Imprimé a partir du serveur de la Société Francophone d’Imagerie Pédiatrique et prénatale 147

L’AVENIR DE LA CYTOGENETIQUE
APRES LE SEQUENCAGE DU GENOME HUMAIN

SIFFROI J.-P., CHANTOT-BASTARAUD S.
Service d’Histologie, Hopital d’Enfants Armand-Trousseau, Paris
Résumé
Depuis la découverte en 1956 du nombre de chromosomes dans I’espéce humaine, la cytogénétique n’a cessé de
progresser dans 1’analyse de son sujet d’étude, le chromosome humain. La sensibilité et le degré de résolution
des techniques de cytogénétique n’ont cessé de s’accroitre tout d’abord avec 1’introduction des techniques de

marquage en bandes dans les années 1970 puis de celles dites de cytogénétique en haute résolution ssi et

surtout avec 1’apparition des techniques d’hybridation in situ dans le début des années 1990 ouv 1le

DN brut lors de techniques
isant un support de puces a
ADN, jouera trés certainement un réle majeur. La cytogénétique h ne/§8”affranchira néanmoins jamais des
techniques de cytogénétiques classiques, qui sont les seules a pouvoir ostiquer des remaniements équilibrés
du génome. Ainsi, la cytogénétique moderne, alliant l’utiliw techniques classiques a d’autres plus

\4

modernes et situées a la limite de la biologie moléculai raiteelle tenir une place privilégiée dans

I’identification de nouveaux geénes responsables des‘maladies’héréditaires ou acquises.
INTRODUCTION 4
11 serait tentant de croire que la cytogé &sc' e de I’étude des chromosomes a I’échelle du microscope

photonique, deviendrait une discipline‘@bsoléte avec I’achévement du séquengage du génome humain. En effet,

comment imaginer que 1’obsegzationides chromosomes a un grossissement % 1 000, donnant un pouvoir de

résolution maximum de 4 #%mmégabases, pourrait résister a des techniques de biologie moléculaire capables de

®

discerner des anomalic§ paire de bases et disposant de la totalité de I’alphabet constituant notre génome ?

que ce dernier va permettre au contraire un formidable développement de cette discipline, développement rendu
possible grace aux différentes révolutions technologiques qu’a connues la cytogénétique depuis son avénement il
y a bient6t cinquante ans. Le futur de la cytogénétique est maintenant tracé dans deux directions : d’une part
I’étude a un niveau moléculaire de ce qui a toujours été son objet, a savoir les désordres génomiques avec la
mesure de leur importance en pathologie humaine, et d’autre part une collaboration toujours plus intense avec la
génétique moléculaire pour I’identification des geénes responsables des maladies héréditaires ou de ceux

impliqués dans des processus tumoraux.
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HISTORIQUE

De son origine, en 1956, jusqu’a nos jours, la cytogénétique n’a cessé de progresser dans 1’analyse de son objet
d’étude, le chromosome humain. En 1959 était décrite la trisomie 21, premiére anomalie chromosomique
constitutionnelle que les techniques de 1’époque avaient permis de diagnostiquer. Basées sur une simple
coloration des chromosomes et sur leur classement par les seuls critéres de leur taille et de la position de leur
centromere, ces techniques ne permettaient que le diagnostic des anomalies de nombre, ou aneuploidies, et celui
des anomalies de structure suffisamment importantes pour pouvoir étre repérées a ce niveau d’analyse. Dans les

années 1970 apparurent les premiéres techniques de marquage en bandes, ou banding, qui introduisaient une

succession de bandes claires et sombres le long des chromosomes, succession qui était spécifique d’
chromosomique donnée et différente d’une paire a une autre. Ces techniques permirent rapideme J

des anomalies de structure relativement fines et d’instaurer une nomenclature internationale la numérotation

des différentes régions chromosomiques. Elles sont toujours a la base de 1’étude standar otype pour
nombre d’indications. Malgré ces progres, le fait d’analyser des chromosomes au sta@le de itose ou ils sont le
plus condensés rendait difficile le diagnostic des anomalies fines de leur structus€. De elles techniques,

basées sur la synchronisation des cultures cellulaires, rendirent possible 1’0 en grand nombre de

chromosomes au stade de la prométaphase, voire de la prophase, c’est tade mitotique ou ils sont
beaucoup moins condensés. Couplées a 1’incorporation de composé ts dans la molécule d’ADN au
cours de sa synthése, ces techniques dynamiques permirent d’obtenir omosomes marqués beaucoup plus

analysables d’environ 400 a plus de mille. Cette méthode

allongés que précédemment et, a la maniére d’un ressort q déplie, firent passer le nombre de bandes
’an; du caryotype, dite en haute résolution, fut a

