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INTRODUCTION

Les chromosomes, support de I'information généticuomt localisés au niveau du
noyau des cellules. L'espéce humaine comporte 2&gae chromosome : 22 paires
d’autosomes et une paire de gonosomes. Les chronesslbumains sont numeérotés de 1 a
22, du plus grand au plus petit, et les deux chemmes sexuels sont nommeés X et Y. Les
cellules de I'espéce humaine sont donc normaleomrtituées de 46 chromosomes.

Lors de la réalisation d’'un caryotype, un fragmghimbmosomique surnuméraire dont
on ne sait pas déterminer l'origine est parfois smsévidence. Il s’agit d’'un Marqueur
Chromosomique Surnuméraire (MCS), nommeé « mar » pauqueur. Le caryotype d’'une
personne porteur d'un MCS montre donc uf™&hromosome pouvant dériver de
n'importe quel chromosome.

La premiére description d’'un MCS a été réalised @il par llberryet al, chez un
enfant de 2 ans. Le MCS est alors décrit commepantcule « centrique » de la taille du
17p. Ces chromosomes additionnels de structurgamd@née font alors I'objet d’études
approfondies car ils peuvent étre associés a daspypes anormaux.

En pathologie constitutionnelle, il existe troituakions différentes pour lesquelles un
MCS peut étre mis en évidence : durant la grosqelssgnostic prénatal), chez les enfants
(phénotype évocateur d’'une anomalie chromosomiquiez les adultes sains présentant
des problemes de fertilité.

En raison des origines diverses des marqueurs é¢uwleconstitution variable en
euchromatine, le phénotype associé aux MCS vagrefsiativement. Cette variabilité pose
un grand dilemme pour le conseil génétique lorstpuedMCS est détecté en période

prénatale.

Ce travail a pour objectif dévaluer l'apport de tachnique d’Hybridation
Génomique Comparative sur microréseau (C&tdy) pour lidentification et la
caractérisation de MCS a travers I'étude de 10 Mifigilement identifiables.

Dans un premier temps, nous réaliserons une ressiglifférents types de MCS déja
décrits dans la littérature et des techniquessablies pour les identifier. Dans un second
temps, nous détaillerons I'étude que nous avonsémesur 10 MCS. Enfin, nous
discuterons les résultats obtenus et proposerorahra décisionnel pour I'identification
des MCS.
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1. REVUE DE LITTERATURE

1.1. Définition

Les marqueurs chromosomiques surnuméraires trarvélsagnostic pré- et postnatal sont
en général des fragments chromosomiques qui siaddént aux 46 chromosomes de

I'individu.

1.1.1.1SCN 2009

L’ISCN défini un marqueur chromosomique surnumé@vCS) comme un chromosome
additionnel de structure anormale dont la compmsithe peut étre déterminée par les

techniques de cytogénétique conventionnelle (Sha€eet al, 2005).

1.1.2. Liehr

Thomas Liehr apporte un supplément d’informatiorelie donnée par I'lSCN : les petits
marqueurs chromosomiques surnuméraires sont desadéiee chromosomiques dont la
taille est inférieure ou égale a un chromosome &tsda méme métaphase (Liadtral,
2004).

1.2. Généralités sur les marqueurs chromosomiques

1.2.1. Epidémiologie

Un petit marqueur chromosomique surnuméraire (M&S)trouvé dans 0,044% de la
population générale (Liehr et Weise, 2007). La maites cas de MCS sont dérivés du
chromosome 15 (Crolla ,1998 ; Croéaal, 1998).

Parmi les cas restants, il y a une grande variatimni'origine chromosomique du MCS. Le

pourcentage de phénotype anormal varie en fondiésntypes de MCS. Dans environ 30%
des cas, l'individu porteur d'un MCS (en excluaes 160% de MCS dérivant d’'un

chromosome acrocentrique) ont un phénotype anormal.

En période prénatale, le risque d’avoir un phémtgpormal avec un MCS d®vo
(non hérité des parents) est d’environ 13% (Wadmri991). Quand le MCS dérive des
chromosomes acrocentriques 13, 14, 21 et 22, degisl’avoir un phénotype anormal est
de 7%. Par contre, ce risque atteint 28 % lorsqe’dgit de chromosomes non

acrocentriques (Crolla, 1998).

- 15 -



Liehr et Weise ont collecté tous les cas de MCSsdan littérature permettant
d’apporter une information sur la fréquence des MiBSpériode prénatale et en période
postnatale, chez les individus présentant un ratadtal et les sujets infertiles (Figure
n°l). Au total, 1 288 693 cas ont été etudiés d¢ng@nétique avec 980 MCS rapportés.
Lors de cette étude il a été noté que la fréqudeseMCS n’est pas influencée par I'ethnie.
Les proportions de MCS observés en fonction desoasreportés dans le tableau | et la
figure n°1.

v' En période prénatale : 688 030 cas provenant deda240 laboratoires ont permis
la mise en évidence de 514 MCS, ce qui représameraquence de 0,075%. La
frequence est identique pour les prélevements dlesit®s choriales et les
prelévements de liquide amniotique (0,074%).

v' En période postnatale : 54 MCS sont détectés pasnl2 694 cas postnataux, ce
qui correspond a un taux de 0,044% d’individusguod de MCS dans I'étude.

v Les infertilités : L'étude permet de montrer 41 M&S un total de 30 510 patients
présentant des problemes de fertilité, ce qui szpr& une fréquence de 0,125%. Il
semblerait que la fréquence soit dépendante du. $axeeffet, le taux chez les
hommes est de 0,165% alors que celui des femmee €5022%.

v' Chez les individus présentant un retard mentaD:MCS ont été détectés parmi les

69 332 cas étudiés, ce qui représente une fréquien@L288%.

Pourcentage de [ prenatal [ postnatal
MCS observés 0,3 -

0.25
0.2 -
0.15 ‘.'.:
0.1 :
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Figure n°1 : La fréquence des MCS (d’apres Crai¢®8).
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] Postnatal
Prénatal

Retard mental globale infertilité

Fréquence MCS [514/688030=0,075% | 200/69332=0,288% | 54/12694=0,044% | 41/30510=0,125%

Tableau | : Fréquence des MCS

L’origine des MCS de novoou hérité) a été étudiée (Figure n°2, Tableau II).

Les études montrent que le MCS dans les villositésiales, liquide amniotique et le
sang des nouveaux-nés dst novodans 70% des cas et familiale dans environ 30% des
cas. L'origine des MCS est donc principalemet® novo avec une proportiorde

novdfamiliale d’environ 2:1.

biood celis
of newborn

chorion cells amnion cells

(Prénatl) (Prénatal (Postnata

Figure n°2: Comparaison de la fréequence de nofanatiale des MCS
dans les villosités choriales, liquide amniotiqtiteesang des nouveaux-nés
(d’apres Crolla, 1998).

Villosité choriale Liquide amniotique Sang Nouveau-né

Fréquence MCS 44/59144=0,074% | 382/519015=0,074% | 10/13908=0,071%
De novo 8/9705=0,082% 82/122051=0,067% 7/13908=0,050%
Familiale 4/9705=0,041% 31/122051=0,025% 3/13908=0,022%

Tableau Il : Origine parentale des MCS
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1.2.2. Mosaicisme

1.2.2.1. Définition

Le mosaicisme est défini par la présence dansatiisme de plusieurs populations
cellulaires (au moins deux) de formules chromosomesq différentes, normales et
anormales. Ces cellules dérivent d'un seul zygatitu(e provenant de la fusion d’'un ovule
et d’'un spermatozoide).

La mosaique résulte d'une anomalie de ségrégation-disjonction mitotique dans
une cellule de I'embryon au cours de la segmentatiode la gastrulation).

Environ 1 a 2% des amniocentéses révélent la présd#nne mosaique. Cependant
un tres faible pourcentage (0,1-0,4%) de ces ditaeain vrai mosaicisme (Welboen al,
1990). En effet, le mosaicisme le plus apparent pswvoqué par I'addition d’un
chromosome surnuméraire au cours d’'une culturaleak in vitro et il est qualifié de

pseudomosaicisme.

1.2.2.2. Mosaicisme en association avec le MCS

Les MCS sont fréquemment retrouveés en mosaiquélaGraéalisé une étude basée
sur une revue de la littérature incluant 144 cacawmn MCS. Le MCS a été trouvé en
mosaique dans 78 cas (54%). Sur ces 78 cas enguesai moins 60% présentent un
retard du développement psychomoteur et/ou dessidysmorphiques.

La corrélation entre le mosaicisme et les consémsepour le phénotype reste non

résolue.

1.2.3. Les différents types de marqueurs

Il existe différents mécanismes de formation de MG tentatives de correction de
trisomie, de monosomie, d’erreurs de post fertilisaet les complémentations de gametes
(Bartelset al., 2003).

