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I- Rappels

Lors d’analyses génétiques, on va rechercher :

-soit une anomalie de petite taille, qui relève de la biologie moléculaire et du séquençage,

-soit une anomalie génomique, qui touche l’ensemble de la structure du génome. (On peut avoir un chromosome en plus ou un chromosome en moins.) La solution a été trouvée en 1959 avec le caryotype.
Pendant très longtemps, on s’est retrouvé coincés entre ces 2 approches : l’approche macroscopique avec les chromosomes et l’approche moléculaire.
En parallèle, on s’est vite aperçu que le génome est très compliqué. De plus, il est comparable d’un individu à un autre mais pas identique.

A. Généralités sur le génome
Le génome humain contient 2x23 molécules d’ADN (23 paires de chromosomes) soit 3 milliards (3.10^9) de paires de bases réparties dans 22 000-24 000 gènes.
[image: image1.emf]Si on met bout à bout les séquences servant à coder les protéines (les ARN fonctionnels), on a moins de 5% du génome et si on regarde que les exons (la partie codante des gènes, qui va être traduite en protéine) ça ne représente qu’1,5% du génome. Dans ces 5%, 80% sont donc des séquences introniques. 
95% de notre génome comporte autre chose que des gènes, ça peut être des séquences d’ADN non codantes non conservées plus ou moins répétées ; des séquences variables d’un individu à l’autre (non codantes, non répétées, non conservées) ; des séquences non codantes conservées d’un individu à l’autre voire d’une espèce à l’autre ou encore de l’hétérochromatine centromérique.
Le génome est donc très compliqué mais sur le plan génétique, c’est un vrai désert.

On sait actuellement que le génome est beaucoup plus plastique d’une personne à l’autre que ce que l’on ne pensait.

En 2001 a été établie une séquence canonique du génome humain = séquence type, à partir d’un pool d’ADNs. 99% de cette séquence est établie mais en réalité, personne ne la possède (nous sommes tous des mutants).
L’étude du génome individuel nous a appris qu’il y avait énormément de variations individuelles : si on compare des génomes humains, on se rend compte qu’un peu plus de 10% de notre génome peut être absent sans qu’il n’y ait de conséquences. Outre ces séquences non indispensables, il y a aussi une variation de nucléotides entre deux personnes.
Toutes les techniques actuelles d’étude du génome reposent sur l’extraordinaire variabilité d’un individu à l’autre, la grande difficulté étant de savoir si l’anomalie trouvée est significative ou pas.
B. Variations qualitatives du génome normal
· Les SNP

Ces modifications d’un seul nucléotide par rapport à la séquence canonique sont appelées SNP (= Single Nucleotide Polymorphism). Ce qui correspond dans le génome à 1 base sur 400 (>10^7 SNP répertoriés). Ils sont fonctionnels ou non.
La fréquence de l’allèle rare est par définition supérieure à 1% (pour que l’on puisse parler de « polymorphisme »). 
Ils peuvent se trouver n’importe où : - entre les gènes (la majorité).

                                                            - dans les séquences régulatrices des gènes (entrainent une modification de la traduction), dans les régions non codantes : les introns ou l’ADN extragénique.
                                                            - dans la partie codante des gènes et va donc modifier la séquence d’ARNm ce qui peut entrainer la modification de la séquence de la protéine.
En comparant les séquences du génome de 2 individus, 1 nucléotide sur 1000 diffère, il y a donc plus de 3.10^6 SNP par individu, dont environ 25 000 dans les exons, avec entre 250 et 400 mutations rares non synonymes. Plus de 150 variants, découverts chez des sujets apparemment normaux, sont certainement délétères, dont environ 10 à 30 rares. De plus, plusieurs milliers de variants sont dans les séquences non codantes conservées pour un individu.
Les SNP apportent donc plus de 80% de la variabilité de l’expression génétique individuelle.
C. Variations quantitatives du génome normal
Ce sont des fragments d’ADN qui ne sont pas distribués correctement par rapport à la séquence standard. On peut trouver des fragments délétés, des fragments dupliqués (sur le même chromosome ou non), des fragments inversés, des fragments transloqués. La somme de tout ce que l’on peut trouver comme fragments en position étrange constitue 10% du génome soit 2 à 3 Mb par individu.
On distingue 2 catégories :

1) Les indels (insertion/délétion)

Ce sont des fragments inférieurs à 1000 nucléotides.
Il y a plus de 1 500 000 indels répertoriés.