I’origine de progres décisifs en cytogénétique sur | crip des anomalies tres fines du caryotype. Elle est

couramment pratiquée pour la recherche des synd romosomiques, notamment en pédiatrie devant la

constatation de troubles du développemgt, d @ simentaux ou de dysmorphies évocatrices. La

LA FISH : UN « SAUT TECHNOLOGIQUE MAJEUR »

Pendant une vingtaine d’années, un foss¢ infranchissable a donc séparé la cytogénétique, qui offrait une vision
globale du génome mais une vision limitée en terme de résolution, et la biologie moléculaire qui, tout en
accédant au niveau de la paire de base donc du géne, ne pouvait offrir qu’une approche ciblée, c’est a dire

nécessitant la connaissance préalable des séquences d’ADN a étudier.
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Ce fossé s’est comblé, deés le début des années 90, grace a I’utilisation par les cytogénéticiens d’outils de la
biologie moléculaire représentés par les sondes. Ces derniéres sont des fragments d’acide nucléique spécifiques
de régions chromosomiques particuliéres et peuvent étre manipulées, amplifiées et surtout marquées pour
permettre leur localisation aprés hybridation in situ sur des chromosomes préparés de fagon classique. Aprés une
période pendant laquelle le marquage des ces sondes se faisait par des techniques utilisant la radioactivité, la
simplification de la méthode est venue par leur marquage en fluorescence, d’ou le terme d’hybridation in situ
fluorescente ou FISH (Fluorescence In Situ Hybridisation) qui qualifie cette technique. Dées lors, la

cytogénétique devenait moléculaire et se libérait de deux handicaps majeurs : d’une part son pouvoir de

résolution limité et, d’autre part, la nécessité d’obtenir des chromosomes en mitoses c¢’est-a-dire de tra¥a
partir de cellules vivantes capables de se diviser. En effet, 1’utilisation des sondes pouvait se faire fa

sur des noyaux en interphase, stade auquel les chromosomes sont complétement déliés dans
ainsi la voie a ce qu’il est courant d’appeler la cytogénétique interphasique. Ces sondes ¢es (fig. 1).
Celles qui marquent les centromeres permettent de compter des chromosomes dans no de cellules non
cultivées, c’est a dire directement apres le prélévement comme c’est le cas en atal les ponctions de
liquide amniotique, ou de donner la nature de petits chromosomes surnumésd@iresgton identifiables par les

méthodes classiques. Les sondes dites de peinture marquent par définitiemla totalité¢ d’un chromosome donné et

permettent de préciser des remaniements chromosomiques comple des locus-spécifiques, quant a

elles, vont pouvoir détecter des anomalies chromosomiques invisibles yotype standard, et méme au

caryotype en haute résolution, et sont a I’origine de la desciiption d’un nombre croissant de pathologies liées a
des microdélétions ou des microduplications chromosomigues:

Une place a part doit étre faite aux sondes téloméri qui permettent également de détecter des

anomalies cryptiques des extrémités des chromost omalies dont on sait maintenant qu’elles touchent

environ 7 % des enfants avec retard me%al et/n tions ou dysmorphie. Certains de ces enfants ayant déja
eu un caryotype en haute résolution re mal, ile€st évident que 1’utilisation de ces sondes apporte un
bénéfice considérable en matiére d eil génétique et de diagnostic prénatal lorsque I’anomalie détectée est

due a un remaniement cryptique équilibre chez un des parents. La FISH permet donc maintenant de

chromosomes. Chaque profil est alors assigné a un chromosome donné et leur transformation en « fausse

couleur » facilement reconnaissable permet d’obtenir un caryotype bigarré ou chaque paire chromosomique
apparait colorée de fagon spécifique. Des chromosomes extrémement remaniés, comme ceux rencontrés dans les
cellules tumorales par exemple, peuvent donc étre décortiqués de cette maniére, chose qu’il était pratiquement
impossible de faire avec les techniques de banding classiques (fig. 3). La constatation, dans les chromosomes
d’une tumeur, d’une région particuliérement amplifiée, ou au contraire délétée, est devenue un excellent outil
pour dépister les oncogénes ou les anti-oncogeénes dont les déréglements sont a la base de nombreux processus

tumoraux.
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LA BIOLOGIE MOLECULAIRE APPLIQUEE AUX DESORDRES GENOMIQUES