La figure 3 montre que les mécanismes de formatesnMCS sont différents selon leur
origine chromosomique :
- Parmi les MCS acrocentriques, les dérivés d'elisn-duplication » sont
prédominants, suivis par les chromosomes minuties einneaux ;
- Parmi les MCS non-acrocentriques, les chromosogneanneau et les chromosomes

minute sont retrouvés de facon tres préférentielihr et al, 2008).
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Figure n°3 : Distribution des différents types d€#selon leur origine
acrocentrique ou non-acrocentrique (d’aprés CraBa3).

£20 inv dup min

— - -

985
= e

i

OO0
OIE]DIIO

Figure n°4 : Aspects des petits marqueurs chrommges surnuméraire (MCS):
inversion duplication chromosomique (inv dup), chosome minute (min) ou

chromosome en anneau (r) (d’apres Liethal, 2004).

-19 -



La formation d’'un MCS peut donc avoir plusieurgjores:

1.2.3.1. Inversion duplication

Plusieurs modes de formation des chromosomessé@vatupliqués (acrocentrique)
ont été proposés. Cependant la these la plus plawsglon Liehr est un échange de type U
résultant d’'une erreur de croisement des chrommtidedeux chromosomes homologues

durant la méiose (Schreekal, 1977 ; Figure n°5).

> £

ﬂn_)

_ o o = = —— —
= | _ — —
\‘-\.
-~ -> >
meiotic [=] replication <> OR —
division

prophase 1 U-type
aynapsis exchange

meiosis &
o MEQ centromerization
raplication

—:J—}E

Figure n°5 : Mécanisme de formation d’'une inversioplication d’'un
chromosome acrocentrique (méme explication poforlaation d'un MCS a
partir d’'un non acrocentrique) et illustration d&vblution d’'un chromosome
néocentromeérique en relation avec un échange eety’aprés Liehet al,
2004).

1.2.3.2. Anneau

Il existe des anneaux centriques (anneaux pour\wmsagntromere) et des anneaux
acentriques (anneaux dépourvus de centromére). dggmiers sont généralement
rapidement perdus au cours des divisions celldaire

Les chromosomes en anneau sont habituellementsidtat d’'une double cassure
suivie du recollement des extrémités et leur formmaest accompagnée d’'une double
délétion (Figure n°6). La premiere cassure se pratu le bras court (p), la seconde sur le
bras long (q), puis ces deux extrémités du fragneentrique restant fusionnent afin de

former un anneau, lequel est constitué d’ADN dis lprat g (Baldwiret al,, 2008).
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Figure n°6 : Formation d’'un chromosome en anneaud@able cassure,
recollement des extrémités, accompagné d’'une daldiétion

Cependant, plusieurs explications sont possibles g formation des petits MCS
non-néocentriques en anneau (Liehal, 2004).

Le second mécanisme de formation de MCS en anrgzit (Baldwinet al, 2008)
consiste en une premiere cassure au niveau dwo&re et une seconde cassure au niveau

du bras court ou au niveau du bras long du chromeg&igure n°7).

del

balanced carrier

Figure n°7 : Formation d’'un chromosome en anneaul@gtion d’'une partie du
chromosome (d’aprés Baldwat al, 2008)

Le troisieme mécanisme a été décrit pour les cas &MCS(18) et MCS(X) en
anneau: dans ce cas les MCS en anneau sont assaw®& un reéarrangement
chromosomique complexe (Stankiewiczt al, 2001 ; Figure n°8). Une cassure
chromosomique peut conduire a la formation d’urisentrique dans un premier temps,
puis, dans un deuxiéme temps, des phénoménesodé@Es sur les bras longs et courts
vont engendrer la formation de I'anneau.
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Figure n°8: Formation d’'un chromosome en anneaugaarangement
chromosomique complexe (d’aprées Liehmal, 2004)

Un quatrieme meécanisme est proposeé : il s’agit &’inversion-duplication avec la

réunion en U entre chromatides sceurs casséesédmigal.

_ B

v dup
ring

Figure n°9 : Formation d’'un chromosome en anneawuéuaion de chromatides
sceurs cassees (d’aprés Liehal, 2004)

Enfin, la formation en anneau peut débuter avechmmosome minute (Figure
n°10). Cependant certains chromosomes en annetntrésexpliqués par les théories
précédentes.

Figure n°10: Formation d’'un chromosome en anngaariér d’'un chromosome
minute (d’apres Liehet al, 2004)
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Ces réarrangements n’'ont pas de conséquence ppguaysi aucune information
génétique essentielle n'est perdue.

Toute structure en anneau est instable du faiteleaniements qui s’y produisent au
cours des mitoses successives. Des cas de chrom®®mmanneau ont été rapportés pour
toutes les paires chromosomiques, cependant, ospbiquant les chromosomes 13 et 18
sont les plus fréquents. Les chromosomes en andéeués des chromosomes 4, 5, 13 ou
18, sont particulierement recherchés en diagnpséicatal (Wolstenholme et Burn, 1992).

Le symbole a utiliser pour désigner un anneau,ns€l@SN, est «r» pour ring

chromosome.

1.2.3.3. Chromosome minute

Il s’agit d’'un trés petit chromosome ou partie degocnosome avec un centromere
contenant de I'ADN alpha satellite. Ce sont des gwamrs avec des régions
péricentromeériques sans rattachement des deuxretdss mais qui n'ont pas de télomeres
(Cotteret al.,, 2005).

La formation résulterait d’'une dégradation desné@mes vers le centromére d’'une
grande partie du chromosome (Ligtral, 2004 ; Figure n°11).

Le symbole a utiliser pour désigner un chromosonieuta, selon I'lCSN, est
«min ». Il est alors défini comme un fragment adque et plus petit que la largeur d’une

chromatide.

Figure n°11 : Formation d’'un chromosome minutedeggradation du
chromosome (comme l'indique les fleches)(d'apréhtet al, 2004)
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1.2.3.4. MCS avec néocentromére ou MCS néocentrormnggre

Ces dernieres années, une augmentation du nombi€8ea été rapportée avec une
structure de type centromériqgue mais ne contenast GADN alpha-satellite (MCS
néocentromerique).

Beaucoup de MCS néocentromériques rapportés daittedature (Liehret al, 2004)
sont de petits isochromosomes.

Le développement de la majorit¢ des MCS néocentiqoes est basé sur un
échange de type U. Le fragment acentrique crédamni’échange de type U est dans ce
cas inclus dans le gaméte. Un néocentromere ég attle fragment chromosomique ainsi
constitué est transmis au cours des cycles celislaie maniere a peu pres stable. Cette
théorie est fondée sur une observation : la frécpiattes « inversion-duplication » du
chromosome 15 est semblable a celle observée gpaehtomosomes 15 néocentromérique
(Voullaire et al, 2001 ; Figure n°5). Comme le montre la figure2)°11 des 18 cas de
MCS dérivant de chromosomes acrocentriques avetéanentromere (60%) dérivent du
chromosome 15. De plus, la moitié des patientsepostd’'un MCS présente des MCS
acrocentriques dont 60% sont des «inversion dagobic » du chromosome 15 (Figure
n°13).

Une conformation en anneau est décrite pour les MOS(Slateret al, 1999),
MCS(2) (Choo, 1997), MCS(4) (Grimbacheet al, 1999) et le MCS (13)
néocentromeérique. Le mécanisme de formation dunchsome en anneau est schématisé
par la figure n°7. Une partie du chromosome estséxgar un mécanisme inconnu créant

un chromosome néocentromérique.

12
sSMC cases with neoc-centromenss

mmc:-n*n-—mneue:-q
- - =
™ f =R ER

Figure n°12: 47 cas avec un MCS néocentromérigoerapportés dans la
littérature. Leur répartition est montrée ici endtion de leur origine
chromosomique (d’apres Lieht al, 2004).
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1.2.4. Les conséguences clinigues des marqueurs

Une revue de la littérature réalisée par Liehal (2004) montre que le MCS peut
étre associé a des signes cliniques pouvant cosstiin syndrome particulier comme le
Cat Eye Syndrome, l'inversion duplication du chremme 15 ou encore le syndrome de
Pallister-Killian (Figure n°13).

multiple sSMC
En %
B |sSMC 309
B |invdup{15) 305
B |PKS 10.6
o |der{22) 10.1
B [CES e
H |i(18p) 6.0
m [NEO 3.4
@ | 2-T aSMC 1.4

Figure n°13 : Résultats de la revue de la littéeafliehret al, 2004) montrant
I'origine chromosomique de 1 396 cas de MCS

(MCS non corrélés a un syndrome clinique (sSMQ)dsyme de Pallister-Killian
(PKS), isochromosome 18 (i(18p)), syndrome de Gat(EES), syndrome
d’Emanuel (der(22)) et MCS néocentromérique (NEO)).

Les MCS ont été décrits a partir de tous les chemme@s humains (soit les 24) avec
différentes tailles et formes. Cependant, il edficle de prévoir les manifestations
clinigues associées a un MCS car plusieurs factntrent en jeu : la taille, la présence de
matériel euchromatique, le degré de mosaicismeu el#o présence d'une disomie

uniparentale (DUP) associée.