Pour un individu, on trouve 350 000 indels dont 500 impliquent des gènes.
2) Les CNV (Copy Number Variant)
Segments de plus de 1000 paires de bases (jusqu’à 9Mb) dupliqués ou délétés.
Il existe plus de 66 000 CNVs répertoriés (dans 16 000 loci). Pour un individu, il y a environ 700 délétions CNV et on ne sait pas combien de duplications dont 40 impliquent des gènes.
II- La cytogénétique

A. Organisation des chromosomes
L’organisation du chromosome est extrêmement rigide (au  moment où ils apparaissent quand la cellule va se diviser). 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. L’ADN commence par s’enrouler autour des nucléosomes, puis les nucléosomes forment des petits filaments qui en forment des plus gros etc… Le schéma étant identique, sur un chromosome, la région où se trouve un gène est toujours au même endroit.
De plus, il faut savoir que les chromosomes, même s’ils ne sont pas visibles pendant tout le cycle cellulaire, correspondent à une organisation du noyau. Dans le noyau, chaque chromosome a un secteur particulier.
· Nomenclature

Un 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), vers le bas
                                                un bras court (p)

On a une « région télomérique » par bras : télomère s.str. : ne contient pas de gènes ; subtélomère: région riche en gènes 
 Les chromosomes peuvent avoir 3 aspects, ils peuvent être :

-métacentriques (le centromère est au milieu)                                                                            
-submétacentriques (petits bras courts et grands bras longs)                                                      
[image: image3.emf]-acrocentriques (le centromère est à l’extrémité du bras long => il n’y a pas de bras courts ou alors des satellites d’ADN non codant, cela concerne 5 paires de chromosomes (les 13, 14, 15, 21 et 22).
· Idéogramme chromosomique

La composition relative en paires de nucléotides est à l’origine de pattern de bandes claires et sombres spécifiques (dépendant de la richesse en G-C). On observe ces alternances de bandes au sein d’idéogrammes chromosomiques. Elles ont été bien décrites et comme elles sont régulières et identiques chez tous les individus, on a pu réaliser une classification. Les chromosomes sont séparés en grandes régions numérotées : les bandes, elles-mêmes séparées en sous-régions : les sous-bandes.

B. Techniques utilisées en cytogénétique
En cytogénétique, on a un problème d’échelle. On a 2x23 chromosomes, soit 3 milliards de bases et lorsque l’on fait notre coloration, on fait apparaitre environ 600 bandes. Ce qui donne environ 50 gènes par bande, la plus petite bande faisant 5 à 10 millions de paires de bases (Mb). Un chromosome comporte en moyenne 150 Mb et 250 à 4100 gènes.
1) La cytogénétique conventionnelle : les caryotypes
C’est un examen grossier (50 gènes par bande), en voie de disparition mais qui reste un examen dont on a besoin. L’échelle du caryotype est très loin de l’échelle moléculaire. Une anomalie plus petite que 5-10 Mb (plus petite bande) ne se verra pas.
· Caryotype standard

On bloque les chromosomes en fin de métaphase.
Environ 300-450 bandes.

· Caryotype moléculaire ou caryotype standard haute résolution
C’est un intermédiaire. Culture synchronisée, arrêt avant la fin de la métaphase, quand on empêche la condensation complète des chromosomes, on fait apparaitre des sous-bandes supplémentaires. 550 à 650 bandes (parfois plus).
· Comment faire un caryotype ?