Une évolution particulieére des techniques de FISH concerne la possibilité de rechercher des désordres
génomiques non plus directement par 1’observation des chromosomes d’un sujet malade ou d’une tumeur mais
par I'utilisation directe de I’ADN brut, et ceci sans idée a priori de la région chromosomique en déséquilibre. Ce

dernier point sépare fondamentalement cette technique dite d’hybridation génomique comparative o

(Comparative Genomic Hybridisation), qui reste une méthode de cytogénétique a la base, de I’a

génétique moléculaire classique qui nécessite la connaissance préalable de la région du génaon

tdunADNé

tester, tous deux marqués par des fluorochromes différents (fig. 4). Appliqué sur de& omes normaux, ce

pouvoir I’étudier. La CGH est basée sur la co-hybridation, en quantité égale, d’un ADN

mélange d’ADNs va induire une fluorescence moyenne dont la déviation, dans @t sens n autre, signera

localement soit un gain soit une perte de la région correspondante dans I’A ter. Cette technique présente

le trés grand avantage de partir directement de I’ADN et permet de di es déséquilibres génomiques

variation de fluorescence sur les chromosomes témoins qui ent alors de révélateur. Si ces chromosomes
0

témoins, avec la limite de résolution qui est inhérente a 1 tion au microscope, sont remplacés par des

physique (puce a ADN), alors la méme technique de

ces fragments d’ADN « marqueurs » le bng de
I’analyse de ces puces qui pourront étre (*an

chromosomes avec une résolution dre de quelques centaines de milliers de paires de bases, voire moins,

soit ciblées sur une partie du génome avec un degré de résolution encore supérieur (fig. 5). Nul doute que

vérifiée in situ su ghromosomes des patients par des techniques de FISH classiques utilisant comme sondes
les marqueurs t déséquilibre. Ceci impose donc que les laboratoires puissent disposer d’une banque de
equivalente au nombre des marqueurs déposés sur les puces. Ces banques de sondes sont le

séquencage du génome humain car constituées de fragments génomiques inclus dans des

DE LA CYTOGENETIQUE CLASSIQUE AU GENE : LES PATHOLOGIES DE POINTS DE
CASSURE CHROMOSOMIQUES

Si la cytogénétique classique est intrins€quement limitée par son niveau de résolution, elle offre toujours
cependant un avantage considérable qui est de pouvoir diagnostiquer des remaniements équilibrés du génome.

Ceux-ci, translocations, inversions ou insertions, sont le plus souvent diagnostiqués chez des sujets sains
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consultant pour des problémes de fertilité ou liés a la transmission déséquilibrée du remaniement a la
descendance entrainant fausses couches a répétition ou naissance d’un enfant handicapé. Rarement, mais de
fagon extrémement intéressante, les anomalies équilibrées du caryotype s’accompagnent d’un phénotype
anormal correspondant a une maladie héréditaire connue mais non encore ¢lucidée quant a son origine et ce
phénotype peut alors étre mis sur le compte d’une microdélétion ou de la cassure d’un géne d’intérét au niveau
de I’un des points de cassure chromosomique. Une telle constatation est actuellement le moyen le plus fréquent
de diagnostiquer les génes responsables des maladies héréditaires non encore étiquetées : en effet, la génétique
moléculaire, par les méthodes de génétique inverse, a besoin de nombreuses familles informatives pour mettre en
oeuvre des études de liaisons et réduire ainsi au minimum la région génomique dans laquelle doit se si le
geéne responsable de la maladie étudi¢e avant de le rechercher dans les banques de données issue engage

du génome. Ces familles ne sont pas nombreuses et ont déja été étudiées pour beaucoup d’en

elle, peut permettre dans certains cas de court-circuiter cette démarche. Apres epeér: e plus précis possible

le qui

oblige les généticiens a élargir leur champ d’action géographique en établissant des col

internationales pour pouvoir recruter de nouveaux patients et de nouvelles familles.