1.2.5. MCS associés a un phénotype décrit

1.2.5.1. Cat eye syndrome

Historique
Le syndrome de « cat-eye » ou CES (Cat Eye Syngrang&é décrit au niveau clinique

pour la premiére fois en 1965 par Schachenmannt 8ep plus tard au niveau
cytogénétique, Buhlest al (Buhleret al, 1972) expose le premier cas de trisomie pagtiell

de la région 22pterqll en relation avec le CES. Ultérieurement, it&aréontré que le
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syndrome de CES était secondaire a une tétrascgeydximale et non une trisomie.

Aujourd’hui, plus de 150 cas sont rapportés (Hitpuiv.med.unijena.de).

Clinique

Le CES se caractérise par une hétérogeneéité ofinioortante. Seulement 41% des
patients présentent la triade classique : atrésé&acolobome irien (dont I'aspect évoque
la forme de la pupille du chat donnant ainsi le neumsyndrome) et des anomalies pré-
auriculaires (sinus ou tubercules prétragiens).

Les patients ont un développement intellectuel mbrou subnormal dans 44% des cas.
Dans 48% des cas, un retard mental modéré estvébsérdans 7% des cas, le retard
mental est sévere (Hastingsal, 1999 ; Rosiast al, 2001). Ce retard est sans corrélation
avec la présence de malformations, le degré deimsse ou la taille de la duplication.

Les patients porteurs de marqueurs du chromosonme 2Bntenant pas d'euchromatine ne
présentent pas un phénotype anormal.

D’autres anomalies peuvent étre observées commecantiopathie, des anomalies du

tractus urinaire ou du squelette (Bartstlal, 2005).

Caractéristigues cytogénétigues

La prévalence du CES dans la population générakestémée a 1 / 74 000.
Dans 5 cas sur 6, le caryotype montre la présehge pktit chromosome surnuméraire
dérivé du chromosome 22 (trisomie/tétrasomie 22xiprale). Ce marqueur, le plus
souvent dicentrique, porteur de satellites et ersaitue, correspond a la duplication
inversée de la partie proximale d'un chromosome [22.duplication inversée du
chromosome 22 surviede noveet la transmission est possible par le pere ouweliee, avec
un risque de transmission a la descendance de 50%.
Trois types de CES sont décrits en fonction deotallsation du point final du point de
cassure distal (Belieet al, 2008 ; Figure n°14 et n°15) :
* Le CES de type |: le plus fréquent, consiste enmarqueur surnumeéraire
bisatellisé, avec deux points de cassure au nigedilCR 22A (ou LCR22-2),
* Le CES de type lla: rare, consiste en un MCS élissd symétrique, avec des
points de cassure au niveau des LCR 22D (ou LCR22-4
 Le CES de type IIB: plus rare, consiste en un Miatellisé asymétrique,
avec un point de cassure au niveau du LCR 22A epaint de cassure au
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niveau du LCR 22D, générant la présence d’'une négity en trisomie (entre

les LCR 22A et 22D) et une autre en tétrasomie.

“0
= o
I 1
i =
A qi1.2
q1.2 { [
3 | 28
o |9
inv dup (22) cat eye syndrome

22

Figure n°14 : MCS dérivé du chromosome 22 respdeshbCES

4x 4x 4X 3IX-4X

£

CEStypel CES type lla CES type tid CES type 1l

LOR222
LOR 22
LR 224

Figure n°15 : Les différents types du CES (d’afdelenet al, 2008)

Méthode de diagnostic

Le diagnostic prénatal est possible par la réadisad’'un caryotype et par hybridation
situ en fluorescence (FISH) des prélevements foetaux.

Traitement

Un traitement chirurgical est nécessaire en cagédia anale ou de malformations
cardiaques séveres.

L'espérance de vie est proche de la normale psupdéents Iégérement ou modérément
atteints, mais les rares cas présentant des mafioms multiples et séveres décédent au

cours de l'enfance.
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1.2.5.2. L'inversion duplication du chromosome 15winv dup(15)

Epidémiologie

L’inversion duplication 15911 ou le chromosome Xwdicentrique (inv dup(15) ou
idic(15)) est rapporté avec une fréquence de 3(Qp&#mi 1396 cas porteurs d’'un MCS
(Liehr et al, 2004). Ainsi, cette anomalie est la plus fréqeates MCS. L'incidence a la

naissance est estimée a 1/30 000 avec un sexdi@tiaron 1:1.

Clinique

La présence d'un tel MCS est généralement assacige phénotype anormal : hypotonie
centrale, retard mental, retard de développemeardesc d’épilepsie de sévérité et de
fréequence variables (début entre 6 mois et 9 ams)bles du comportement de type
autistigue (Battaglieet al, 2008). La fréquence des signes cliniques obsedahs ce

syndrome est rapportée dans le tableau llI

>75% Entre 25% et 75% <25%
Hypotonie, ligaments laches Anomalie du cerveau Anomalie cardiaque congénitale
Retard développement, Anomalie tractus génito-inena microcéphalie
Comportement autistique Retard de croissance
Epilepsie

dysmorphie faciale mineure

Tableau Ill : Fréquence des principaux signesalias de I'inversion duplication
du chromosome 15.

Caractéristigues cytogénétiques

L’inversion duplication du chromosome 15 est regatte d’'une tétrasomie 15p et une
tétrasomie 15qg partielle. Elle peut contenir laiogégdu syndrome de Prader-Willi/
Angelman. La région chromosomique 15g11q13 estwampour son instabilité en raison
de la présence d’éléments d’ADN répétés (Domtoal, 1986 ; Christiart al, 1999).
Plusieurs réarrangements peuvent survenir au nigeaette région soumise a empreinte :
des délétions associées soit au syndrome de Pr&dertPWS), soit au syndrome
d’Angelman (AS), selon l'origine parentale ; demglocations ; des inversions et des MCS

formés par un mécanisme d’inversion duplicationnd’'ypartie du chromosome 15. Les
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duplications interstitielles, triplications et tsdocations réciproques eéquilibrées sont
beaucoup moins fréquentes.
Deux types de MCS avec inv dup(15) sont décrits :

» Des chromosomes métacentriques ou submétacenteghesérochromatiques,
ne contenant pas la région critique PWS/AS. Il i’atans ce cas de
idic(15)(g11). Ce MCS peut étre familial de novo et est le plus fréquent des
MCS (30,5% des MCS). Le phénotype est le plus stuvermal (Chengt al,
1994).

* Une inv dup(15) de plus grande taille (plus gramgéun chromosome du
groupe G) contenant de I'euchromatine 15q. La régiotique PWS/AS est
incluse et est décrite par dic(15)(g12 ou gl13).drande majorité de ces
derniers dérivent des deux chromosomes maternedsdi® la méiose et sont
généralement liés a l'augmentation de I'dge matelors de la conception

(correction de trisomies).

Cing points de cassures (BP) récurrents sont déetibeaucoup d’idic(15) sont issus de
recombinaisons BP3:BP3 ou BP4:BP5. Le fragment b 4contenant la région
PWS/ASCR est compris entre BP2 et BP3 (Figure nit)ic(15) le plus frequemment
rencontré est caractérisé par la recombinaison eétsigjue entre BP4 et BP5. Cela conduit
a une tétrasomie pour les régions génomiques ceexpentre le centromeére et BP4 et une
trisomie entre BP4 et BP5.

15011-g14 region
. - / .
( I PWSIASCR x // \

1 2 3 4 5 breakpoints 7
€
©
o

o

p arm
centromere

Figure n°16 : Représentation schématique du chromedl5, montrant les 5
points de cassure, et le segment d’environ 4Mb cengmt la région critique
PWS/AS (D’aprés Battagliet al., 2008).
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1.2.6._MCS et DUP

La disomie uniparentale (DUP) intervient lorsquendehromosomes d’'une méme
paire proviennent d'un méme parent. Elle peut queflojs étre partielle, n’intéressant
gu’une région chromosomique.

Selon le mode de formation, les deux chromosomesegme étre génétiguement
identiques (isodisomie) ou différents (hétérodisgnce qui complique la situation. Du fait
des échanges meéiotiques, il coexiste souvent dgeng d'iso et d'hétérodisomie. Une
disomie uniparentale peut n'avoir aucune conségug@notypique, mais peut aussi
révéler une maladie récessive rare (en cas d'mmik$ ou une pathologie liée au
phénomene d'empreinte parentale, comme dans cedamde syndrome de Prader-Willi
ou d’Angelman.

Un certain nombre de cas de porteurs de MCS ave®uP sont rapportés dans la
littérature (Kotzot, 2002 ; Shaffet al, 2001, Starket al, 2003).

DUP publications
Robinsoret al, 1993; Chengt al, 1994; Betticet al, 1996;
MCS(15)
Mignonet al, 1996; Robertst al, 2002
MCS(1) Rothlisbergeet al, 2001; Finelliet al, 2001
MCS(7) Miyoshiet al, 1999
MCS(4) Starkeet al, 2003
MCS(6) Jamest al,, 1995
MCS(9) Anderlidet al,, 2001
MCS(10) Schlegett al, 2002
MCS(11) Starkeet al, 2003
MCS(12) Von Eggelingt al,, 2002
MCS(20) Chudobeat al., 1999
MCS(22) Bartelst al, 2003

Tableau IV : Revue de littérature de quelques eadl@S avec DUP
(d’apres Liehret al, 2004)
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Prédire les effets de la DUP sur le phénotype eshptexe car trois facteurs
indépendants sont impliqués (Ledbetter et Engé&5)19
» Les effets de la trisomie sur le placenta ou leigget
» La présence d'une maladie récessive autosomiquased’isodisomie,

» Les effets des génes soumis a I'empreinte parede&abtertains chromosomes (6, 7,
11, 14, 15 et 20).