On fait une prise de sang, on met le sang en culture avec des facteurs de croissance et de la phytohémagglutinine qui est une substance permettant aux globules blancs de recommencer à se diviser. On laisse environ 3 jours à 37° C et on a préalablement enlevé les globules rouges par centrifugation.
Ensuite, on ajoute de la colchicine, poison du fuseau mitotique qui permet aux cellules de rentrer en mitose et on les bloque en fin de métaphase. Puis on rajoute de l’eau distillée, ce qui crée un choc hypotonique et les cellules explosent mais le contenu reste plus ou moins organisé. On fait tomber les noyaux sur la lame avec une certaine force, ils s’éclatent, s’étalent sur la lame de verre et on arrive ainsi à séparer et à ranger les chromosomes.
Ca reste une technique artisanale, longue (une 15aine d’heures), il faut plusieurs mitoses car la condensation et l’étalement des chromosomes ne sont pas toujours parfaits.
On peut faire jouer plusieurs types de colorations : bandes G = extrémités pales et les centromères sont entourés de taches brunes, ou la coloration contraire : bande R (extrémités foncées).
2) La cytogénétique moléculaire
On avait toujours un problème, la majorité des anomalies étaient trop petites pour être vues sur un caryotype. On a donc trouvé des solutions.
a) La FISH Fluorescent In Situ Hybridization
Technique développée dans les années 90-95. En gros c’est comme quand on regarde un immeuble, on ne peut pas voir les gens par la fenêtre mais s’ils allument la lumière, on sait qu’ils sont là. On utilise un signal lumineux pour repérer une région. On profite d’une 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. Donc le principe est simple, on fabrique en laboratoire un fragment d’ADN dont on connait la séquence (sonde), 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.
La sonde fait en général 100 000 à 400 000 paires de bases (écrit 200 000 sur la diapo). On peut donc voir des petits remaniements. On peut, par exemple, marquer les 2 subtélomères d’un chromosome et se rendre compte que le patient a 3 copies de la région p ou q d’un de ses chromosomes. (voir diapo 44, l’image noire et bleue foncée sur la ronéo = bof bof)
2 avantages, d’abord, on peut mettre en évidence de petites régions dans les chromosomes et ensuite, dans les noyaux en interphase, on peut voir la même chose, on peut donc établir un diagnostic chromosomique sans voir les chromosomes.
Limites : on ne peut pas travailler à l’aveugle, on doit savoir quelle sonde fabriquer. Cette technique n’est applicable que s’il y a un diagnostic clinique.
b) ACPA_CGH array (puces à ADN)
ACPA = Analyse Chromosomique sur Puce ADN.
CGH = comparative genomic hybridization
Technique simple dans son concept, elle utilise les propriétés d’appariements complémentaires de l’ADN. 
2 types de CGH, 2 types de sonde :
· CGH array

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. En fait, on a miniaturisé la technique (en soi, c’est le même principe que la FISH mais en plus petit). Les sondes sont synthétisées sur une lame de verre, on a peut y mettre jusqu’à 1 million de fragments d’ADN différents. On peut faire 1 million d’hybridations en même temps !
On marque en rouge l’ADN du patient et en vert l’ADN d’un témoin ; sur une lame, on pose des fragments d’ADN amplifiés non marqués en grande quantité (fabriqué en labo). 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. S’il y a autant d’ADN rouge que d’ADN vert qui s’accroche avec l’ADN présent sur la lame, la fluorescence combinée donne des taches jaunes. Si on a une duplication dans le génome du  malade (=> malade a 3 copies et le témoin en a 2), la région dupliquée chez ce malade sera plus abondante que chez le sujet sain et donc quand les ADN vert et rouge entrent en compétition, il y aura plus de rouge.

[image: image4.emf]S’il y a une délétion (=> malade n’a qu’1 copie et le témoin en a 2), il y a 2 fois plus de rouge que de vert => le point sera vert.

On passe la lame au scanner qui lit l’intensité lumineuse. Il faut remarquer que l’on n’a jamais regardé le chromosome, c’est une technique quantitative, on compte le nombre de copies dans chacune des sondes. L’ordinateur va nous restituer un (joli) chromosome en nous mettant des points en fonction du rapport de luminosité (le rapport rouge/vert est environ à 0).

Avantages : Sensibilité de la méthode. Les plus petites anomalies que l’on peut voir sont de l’ordre de 50 000 paires de bases, c’est 100 fois plus sensible que le caryotype.

· SNP array

[image: image5.emf]Ce sont des sondes contenant un SNP. On cible donc des 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 et on va pouvoir se rendre compte en une seule manip’ où il y a un SNP.
On imagine qu’on interroge 5 sites différents :       

Un sujet normal sur un SNP donné sera homozygote du variant sauvage (AA), pour un autre SNP, il sera homozygote de l’allèle rare (BB) et pour un autre SNP, il sera hétérozygote (AB). C’est l’ordinateur qui fait TOUT, il arrive à établir si la personne est homozygote ou hétérozygote pour chaque locus. Et il place un petit point à chaque fois.
S’il y a une délétion la puce ne va réagir qu’avec l’allèle A, le système ne va pas faire la différence, pour le premier SNP de la série, il va dire que le sujet est A, pour le deuxième pareil etc… La puce va donc trouver toute une série de SNP côte à côte qui sont soit A soit B mais jamais hétérozygote AB ce qui n’est pas normal, il est illogique que plusieurs sondes choisies pour être polymorphes soient A ou B. Donc l’ordinateur se dit qu’il n’y a pas 2 copies mais une seule, il identifie une délétion.
S’il y a une duplication, on trouve des SNP AAA, AAB, ABB ou BBB. On trouve donc 4 génotypes différents et le système place les points sur ces génotypes. La duplication est évidente.

