L'exploration du chromosome : Caryotype, Fish, CGH
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Les outils en génétique

Les années 60 ...

\ Cytogénétique
conventionnelle

caryotype

» | Cytogénétique

moléculaire
.
)
¢ | Biologie
moléculaire
J



L'exploration du chromosome : le caryotype

Le caryotype : classement par paire des chromosomes en métaphase (division
cellulaire) en fonction de leur taille, de leur indice centromérique et de leur

marquage en bande.
Alternance, le long des chromosomes, de bandes transversales claires et

sombres spécifigues de chaque paire chromosomique.
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Traitement d’'un prélevement

MISE EN CULTURE

MISE A LETUVE




Traitement d’'un prélevement

Blocage des cellules en mitoses
Inhibition du passage en anaphase,
Utilisation de Colchicine : poison du fuseau

Choc hypotonique
Gonflement des cellules (KCI)

Fixation

Etalement : éclatement des cellules

Coloration Giemsa et banding i
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Traitement d’'un prelevement

ANALYSE DES LAMES




| 'exploration du chromosome : le caryotype

« Difféerentes indications

« Différents tissus
— Sang, peau, liquide amniotique, villosités choriales ...

* Interprétation du caryotype :
le nombre de chromosomes,
la structure des chromosomes,
le caractére équilibré ou déséquilibré d’'un éventuel remaniement,

le caractere homogene ou en mosaigue des anomalies,

Exploration globale du génome
Degré de résolution variable




\..‘,,.../ Rp o= WS

Différentes résolutions

id o

Bras court (p)

:
B
)

Bras long (q)

X 33
o=

&
o TV (<
i l
4

kN

Exemple : chromosomes 1, 2 et 3

Environ 300 bondes por lot
haploide

Environ 550 bandes par lot
haploide

Environ 1000 bandes par lot
haploide



Les outils en génétique
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L'exploration du chromosome : I'hybridation in situ

Technique de FISH (HIS)

- Fondée sur la propriete de complémentarité des bases nucleotidiques.
Une sonde denaturée (ADN simple brin marqué) va s'hybrider
speécifiguement avec sa sequence cible apres dénaturation.

- Les sondes marquées par des fluorochromes
- Lecture au microscope a fluorescence grace a l'utilisation de filtres spécifiques.

Labelng with
fluorzscent dye




L'exploration du chromosome : I'hybridation in situ ou FISH

BAC RP11 759A24

Sonde du
BAC RP 11
759A24
5 d-

Chromosome 15




L'exploration du chromosome : I'hybridation in situ

FISH FISH | FISH
chromosome spéecifique peinture chromosomique locus spécifique
Compter nombre Caractériser Micro-remaniementis l
chromosomes remaniements

Etude de régions chromosomiques specifiques.
L'HIS est un examen ciblé d’étude du génome.



L'exploration du chromosome : la CGH

* Principe :
Technique d’analyse des déséquilibres chromosomiques
Détection d’anomalies quantitatives
- de chromosomes entiers (gains / pertes)
- de regions chromosomiques (amplifications / délétions)

ADN témoin ADN a tester
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L 'exploration du chromosome : la CGH

* Cibles variables :

Chromosomes entiers (CGH) puces (CGH-array)

1) PREPARATION DE L'ADN @ G @
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Métaphases normales Puces a ADN

3) ACQUISITION
DES STENAUX
D 'HYBRIDA TION

4) ANALYSE DES DONNEES




| 'exploration du chromosome : méthodes complémentaires

\' Rapport d’intensité des fluorochromes
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L'exploration du chromosome : Caryotype, Fish, CGH

Merci de votre attention

A vos questions ...
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