Des phénotypes anormaux associés a une disomiareniple ont été observés entre
autre, dans le syndrome de Beckwith-Wiedemann (OlgPpaternel), le syndrome
d’Angelman (DUP15 paternel), le syndrome de Pratlghi- (DUP15 maternel), et le
diabéte transitoire du nouveau-né (DUP6). Plusigunrslications rapportent des cas de
MCS avec DUP (Tableau IV).

1.2.7. Trouble de la fertilité

Une corrélation entre la présence d'un MCS et d'infertilité est grandement
suspectée. Plusieurs études rapportent une in@d&egée de patients porteurs de MCS
parmi les hommes infertiles avec un phénotype nb(Pandiyanet al, 1996 ; Testaret
al., 1996 ; Wangpt al, 2009).

Le taux de MCS présent dans la population générakcemment été déterminé et
atteint 0,044%. Celui-ci s’éleve a 0,125% dansdesupes infertiles. Par ailleurs, une
différence est observée entre les hommes (0,16%%gsefemmes (0,022%) infertiles
(Liehr et al, 2007 ; Figure n°17 ).

50
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45 i

25.

20

15

10

‘A i M I 1 CHa ] &
12346678 9101121331158 17181020222 Y acro chromosom
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Figure n°17 : Distribution chromosomique des MC8zles patients infertiles en
fonction du sexe (d’aprés Manvelyanal., 2008)
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Le MCS(15) est plus spécifiquement rapporté chehtammes infertiles avec oligo-
ou azoospermie. C’est pourquoi le sperme des hormfertiles porteur du MCS dérivé du
chromosome 15 a été préférentiellement étudié.

L’analyse de patients avec une MCS(15) montre @jé% des spermatozoides sont
unisomiques, 17% sont disomiques et 0,3% sontnbicgees pour le chromosome 15
(Eggermanret al, 2002) . Une étude de la ségrégation méiotiquetraajue la fréquence
d’aneuploidie est significativement plus élevée,caurs de la gamétogenése, chez les
patients avec un MCS (Martiet al, 1986). Le MCS, méme sans euchromatine, pourrait
donc avoir un réle dans l'infertilité masculine &ffiectant le processus de la gamétogenese
lors de la méiose | et en augmentant le taux dediganctions méiotiques.

Lorsque les patients infertiles sont porteurs dW@S, celui-ci est originaire d’'un
chromosome acrocentriqgue dans 88% des cas ebiWgepnent des chromosomes 15 ou 14
dans 60% des cas (Manvelyainal, 2008 ; Figure n°17 et 18).

all sSMC
B infertile sSSMC

14 16

Figure n°18 : Pourcentage de MCS(14) et de MCS¢ti& les porteurs de MCS
dans la population générale et les patients itder{d’aprés Manvelyaet al,
2008).

Le taux de MCS(14) dans le groupe des patientstilefe est environ 4 fois plus
élevé que pour I'ensemble des cas de MCS étudiésur®e hypothése n'a été proposée
pour expliquer cette observation.

Les patients infertiles peuvent étre divisés enodiges (Figure n°19a):

i)  Syndrome oligoasthénoteratozoospermique (OAT),
i)  Ameénorrhée,
i) Avortements répétés (RAB),

iv) Infertilité inexpliquée (FP).
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Figure n°19 : Distribution des différentes causésfettilité chez 111 patients
avec MCS, présenté selon le sexe du patient porfedr et l'origine
chromosomique (b) (d’aprés Manvelyainal, 2008).

Les aménorrhées et les OAT apparaissent plus sbgquamd le MCS est d’origine
acrocentrique (Figure n°19b). Etonnemeb8% des porteurs de MCS infertiles sont

hérités, avec une transmission préférentiellemextemelle (Figure n°20).

B de novo
o pat

U fam

Figure n°20 : Origine parentale de MCS (d’aprés Wéyanet al, 2008).
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Enfin, les MCS hérités semblent plus fréquemmesb@és aux avortements répétés
ou aux OAT que les MC8e novo(Figure n°21).

OAT

De novc Familiale & auFp
. RAB

Figure n°21 : Comparaison entre I'origine familiatlele novodes MCSs en
fonction des indications cliniques (d’aprés Maneaelgt al, 2008).

1.2.8. Absence d’anomalie du phénotype

Il est bien établi que dans 2 cas sur 3, les MC& dérivés de chromosomes
acrocentriques. Presque 70% de ces derniers st «deversions duplications »,
dicentriques, ne possédant pas d’euchromatine evapbd étre transmis sur plusieurs
générations. Dans ces cas, le MCS le plus fréeqstrie MCS dérivé du chromosome 15 :
50% des porteurs sont cliniquement sains. L'absermechromatine chez certains MCS,
donc de zones actives transcriptionnellement, eupli’absence d’anomalie phénotypique

parmi les porteurs.
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1.3. Historique des différentes stratégies pour dentification des MCS

Afin de déterminer l'origine et la composition d’'WACS, plusieurs techniques sont
disponibles allant des techniques conventionnedas techniques de cytogénétique
moléculaire les plus avancées comme la FISH muikcos ou la CGHarray.

Avant d’aborder les techniques moléculaires, n@ass@rons en revue les différentes

techniques de cytogénétique conventionnelle.

1.3.1. Cytogénétigue conventionnelle

Le caryogramme permet l'observation et la clasgific des chromosomes présents
au cours de la métaphase ou de la prométaphaseésbéution de la cytogénétique
classique est celle de la microscopie photoniqogtde a 5 mégabases.

Difféerentes techniques de marquage en bandes pemnetd’identifier les
chromosomes avec certitude et de détecter des é¢memfines de la structure
chromosomique. Aprés coloration, ces traitements font apparaitee lbng des
chromosomes, de facon reproductible d'une métaph#iaatre, une alternance de bandes
claires (peu colorées) et sombres (fortement cef)rd_a disposition topographique de ces
bandes est caractéristique d'un chromosome dotieéedE identique sur les 2 chromatides
soeurs et sur les deux chromosomes homologuesorindre de bandes observables pour
'ensemble des chromosomes varie d’environ 3000 @squ’a 800 par lot haploide.

Plusieurs techniques de marquage en bandes denagomes sont utilisées dans les
laboratoires de cytogénétique. Ces techniquesagparues dans les années 70. Les bandes
Q ont constitué la premiere méthode de coloratidisée pour produire des schémas de
bandes spécifiques. La coloration est réalisée lpamoutarde de Quinacrine avec
observation au microscope a fluorescence (Casperssaal, 1970). Les bandes G
(coloration au Giemsa) et les bandes R (schémasewees bandes G) ont ensuite été
décrites en 1971 par, respectivement, Seabriglab¢ignt, 1971) et Dutrilleux et Lejeune
(Dutrilleux et Lejeune, 1971). En 1973, Dutrillemet au point les bandes T (coloration
des extrémités des télomeres) puis Bloemal la coloration des NORnN(cleolar
organizing regioh en 1976 (Bloom et Goodpasture, 1976). La mémeégnYiunis met au
point une technique de marquage haute résolutisrcil@mosomes en prométaphase avec
le Bromo-desoxy-uridine ou BrdU (Yunét al, 1976).
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Les deux principales techniques de marquage enebaies chromosomes utilisées

en routine sont:

v' Les bandes Gobtenues par dénaturation enzymatique, avec deypaine, des
chromosomes. La trypsine digere les protéines eingte I'apparition apres
coloration au Giemsa d'une succession de bandesep@ant de classer et
d’analyser les chromosomes. Les bandes G marqesntédions d’ADN riches en
liaison A-T et correspondent a des centres de cwadi®n précoces pauvres en

genes actifs et en séquengéds (Figure n°22).
v" Les bandes Robtenues par dénaturation thermique des chromasdme bandes

R marquent des régions d’ADN riches en liaison @e@espondant a des régions

riches en genes actifs et en séqueadegFigure n°23).
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Figure n°22 : Caryogramme 46,XY en bandes G (résol400 bandes)
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Figure n°23 : Caryogramme 46,XX en bandes R (véisol 450 bandes)
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Il existe par ailleurs d’autres techniques de maggucomplémentaires qui permettent

d'analyser certaines régions particulieres du génom

v' Les bandes Cqui, par coloration au sulfate de Baryum, mettent évidence
I'hétérochromatine constitutive (1, 9, 16, Y). Elmrrespondent a des régions non
codantes du génome comme les régions centromer(gergghi et Hsu, 1971).

v' Les bandes Qsuperposables aux bandes G, colorent intensémeatriie distale,
hétérochromatique, des bras longs de I'Y, certamstromeres et certains bras
courts des acrocentriques (Casperssal, 1970).

v" Les NOR qui, par dépo6t de nitrate d’argent, mettent enenge les organisateurs
nucléolaires. Ces structures correspondent awonggidlu génome contenant les

genes qui codent pour les ribosomes (Bloom et Gastdpe, 1976).