On a une information en plus par rapport à la CGH, le système peut nous dire que l’on est homozygote, ça veut dire que l’on a exactement le même chromosome, il peut donc trouver si l’on a une homodisomie parentale, on a les 2 chromosomes qui viennent du même parent (élimination d’un 3ème chromosome, vu en II-C. 3) ).
A l’heure actuelle, ces anomalies sont devenues très fréquentes.
Il est évident que les cytogénéticiens ne sont pas capables de tout retenir. On a donc recours aux bases de données en ligne. Les bases de données publiques permettent d’analyser la région anormale et de retrouver : les gènes de la région (OMIM), les variants pathologiques publiés dans le monde (DECIPHER), les variants connus de la population normale (DGV).

C. Les grands mécanismes pathogénétiques
La constitution des caryotypes nous a permis d’établir une certaine liste des grosses anomalies du génome.

1) Définitions

Une anomalie est : Constitutionnelle = présente dans toutes les cellules car présente à la naissance.               
                               Acquise = apparait au cours de la vie (dans les tumeurs par exemple).
                               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.

L’haploïdie correspond à une cellule possédant n=23 chromosomes, c’est  le cas des gamètes.
Les cellules somatiques sont diploïdes, 2n=46.

2) Anomalies de fécondation

Lorsque l’on a un jeu complet de chromosomes en plus, on parle de polyploïdie : 3n (=69) = triploïdie (peut être compatible avec la vie), on a 2 scenari : 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.

4n (=92) = tétraploïdie (non viable).
Les anomalies de fécondation sont donc des anomalies du nombre de chromosomes.

3) Anomalies de ségrégation méiotique

Lorsque l’on a un chromosome en moins ou en plus, on parle d’aneuploïdie, 2n +/- 1, 2, 3 chromosomes.
2n – 1 = monosomie, 2n + 1 = trisomie, 2n + 2 =  tétrasomie.

Ce sont donc aussi des anomalies du nombre de chromosomes qui surviennent généralement au cours de la méiose. Lors de la méiose, on part d’une cellule à 4n chromosomes, après la 1ère division, on a 2 cellules à 2n chromosomes et après la 2ème division, on obtient 4 cellules à n chromosomes.
[image: image6.emf] L’anomalie peut survenir

-soit à la 1ère division de méiose, on obtient 2 gamètes disomiques et 2 gamètes nullisomiques (sans matériel génétique) à la fin de la méiose II.
-soit à la 2ème division de méiose, on obtient 1 gamète disomique, 1 gamète nullisomique et 2 gamètes normaux (n chromosomes).

Ces anomalies sont extrêmement fréquentes, ¼ des ovocytes et des spermatozoïdes ne sont pas normaux. Soit, ils ne sont pas fécondables, soit ils ne sont pas compatibles avec le développement après fécondation => fausse couche (=1 grossesse sur 16), le plus souvent au 1er trimestre.
· Aneuploïdies homogènes

Il existe quand même des anomalies chromosomiques de nombres qui sont viables, telles que les trisomies 13,18 et 21 (une à la fois !). Mais aucune monosomie autosomique n’est viable.

Au niveau des anomalies du nombre de gonosomes, on retrouve la trisomie X (XXX), la disomie X (XXY = Syndrome de Klinefelter ; [le prof n’a pas parlé de la disomie Y mais sur la diapo, c’est marqué disomie Y, XYY…]) et la monosomie X. Les tétra et pentasomies X et Y ne sont compatibles que s’il y a au moins un X.

L’inactivation des chromosomes X et le faible contenu génétique du chromosome Y expliquent la survie des aneuploïdes des gonosomes.
· Aneuploïdies non homogènes, en mosaïque.