de la région chromosomique impliquée dans le remaniement, et ce par des mi€thodes de cytogénétique classique

en haute résolution, une marche sur le chromosome est effectuée en F ve sondes. Ces dernieres sont
choisies dans les banques de données du génome humain et regues dan oratoires sous la forme de cultures
de bactéries ou de levures recombinantes les contenant. Apres extracti arquage de I’ADN, ces sondes sont

situer normalement sur le chromosome transloqué de I’a

hybridées sur les chromosomes transloqués. Le passage d’ e ces sondes du chromosome ou elle devrait se
e p dique que le point de cassure a été dépassé.

e déterminer exactement 1’endroit ou se situe ce

dernier, I’idéal étant bien sir de trouver une sond n deux par la translocation et générant alors trois
signaux fluorescents : deux sur le chron@so et le chromosome transloqué de la paire d’origine et un
sur le chromosome transloqué de I’autr - 11 suffit ensuite de rechercher dans les banques issues du

séquengage humain les génes de cett ion potentiellement en rapport avec la pathologie étudiée et d’aller

ur trouver des mutations ponctuelles dans les familles de malades sans

utations signe en effet I’implication directe d’un géne dans la maladie. A

impliqués et d’espérer des traitements plus efficaces. L’exemple typique est celui de la translocation t (9 ;22)
dela leucémie my¢loide chronique dans laquelle I’anomalie chromosomique aboutit a la constitution d’un géne
chimére BCR-Abelson codant pour une protéine de fusion transformante qui posséde une activité tyrosine-kinase

et contre laquelle un médicament, le Gleevec, a pu étre mis au point.
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UN AVENIR PROMETTEUR

Ainsi, la cytogénétique moderne, tout en conservant un ensemble de techniques classiques pour les diagnostics
de routine, se place maintenant au niveau de la biologie moléculaire. Elle conserve cependant sa spécificité car
elle est capable de diagnostiquer a la fois des déséquilibres génomiques allant de la trisomie 21 a la délétion ou
la duplication d’un géne mais aussi, et surtout, des anomalies équilibrées du génome. La grande majorité des
examens génétiques réalisés actuellement est en fait constituée d’examens cytogénétiques. L’évolution des

techniques de cytogénétique moléculaire permet d’affiner sans cesse le niveau de résolution de 1’analyse

chromosomique comme cela est parfaitement illustré par 1’utilisation des sondes télomériques chez les enfants

moléculaire, pour espérer développer une recherche fructueuse dans 1’identification

maladies héréditaires.

LES DIFFERENTS TYPES DE SONDES UTILISES EN FISH
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Figure 1. Les sondes utilisées’en cytogénétique moléculaire appartiennent a trois catégories. Les premicres
S Spétées des centromeéres de fagon spécifique sauf pour certaines paires

uasi-totale de ce chromosome. Enfin, les sondes locu-spécifiques, comme leur nom I’indique,
endroit bien précis des chromosomes.
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Figure 2. Illustration de la précision diagnostique apportée par la FISH télomérique : délétigh dubrasi@eurt du
chromosome 12 invisible par les techniques classiques (bandes R ou incorporation de BtdU) mise en évidence

uniquement par I’emploi de sondes télomériques (fleche).
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Figure 3. Un des aspects les plus spectaculaire de la cytogénétique moléculaire est donné par le caryotype
spectral (SKYY) ou chaque paire chromosomique est reconnue par des sondes de peinture marquées par des
combinaisons spécifiques de fluorochromes. Aprés reconnaissance du spectre de fluorescence émis et
transformation en fausse couleur, chaque paire de chromosomes apparait colorée différemment. Cette technique

est surtout utile pour élucider les caryotypes trés complexes.
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Figure 5. La méme technique, appliquée non plus a des chromosomes « révélateurs » mais a des puces pouvant
contenir ’ensemble du génome fragmenté en plusieurs milliers de segments (CGH-Array), permet de
diagnostiquer des déséquilibres génomiques avec une précision qui dépend uniquement de la taille et de
I’espacement des marqueurs déposés sur la puce.
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Figure 6. Exemple d’une translocation t (4 ;9) dont le point de cassure®@ete déterminé a I’échelon d’un BAC qui
se retrouve cassé en deux par le remaniement chromosomide!
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