Ces techniques de cytogénétique conventionnellé sffitaces pour repérer les
anomalies de nombre ainsi que certains remaniengtstructure avec un niveau de
résolution maximum de cing meégabases. La réalisatdun caryotype est donc la
technique de référence pour détecter un MCS, miasest souvent insuffisante pour
identifier I'origine chromosomique dont il dérivé&’identification d’'un MCS requiert
souvent ['utilisation des techniques de cytogéntigqoléculaire. Néanmoins, le banding
obtenu sur des MCS de grande taille (exemple hiemsosomes 9p ou 12p) ou la présence
de satellites permet d’orienter fortement les epgilons complémentaires en cytogénétique

moléculaire.

1.3.2. Hybridation in situ en Fluorescence (FISH)

Les anomalies chromosomiques d’une taille inféaeu Mb, ou les réarrangements
complexes, sont trés difficiles a identifier aves techniques de bandes conventionnelles.
Les techniques modernes de cytogénétique moléeuldiasées sur la FISH et qui
combinent la cytogénétique conventionnelle avegédaétique moléculaire, tentent de
palier a cette limite.

A la fin des années 80, le développement teclgigple et I'augmentation de la
sensibilité des anticorps ont facilité le développat rapide des méthodes basées sur
I'hybridation in situ en fluorescence, permettant ainsi I'étude deslleslien interphase et

une caractérisation plus précise des anomaliesndsomiques.
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Le principe général de la FISH est illustré parfigure n°24. Les techniques
d’hybridationin situ sont fondées sur la propriété de réassociationifspée des acides
nucléiques. Une sonde dénaturée (ADN simple brimqo&@ en solution peut hybrider
spécifiguement avec sa séquence cible (prépareliomosomique dénaturée) grace a la
complémentarité des bases nucléotidiques. La selaqiparie par des liaisons hydrogéene
établies selon les critéres de Watson et Crick. hydsides infideles et les molécules de
sonde non hybridées sont éliminés par lavages,lesiibybrides spécifiques sont révélés,
en général par fluorescence directe. Enfin, I'olestson s’effectue grace a un microscope a

epifluorescence.

Fluorescent In Situ Hybridization (FISH)

Marquage avec
molécules
fluorescentes

Dénaturation
(cibles et sondes)

Figure n°24 : Principe de I'Hybridatian situen Fluorescence

1.3.2.1. Techniques ciblées ou FISH conventionnelle

On distingue quatre types de sondes en FISH coowveedle, en fonction des
structures capables d’étre identifiées dans lesaunoyellulaires ou sur métaphases : les
sondes spécifigues d’'un géne ou d'un locus, leddesrcentromériques, les sondes

subtélomériques et les sondes de peintures chromgses.

-39 -



A T'heure actuelle, un grand nombre de sondes cawiales sont disponibles,
permettant toutes un résultat rapide et fiable pmaractériser des anomalies

chromosomiques.

1.3.2.1.1. "WCP FISH

Les sondes WCPWNhole Chromosome Paintipgont des sondes complexes d’ADN,
générées, par exemple, a partir de microfragmesgsciromosomes, puis amplifiées par
DOP-PCR Degenerate Oligonucleotide Primer — Polymerase @hRieactioh Ces
sondes identifient et hybrident avec de multipléguences du chromosome. Ainsi, apres
I'hybridation, la peinture apparait uniforme suottde chromosome. Elles sont utilisées
pour détecter des translocations difficiles a idiemtavec les techniques de cytogénétique
conventionnelle mais aussi pour identifier I'origid’'un matériel additionnel présent sur un
dérivé chromosomique ou d’'un MCS.

Les principaux inconvénients de l'utilisation des @dndes sont l'indétectabilité des
inversions paracentriques et leur niveau de résolutjui empéche la détection de

remaniements chromosomiques inférieurs a 2-3 Mb.

1.3.2.1.2. _Sondes centromériques spécifiques (CEP)

Les sondes CEP Chromosome enumeration prgbedentifient les régions
centromeériques, lesquels sont pratiguement ideesigpour tous les chromosomes.
Cependant, ces régions se difféerencient par 2-3%euleséquence, permettant ainsi de
distinguer les centroméres individuellement, adaption des chromosomes 13 et 21.

Elles permettent de détecter les chromosomes @¢rdifier des anomalies de type
numerique, notamment les monosomies, les trisogtiasitres aneuploidies en métaphase,

mais également en interphase.

1.3.2.1.3. Sondes locus spécifiques

Les sondes locus spécifiques hybrident avec ungeség unique d’ADN, c'est-a-dire
gu’elles sont spécifiques d’'un locus déterminé. $@sdes de séquence unique permettent
de détecter les réarrangements de structures des gende régions chromosomiques et
d’identifier des délétions et des duplications sidnascopiques jusqu’a 3Mb (Ledbetter et

Ballabio, 1995). Néanmoins, leur utilisation reqtide connaitre a priori la région a

étudier.

-40 -



Donc, ces sondes permettent la mise en évidencelerages microdélétions,
microduplications, translocations, inversions ateau d’'une région précise. De plus, elles
peuvent nous renseigner sur la constitution d’'unSylar exemple en mettant en évidence
le locus SNRPN sur un MCS(15).

1.3.2.1.4. Sondes subtélomériques

Les sondes subtélomériques sont des sondes d’AGINidgntifient les régions
chromosomiques proches des télomeres contenargédggnces uniques spécifiques de
chaque chromosome. La taille de la sonde varie &firet 100Kb. Il s’agit d’un outil tres
utile pour détecter de nombreuses anomalies chrmqgses impliquant les régions

subtélomériques (Flint et Knight, 2003).

Les techniques ciblées précédemment présentéepemsettent pas d’explorer
'ensemble des chromosomes simultanément. Aussialesence d’orientation clinique ou

cytogénétique, des techniques d’approche plus Eqisivent étre envisagées.

1.3.2.2 Les techniques de FISH 24-couleurs

La technique de cytogénétique moléculaire FISH ipleit (M-FISH) utilise
simultanément un meélange de 24 sondes de peintur@mosomique qui hybrident
spécifiguement tous les chromosomes sur une mém@phase, permettant une
identification des 22 paires d’autosomes homologaida paire de gonosome (Speicker
al., 1996). Le résultat obtenu est un caryotype amecw qui permet la détection et la
classification, de maniere rapide, des anomalies raenbre et de structures
interchromosomiques.

Le mélange de sondes de 24 couleurs utilisé estueiement commercial. Par
exemple, Metasystetha mis au point un kit commercial (24XCyte Human lfidolor
FISH Probe Kit) donnant d’excellents résultats ales préparations de lymphocytes,
moelle osseuse et cellules cultivées. Pour I'omantie ces mélanges, il faut suivre un
protocole spécifique pour extraire et marquer ’ADMe fois ’ADN obtenu, le marquage
est réalisé avec une grande variété de fluoroctsopee différentes méthodesidk
translation, DOP-PCR ou random primjei,a M-FISH utilise 24 sondes marquées par
cing fluorochromes différents utilisés séparémemten combinaison de deux ou trois.
Chaque paire chromosomique possede une combinalisogouleurs caractéristiques
(Figure n°25).

-41 -



La technique de M-FISH améliore lefficacité destras techniques de FISH
conventionnelle puisqu’elle permet la visualisatida toutes les sondes de peinture
chromosomique sur une méme meétaphase, simultanéeteatec une hybridation unique.
L’analyse est ainsi plus rapide et requiert moiegjdantité en échantillon. Cette technique
permet lidentification rapide de translocationsingertions cryptiques plus ou moins
complexes, d’aneusomies et des MCS.

Parallelement, Schroolt al, (1996) ont développé une méthode similaire #a
FISH, qui permet d’obtenir un caryotype spectg&pédctral Karyotyping, SKY

Les deux techniques ont une résolution d’envirorb{Bichrocket al, 1996 ; Jalal et
Law, 1999).

La différence entre les deux techniques résiddesorode d’acquisition et d’analyse
des images. Tandis que la M-FISH utilise un filggique spécifique pour la capture de
chaque fluorochrome, le SKY utilise un interféroregtéalisant une interprétation basée
sur un spectre généré au niveau de chaque pixelpéetre est ensuite transformé en une
pseudo-couleur permettant la réalisation d’un dgpgspectral.

Dans la technique de M-FISH, il y a une analysetalgy des images acquises
séparément pour chacun des cing fluorochromes agermd’'une caméra CCDCharge
Couple Devick Ces images sont ensuite analysées par un lbgp@eifique, générant une
image composée, dans laquelle chague chromosonEsestiocoloré en fonction de sa
combinaison de fluorochromes.