L’accident de ségrégation a lieu lors des premières mitoses post-zygotiques (stade morula). Deux mécanismes peuvent être à leur origine :

-soit on a une anomalie de la distribution après la fécondation (hypothèse peu probable car la mitose est plus simple que la méiose),
[image: image7.emf]-soit on a le « sauvetage » d’une trisomie : on a un gamète disomique formé et au début du développement embryonnaire, l’embryon trisomique se débarrasse de son chromosome surnuméraire, c’est la « correction » spontanée de la trisomie. A la fin du développement, on retrouve donc des cellules ayant conservé les 3 chromosomes et d’autres qui n’en ont que 2. Ainsi, certaines trisomies mosaïques (8, 9, 20, 22…) sont compatibles avec la vie.
4) Anomalie de la réparation des cassures

Anomalies de l’intégrité de l’ADN, erreurs de réparation entrainant des anomalies de structure.
Les cassures ne sont visibles que si elles entrainent le déplacement ou la disparition d’un fragment d’ADN faisant au moins 10 millions de paires de bases. Si le morceau est plus petit, on risque de ne pas voir l’anomalie sur le caryotype.
· Remaniement chromosomique:
-équilibré : n’est 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 ils peuvent la transmettre de façon inhomogène à leurs enfants.
-déséquilibré : en général, ces personnes ont un phénotype atypique.
· 3 types d’anomalies impliquant un seul chromosome
-délétion = perte d’un fragment d’un 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. Cela peut n’avoir aucune conséquence sauf si les points de cassure coupent un gène.

80% des remaniements sont plus petits que 10 Mb, ils ne sont donc pas visibles sur un caryotype standard, on parle de microremaniements : microdélétions, microduplications.
· Types d’anomalies impliquant 2 chromosomes
-insertion = le fragment dupliqué s’insère dans un autre chromosome
-translocation = on a une cassure dans chacun des chromosomes et les bouts de chromosomes sont échangés. Il existe 2 types de translocation :
· Réciproque : on a une cassure dans les 2 chromosomes et échange des fragments.
La ségrégation d’une translocation équilibrée est complexe. Au moment de la méiose, il y a au moins 1 crossing over dans chaque paire de chromosomes. Pour pouvoir faire les crossings over, au début de la méiose, il y a une phase importante qui est l’appariement des chromosomes. Quand on a une translocation, la nature force le même épisode à se passer, la nature force les chromosomes à s’apparier sauf que cette fois, on doit s’occuper de 2 paires de chromosomes différentes. Les chromosomes forment un tétrasome et ainsi, ils peuvent s’apparier avec leur double. Au moment où ces 4 chromosomes vont se séparer, c’est là que les erreurs apparaissent. Soit ils vont se séparer de façon normale, on va avoir des gamètes équilibrés (1 avec les chromosomes normaux, 1 avec les chromosomes remaniés), soit ils vont « mal » se répartir : les gamètes vont  récupérer un chromosome normal et 1 chromosome remanié (ségrégation 2:2) ou encore un gamète va recevoir 3 chromosomes et l’autre gamète 1 seul chromosome (ségrégation 3:1).

[image: image8.emf]
Le risque pour une personne ayant une translocation équilibrée d’avoir des enfants ayant une translocation déséquilibrée est de 10%.

· Robertsonienne : concerne les chromosomes acrocentriques, on a une fusion des centromères (chromosomes 13, 14, 15, 21, 22). On obtient donc 1 chromosome au lieu de 2 et on a un caryotype ÉQUILIBRÉ à 45 chromosomes.
[image: image9.emf]Au moment de la méiose, la ségrégation d’une translocation robertsonienne suit le même principe que la translocation réciproque. On prend l’exemple des chromosomes 14 et 21. On a un appariement formant une figure en triangle cette fois ci (3 chromosomes) et au moment de la séparation, on va avoir soit une répartition correcte : un gamète normal contenant 1 chromosome 14 et un chromosome 21 ou alors contenant seulement un chromosome remanié, soit une répartition incorrecte : le 21 et le 14-21 (syndrome de Down) ; le 14 seul, le 21 seul ou encore le 14-21 et le 14 (trisomie 14), ces 3 derniers n’étant pas viables.
Un enfant peut être atteint de trisomie 21 en n’ayant que 46 chromosomes.

Les translocations sont finalement assez fréquentes puisqu’1 personne sur 200 en est porteuse. Ce qui mène à un arbre généalogique typique d’une translocation familiale :
[image: image10.emf][image: image2.emf]
On observe de nombreuses fausses couches et des enfants atteints d’handicaps divers, de malformations, reliés par des sujets sains. La répartition des anomalies peut parfois faire penser à un mode autosomique dominant, récessif lié à l’X ou à rien de connu. Les translocations peuvent ne pas être identifiées, il faut vérifier le caryotype des parents et, s’il est normal, voir chez les apparentés.
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