ont TOUS leur gènes) mais elles peuvent la transmettre de façon inhomogène à leurs enfants.
· Déséquilibré : souvent phénotype atypique

-Anomalies impliquant un seul chromosome :
· Délétion : perte d'un fragment d'1 chromosome
· Duplication : fragment de chromosome présent en plusieurs fois
· Inversion : le chromosome se casse à 2 endroits et le système de réparation inverse le fragment avant de le remettre en place. Peut n’avoir aucune conséquence sauf si les points de cassure coupent un gène.

-Anomalies impliquant 2 chromosomes :
· Insertion : un fragment dupliqué s'insère dans un autre chromosome
· Translocation : cassure dans chacun des chromosomes et les bouts de chromosomes sont échangés. 2 types :

-Réciproque =cassure dans les 2 chromosomes et échange des fragments. Au moment de la méiose, les chromosomes forment un tétrasome et peuvent ainsi s'apparier avec leur double. C'est au moment de la ségrégation que les erreurs peuvent survenir : soit ils vont se séparer de façon normale=>gamètes équilibrés (1 avec les chromosomes normaux, 1 avec les chromosomes remaniés), soit ils vont « mal » se répartir : gamètes vont récupérer 1 chromosome normal et 1 chromosome remanié (ségrégation 2:2) ou encore 1 gamète va recevoir 3 chromosomes et l’autre gamète 1 seul chromosome (ségrégation 3:1).
-Robertsonienne=concerne les chromosomes acrocentriques =>fusion des centromères (chr 13, 14, 15, 21, 22). On obtient donc 1 chromosome au lieu de 2 et on a un caryotype ÉQUILIBRÉ à 45 chromosomes. Au moment de la méiose, les chromosomes forment un triangle et au moment de la ségrégation on va avoir soit une répartition correcte (gamète normal contenant 2 chr normaux ou 1 seul chr remanié) soit incorrecte( 1chr nomal et 1 chr remanié ou 1chr normal seul...).