Dans la technique SKY, l'analyse nécessite une m@n@CD couplée a la
spectroscopie de Fourier. Un interférométre émetpactre fluorescent suivant la longueur
d’'onde de chaque pixel, le long de chaque chromesgmis un logiciel applique une
classification algorithmique afin d’obtenir I'imagies 24 chromosomes pseudocolorés.

Ces techniques ont donc le grand avantage de cemliisensibilité de la FISH avec
une vision globale des anomalies chromosomiqueseptés, dans une expérience unique.
Cependant, ces méthodes ne permettent pas la misévidence de microdélétions,
insertions et translocations de petites tailleg(iaures a 500-1500 Kb), pour lesquelles il
est nécessaire d'utiliser des sondes locus speegiq

Dans le cadre des MCS, la technique de M-FISH estoutil permettant
I'identification de I'euchromatine du marqueur sandiquer la région chromosomique
impliquée mais apportant une information sur I'oregdu MCS dans la plupart des cas
(Sengeeet al, 1998 ; Uhriget al, 1999).
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Figure n°25 : Caryogramme normal en M-FISH avddtl@4XCyte-Metasystefh

1.3.2.3 ArmFISH

La technique armFISH est une nouvelle techniqueant de la M-FISH, permettant
d’identifier, par une couleur différente, tous lesas chromosomiques. Développée par
Karhuet al (2001), cette technique M-FISH a 42 couleurssatitleux étapes :

- une analyse conventionnelle de M-FISH est en efieu réalisée avec le kit
commercial M-FISH-kit (24XCyte, MetaSystems, Algheim, Germany). Les
chromosomes sont classés et les translocationsistedtées.

- une analyse est ensuite réalisée avec I'armdaet.kit est constitué de sondes
spécifigues des bras chromosomiques pour l'ensenddle bras p et ¢
chromosomiques de I'homme, a I'exception des boasts (p-) des chromosomes
acrocentriques et Y. Le mélange arm-kit contiestsiendes suivantes : 1q, 2p, 3p,
4p, 5p, 69, 7p, 8qg, 9p, 10q, 11q, 12q, 16p, 17m, 1BWp, 20p, et Xp.
L’hybridation avec I'arm-kit se combine a la preneiéétape de classification et
s'interpréte « + » ou «-».

L’analyse par armFISH permet de définir les tracalimns de facon plus précise
gu’'avec la techniqgue M-FISH. Par exemple, les toaagions t(5;8), 1(16;15;16), et t(7;17)
montrées par M-FISH se révélent étre t(5q ;8p)6p(15q;16p), et der(7)t(7p;17q9) en
armFISH (Figure n°26).
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L’armFISH est donc une technique efficace pourci@sctérisations des aberrations

chromosomiques qui peut étre appliquée aux MCS.

mFISH arm-kit armFISH
- } t(54;8p)
mFISH arm-kit armFISH

16

15
16

t(16p;15q;16p)

mFISH arm-kit armFISH

L der(7)t(7p;17q)

Figure n°26 : Trois chromosomes anormaux sont r@entA gauche le
chromosome pseudocolorée en M-FISH, a droite kctiénh par I'hybridation
avec I'arm-kit (5p, 7p, 8p, 16p) ainsi que l'integfation (+ ou -). Aprés l'analyse
par I'armFISH les réarrangements peuvent étre d&fmmme t(5q;8p), t(16p;
15q,16p), et der(7)t(7p;17q) (d’apres Kasetwal, 2001).

1.3.2.4 AcroMFISH

L’acroMFISH est une technique permettant l'idectfion des chromosomes
acrocentriqgues avec un mélange de sondes peintpoes chaque chromosome
acrocentrique (13, 14, 15, 21 et 22), de sondesamariques (13+21, 14+22, et 15) et de
sondes ADN-ribosomale permettant de repérer 'ADMNgure n°27, 28 et Tableau V). La
caractéristique particuliere de l'acroMFISH est datection simultanée des régions
hétérochromatiques et euchromatiques des chromasates groupes D et G. Cette
technique a été décrite en 2001 par Laeged. (Langeret al, 2001).

Tous les signaux sont clairement visibles et lesnpmsants respectifs des

chromosomes acrocentriques peuvent étre idendfiés facilité.
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Figure n°27 : Schéma montrant les sondes utiliséas|’AcroM-FISH (d’aprés
Langeret al, 2001).

a - DAPI.
b - image avec tous les satellites
hybridés (DEAC).
-~ ., |} - isothiocyanate Fluoresceine.
" cen’;: ,/. d = Cy3
o e - Cy3.5.
f - Cyb5.
g - image générée a partir des cing
images précédentes (b—f)
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Figure n°28: AcroM-FISH sur métaphase (d’apres keargal, 2001).

Probe DEAC  Dngowmmm — FITC Cy2 Biotm — Cy35 Oyl
X
X
b4 X
X
X
X
Chremosomes 14722 centromeres X
Chromosome 15 cenmomeres X
BEMA probe X

Tableau V: Résumé des sondes utilisées en AcroMEd&ipres Langeet al,
2001).
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Cette technique est rapide, efficace et exhauptive caractériser les MCS satellisés.
Elle est basée sur le fait que deux tiers des M&&eht de chromosomes acrocentriques
(15 et 22 les plus communs). L’acroMFISH permetadde caractériser environ deux tiers

de tous les MCS. Pour le tiers restant, l'utilisatd’autres techniques est nécessaire.

1.3.2.5. CenMFISH

La technique cenM-FISH est basée sur le méme permie la FISH-24 couleurs a la
différence que les sondes utilisées correspondentddférentes régions centromeériques.
La technique nécessite 5 fluorochromes différeatsscuin seul mélange et vont s’hybrider
simultanément (Tableau VI).

Les centromeres des chromosomes 1, 5 et 19, 41& &t 21, et 14 et 22 partagent
presque la méme région alpha centromérique. Paurosuer le probleme, on utilise des
sondes spécifiques centromériques des chromosome@ te couleurs différentes. Pour le
chromosome 5, une sonde spécifique est utilisépoet le chromosome 1, une sonde
spécifiqgue pour I'hétérochromatine subtélomérique 112 est employée. L’ADN-
satellite des chromosomes 13 et 21 est identi@ @6 et aucune sonde spécifique n'a pu
étre développée. Donc, mise a part les chromosdidext 21, tous les centroméres sont
couverts (Nietzeét al, 2001, Figure n°29).

L'utilité de la technique cenM-FISH pour l'identftion de tres petits MCS sans
euchromatine a été démontrée aussi bien en patboklugjuise que constitutionnelle
(Nietzelet al, 2001).

L’avantage de cette technique est la possibiliiéedtifier de maniére rapide les
petits MCS constitués principalement d’hétéroctatine, en 24 heures, apres la détection
en cytogénétiqgue conventionnelle (bandes R ou @)a @n fait un bon outil dans le
domaine du diagnostic prénatal.

L'inconvénient de cette technique réside dans dpacité d’identifier des MCS avec
un néocentromere et de ne donner aucun renseighemeta composition possible en

euchromatine du marqueur.
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Tableau VI: Les différents mélanges de fluorochremdisés en fonction des
chromosomes (d’apres Nietadlal, 2001).

cenM-FISH

der(14)(p13->g11)

Figure n°29: Caryotype avec un MCS(14) obtenu @ae¢hnique de cenM-FISH
(d’aprés Nietzeét al, 2001).

1.3.2.6 SubcenM-FISH

by

La technique SubcenM-FISH utilise 43 sondes difftee obtenues a partir de
chromosomes atrtificiels de bactérie (BAC) et deonfosomes artificiels de levure (YAC)
permettant de localiser la région proximale de aeathromosome humain.

Les bras courts des chromosomes 13, 14, 15, 22 sbr& couverts par une sonde

qui hybride tous les bras courts des chromosonresetriques (Figure n°30 et n°31).
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Figure n°30: Cibles des sondes du kit subcenM-HiB&preés Starket al.,
2003).
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Figure n°31: Caryogramme normal obtenu avec lanigcie subcenM-FISH
(d’aprés Starket al, 2003).

Ces techniques d’approche globale sont insuffisaptaur caractériser le MCS et

parfois ne permettent pas son identification. Dlegitechniques ont donc été développées.

-48 -



1.3.3. Microdissection chromosomigue

La microdissection fait appel a un systéme lasea ole fines aiguilles de verres qui
se déplacent grace a un micromanipulateur congélélédroniquement. Elle permet, a partir
de métaphases de patients, d’isoler une régiorifspecd’'un chromosome ou un éventuel
MCS. Le matériel isolé est amplifié par DOP-PCR et da&mése par la technique de FISH
inverse, réalisant ainsi une « reverse painting ».

Cette technique nécessite un matériel adapté éewoimais permet de déterminer

I'origine chromosomique d’'un MCS.

1.3.4. CGH-array

1.3.4.1 Historique

La cytogénétiqgue connait depuis une vingtaine dasmun nouveau développement
grace a l'essor des techniques de cytogénétiquecalaire. Ces technigues sont largement
utilisées en pratique clinique, aussi bien en &mégque constitutionnelle pré- et post-
natale qu'en cytogénétiqgue hématologique et onimpleg

L’hybridation génomique comparative sur chromosof@sSH) a été décrite en 1992
par Kallioniemiet al (Kalloniemi et al, 1992). Il s’agit alors d’une technique d’analyse
globale du génome reposant sur I'hybridation coitipét de fragments d’ADN d’un
patient et d'un témoin, sur des métaphases normaf@es cohybridation des deux ADN
marqués par des fluorochromes différents (le paenvert et le témoin en rouge par
exemple), un logiciel informatique calcule le rapgpale fluorescence des deux
fluorochromes. Cette technique permet l'identifimatde déséquilibres chromosomiques et
également de déterminer l'origine et la composititun MCS (Breenret al, 1999). La
résolution est celle de la bande chromosomiqust-a‘elire 5-10Mb. A la fin des années
1990, Solinas-Toldet al (Solinas Toldoet al, 1997) puis Pinkeét al (Pinkelet al,
1998) ont montré la possibilité de réaliser des GiHdes lames ou sont fixés des milliers
de fragments d’ADN. Ces progrés technologiquesauvert la voie a la mise au point
d’'une nouvelle technique d’exploration du génoméomuatisable, ayant une sensibilité
pouvant atteindre quelques kilobases: la C&ky ou hybridation génomique
comparative sur puces a ADN.

Des fragments d’ADN séquencés ou de BACs ont pal fétés sur des lames. La
position des BACs sur le génome étant connue slalution de la technique est déterminée
par le nombre de BACs ainsi que leur localisatiBar exemple, une puce a ADN
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composée de 3000 clones correspond a des loci oBmmniques espacés toutes les
mégabases permettant d’obtenir une résolution d'négabase. Ainsi, la réalisation d’'une
CGH-array utilisant ce type de puce permet dobtenir uneoltdon cing fois plus
importante que celle des techniques de cytogéretmpnventionnelle estimée a cinq
mégabases.

En 2004, la résolution est portée a 80kb (Ishkaetaal, 2004) grace a une puce
contenant 32433 BACs couvrant ainsi I'ensemble&hoge.

En 2006, des puces contenant des milliers d'oligéatides de tailles comprises
entre 20 et 80pb ont encore permis d’améliorer dsolution a quelques kilobases
(Lockwoodet al, 2006).

Par la suite, il a été possible de fabriquer desepwypersonnalisées. Par exemple,
Ballif et alont développé une technique de C@iray haute densité avec un grand
nombre de clones BACs dans les régions péricentiquas pour analyser des MCS
(Ballif et al, 2007).

Enfin, une technique utilisant la technique de C&kifl microréseau a été développée.
Il s’agit de I'«array-painting ». Elle est utilisée pour identifier Ipsints de cassure de
translocations mais peut également étre utilisée paractériser des MCS (Griblee al.,
2009). Comme la microdissection, le marqueur chsomoque est isolé puis amplifié. Il

est ensuite hybridé sur micro-réseau.

1.3.4.2 Principe général de la CGH

La CGHarray est une technique reposant sur le méme princigelguGH sur
chromosomes mais elle permet une analyse avecumhglut niveau de résolution. Le
principe repose sur I'hybridation comparative deuxdeADNs marqués par des
fluorochromes différents, non pas sur des chromespmais sur des séquences d’ADN
déposées sur une lame de verre formant un micauréegkette technique permet de mettre
en évidence des variations du nombre de copie (G les deux ADNSs. Les fragments
d’ADN déposés sur la lame peuvent étre des BACELf2Aéquences d’oligonucléotides
longues ou courtes. Ces oligonucléotides sontyit®te plus souvent par synthésesitu.

Il est ainsi possible de déposer plusieurs milldgssondes sur une lame, chaque sonde
correspondant a une région précise du génome dguadition est connue. Le niveau de
résolution obtenu dépend du nombre de sondes d&peseéla lame.

La premiere étape consiste a extraire 'ADN d’'unigrd a partir des lymphocytes.

Ensuite, une gquantité équivalente de 'ADN du pdtiet de 'ADN d’'un témoin sont
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marqués par « random priming ». L'ADN témoin estrgqu@& en cyanine 5 (Cy5) ou en
Alexa Fluor 5(AlI5) (rouge) et 'ADN test en cyaniBgCy3) ou Alexa Fluor 3 (Al3) (vert).
Les sondes sont ensuite mélangées avec de I'ADNL Csditure les séquences répétées
contenues dans les sondes) et déposées sur lallaneme est ensuite placée dans une
chambre d'hybridation pendant au minimum 24 hear8% °C. Pendant cette période, les
ADN marqués vont shybrider de facon compétitive raveau des séquences d’ADN
déposées sur la lame. Apres lavage de la lame pamal’éliminer les sondes non
hybridées, la lecture des signaux (intensité deréiscence de 'ADN marqué a la Cy3 et de
I'ADN marqué a la Cyb) est réalisée grace a unrsrataser automatisé. Une analyse
bioinformatique des données est ensuite réalidégda d'un logiciel. Il attribue, grace a
une grille, I'oligonucléotide correspondant a chaguint de I'image. Les points aberrants
dont le signal est hétérogene sont identifies eirrpat étre retirés lors de I'analyse des
résultats. Plusieurs facteurs de correction sopliues afin de soustraire le bruit de fond,
corriger les erreurs de mesure et normaliser hisité des fluorochromes. Aprés
normalisation des intensités de fluorescence,deilel établit un rapport des intensités de
fluorescence (RIF) et donne une représentationhgrap de ce rapport exprimé en échelle
logarithmique kpg2 ratio) (Figure n°32).

Cette analyse est répétée pour I'ensemble desradxpud’ADN présentes sur la lame.
Pour chacune d'entre elles, un RIF égal a 1 cavrebp un nombre de copies normal c'est-
a-dire deux ; un RIF de 1,5 correspond a un gainedtopie et un RIF 0,5 a la perte d'une
copie.

ADN Témoin ADN Test
1: Les Sondes

WA WA,

\~/

Hyhridation comparative

hmmm” 2: Les cibles

3 : Capture des signaux

i ?umM1mqw || 4: Analyse des signaux

Figure n°32 : Principe de I'hybridation génomigwenparative sur microréseau
d’ADN (d’apres Beri-Dexheimeet al, 2007)
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1.3.4.3 Interprétation

Les résultats sont présentés dans un graphiqueranoné rapport d’intensité de
fluorescence V/R exprimé en échelle logarithmigue fenction de la position sur le
chromosome (du télomére du bras court au télomearérds long). Un rapport V/R<1
indique une perte de I'’ADN test, un rapport V/R>1 gain de I'ADN test et la valeur 1
correspond a une absence de déseéquilibre. Cettte iiglique la présence d’'une quantité
équivalente entre 'ADN test et 'ADN témoin. La théde de marquage inverse, dye
swap, de I'ADN test et témoin, permet de confirmeerdéséquilibre (image en miroir).
Chaque point du graphique correspond a une cibh¢ docartographie physique sur le
chromosome est connue, permettant ainsi de quantfiaille de 'anomalie et d’apprécier

les génes impliqués dans le remaniement.

Il existe des logiciels permettant d’aider dansitérprétation des résultats. Par
exemple, le logicielDNA Analyticamet a disposition les outils biostatistiques suisan

- le scatter-plotpermettant de visualiser les points du microrésgaionction
de leur position sur le chromosome.

- la moyenne mobile permettant une visualisatignde des pertes et gains
sur les chromosomes. Elle est représentée parigme le long de chaque
chromosome (Figure n°33).

- Les outils statistiques comme le z-score ou IB&A1 et 2) permettant de

déterminer les régions déseéquilibrées.

Avant d’analyser les résultats, les données de@enqualité déterminées également
par le logiciel sont importantes pour juger dedaldé de I'expérience. Il s’agit du bruit de
fond, de l'intensité du signal, du rapport signalibet de la dispersion de la dérivée du
log-ratio (DLRS). Plus le DLRS est faible (<0,2)eiffreure est la qualité des résultats. Un
rapport de contrdle qualitéQC repor) récapitule ces données et permet d’évaluer la

qualité de I'expérience d'un coup d'oeil (Annexe 1)
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Figure n°33 : Détail d’'une puce ADN Agilent™ apiadridation. Ratios de
fluorescence mesurés par le logiciel DNA-analytiosf'résentés sous forme
graphique (exemple d’'une duplication 6p21.2p22.1).

Les critéres utilisés pour retenir un CNV (Copy NnemVariation) varie selon le type
de puce utilisé et I'expérience des équipes. Periplices a oligonucléotides de la société
Agilent, un CNV est généralement retenue lorsquizains 3 oligonucléotides contigus
dévient dans le méme sens. La principale difficatigsiste a établir si la variation (CNV)
possede un effet délétére ou s’il s’agit d’'un pajyphisme (CNP = copy number
polymorphism), c'est-a-dire sans conséquence pyiqae. Pour aider I'interprétation, il
existe des bases de données mises a jour régutigraromme DGV Data of Genomic
Variation) qui rapportent 'ensemble des polymorphismes aenkn principe, on retient la
variation comme un polymorphisme lorsque celuii epporté plusieurs fois dans le
méme sens (gain ou perte). Cependant, il faut rrgstedent sur l'utilisation de cette
banque de donnée car des CNV répertoriés commenpghisme peuvent par la suite
s’avérer déléteres. Il est donc indispensable defraater le CNV (I'implication
d’éventuels genes contenus dans cette région)lesetgnes cliniques du patient.

S’il s’agit d’'un polymorphisme, il n’y a pas lielegoursuivre les investigations mais
il faut le mentionner dans le compte rendu techmid®ar contre, si la variation n’est pas
rapportée dan®GYV, il faut chercher a savoir si les génes conterarssde CNV sont
connus pour étre impliqué en pathologie. Des bdsesonnées comme UCSC, NCBI,
OMIM ou BACH, ECARUCA ou DECIPHER vont pouvoir nodsnner des informations
sur ces genes, en indiguant leur réle et notamreemtimplication dans d’éventuelles
pathologies.

Toute anomalie décelée par la C@Hay doit étre vérifiee par une seconde
technique indépendante : FISH, MLPA ou PCR quéaiuéa
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Les remaniements de structures équilibrés et lemalies de ploidie (triploidie) ne
sont pas détectés par cette technique purementitgtiae. Donc la CGHarray est limitée
aux anomalies déséquilibrées. Ainsi, dans le cak drise en évidence d’'une anomalie
déséquilibrée chez un patient, 'analyse des psrest nécessaire pour rechercher un
eventuel remaniement équilibré (Beri-Dexheirseral, 2007). Cette analyse fait appel a
une technique FISH sur métaphases a l'aide de sospkxifiques, afin d’'identifier une
translocation, une inversion ou une insertion, @mavalors avoir un impact sur la
récurrence d'un désequilibre ultérieur dans la eledance du couple mais aussi de ses
apparentés.

La derniére notion importante est celle du mosaieisEn effet, certaines variations
sont retrouvées en mosaique. Balifal (Ballif et al, 2006) ont montré que la CGhiray
a une bonne sensibilité pour détecter les désboeslichromosomiques en mosaiques
supérieures a 10%. Les rapports des log2 ratioalorg modifiés (et il faut étre attentif a

la variation de la moyenne mobile).
Ainsi, chaque technique de cytogénétigue moléailactuellement disponible

possede leurs avantages et leurs inconvénientss tatactéristiques sont résumees dans le
tableau VII.
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AVANTAGES

INCONVENIENTS

FISH

conventionnelle

Permet d’étudier les anomali
sur métaphase et interphase

Rapide

Analyse sur un grand nombre

de cellules

Haute sensibilité et spécificite

Applicable avec peu de
cellules

Nécessite de connaitre a
priori 'anomalie a étudier
Nécessite I'utilisation de
sondes « maisons » en
I'absence de sondes
commerciales disponible

Etudie seulement une ou pe
d’anomalies en une

u

expéerience
M-FISH/SKY Permet I'obtention - Nécessite des cellules en

d’information sur tous les division

chromosomes » Ne détecte pas des anomalies

Trés utile pour des caryotypes  de structure

complexes et les intrachromosomique

réarrangements cryptiques | . Ne détecte pas les anomalies

Identifie I'euchromatine d’'un de structures <2Mb

MCS = Ne détermine pas les bandes
chromosomiques exactes
impliquées dans le
réarrangement

CenM-FISH Permet d’étudier les anomalies  Ne distingue pas les

sur métaphase centromeéres des

Temps d’hybridation court chromosomes 13 et 21

(0.5-2h) = Ne détecte pas les MCS ne
contenant pas de séquences
alpha-satellite
(néocentromeres)

CGH-array Haute résolution (dépend de la Ne détecte pas les

taille et de I'espace des sondes

utilisés sur la puce)

Pas besoin de suspecter un
type d’anomalie

Permet de détecter des
déséquilibres inférieurs a 10(
kb

réarrangements équilibrés

Détecte beaucoup de
polymorphismes

Tableau VII : Principaux avantages et inconvénieetta CGHarray et des différentes
techniques de FISH.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1

Les patients

L’objectif de I'étude était double :

o

Les

Identifier et caractériser par CGitray 10 MCS détectés sur le caryotype de

patients présentant un retard mental.

Comparer [efficacité de 2 puces a oligonuclédidene puce commerciale

180K et une puce réalisée a facon (personnaligeE de la société Agilent.
patients sélectionnés pour I'étude présentaikss marqueurs difficilement

identifiables par les techniques de cytogénétiquventionnelle.

Les patients et leurs parents ont tous consultgengticien, été informé de I'étude et

signé un consentement qui a recu I'aval du CPP (téatke Protection des Personnes) Sud

EstIV.

Patient 1

Patient 2 :

Patient 3 :

. Abdoulkadir A., né en 2003, présenteretard psychomoteur avec une
dysplasie vermienne. Le caryotype est demandéisonrd’un retard global des
acquisitions, d’'une hypertonie segmentaire, d’'uarcede croissance et d’'une
dysmorphie faciale. Par ailleurs, le patient a t#y@e un asthme. Le caryotype
a permis de mettre en évidence un MCS de petitke,t@n anneau et en

mosaique estimée a 28%.

Cécilia A. est née en 2004. Son capgoBst réalisé dans un contexte de retard
psychomoteur et de chromosome surnuméraire familial petit MCS en
mosaique, a hauteur de 25%, a été mis en évidende saryotype de la mere
et de la sceur. Le caryotype révéle un MCS de pttilie, en anneau et en
mosaique estimée a 40% qui pourrait étre a I'ogigin retard mental familial.

Ines B. est né en 1992. Son caryotgpealisé dans le cadre d’un retard mental
associé a une dysmorphie faciale. Le caryotype mamt petit MCS en anneau

et en mosaique estimée a 16%.

Patient 4 : Yanis L., né en 2003, est issu d’'unptmunon apparenté et sans antécédent

particulier. La grossesse a été marquée par une clacale augmentée (5mm)
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motivant la réalisation d’'un caryotype fcetal (46)X¥ar la suite, il n'y a pas eu
de retard des acquisitions motrices mais une pi@pequise a 4 ans et un
retard de langage. Il présente une dysmorphie léacides troubles de la
coordination et de I'organisation des gestes, @amtément des mamelons et au
niveau des pieds, un écartement des espaces ermres| orteil et le deuxieme
doigt. Le caryotype révele un MCS de petite tadle mosaique sur 8% des

cellules examinées.

Patient 5 : Alyssia S., née en 2007, est le presméaint d'un couple non apparenté sans

Patient 6 :

Patient 7 :

Patient 8 :

antécédent familial. L’enfant présente un retargcpsmoteur associé a une
splénomégalie, une dysmorphie faciale, une graaitle £t une microcéphalie.
Le caryotype est réalisé en raison d’'un retardtateron isolé. Le caryotype

révele un MCS en anneau et en mosaique estimé.a 29

Morgane V., née en 1993, est le dewxiénfiant d’'un couple. Son frére ainé est
bien portant. La patiente présente un colobomei ajo%in reflux veésico-
urétéral. L'examen clinigue montre également uarceinental, une dysmorphie
faciale et une aménorrhée primaire. Le caryotyperéslisé en raison de
difficultés d’apprentissage dans un contexte syméjae et révele un MCS de

petite taille, en anneau avec un taux de mosaisfiraé&a 58%.

Kyllian V., né en 1999, est un patigrtisentant des difficultés d’apprentissage.
Il a un frere et une sceur bien portants. Un capgist réalisé en raison de la
présence d’'un retard mental associé a une dysneofphiale. Le caryotype
révele un MCS de petite taille, en anneau et emaigas estimée a 75% des

cellules examinées.

Elise S., née en 1989, présente urdratantal, une dysmorphie faciale et une
épilepsie. Le caryotype des parents est normaktdrgotype de la patiente est
complexe avec présence d'une translocation entchremosome 9 et 21 sur
10% des cellules examinées ainsi qu'un MCS en aneen40% des cellules

examinées.
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Patient 9 : Lucie M., née en 2005, se voit prescuin caryotype en raison d'un retard
mental. L’examen clinique révéle un retard psychimmoavec des troubles de
la coordination, de I'équilibre, un retard de laggamportant, un retard des
acquisitions motrices et psychomotrices, une dystdas membres inférieurs et
une laxité ligamentaire. Par ailleurs, aucune dypime faciale n’est mise en
évidence. Le caryotype montre un MCS de tres ptilie en mosaique estimée
a 27% des cellules examinées. Le caryotype destgane révéle pas de MCS.

Patient 10 : Thomas P., né en 2004, est un pai@ntlequel un caryotype a été demandeé
en raison de la présence d'un retard mental assacies troubles du
comportement évocateur de TED (Trouble Envahissai@éveloppement), une
grande taille (+3DS), sans dysmorphie faciale. diy@ype met en évidence un
MCS de petite taille, en anneau et en mosaiqud&rdes cellules examinées.

Le caryotype des parents ne révele pas de MCS.

Le tableau VIII ci-dessous, résume les principatagactéristiques des dix patients de

I'étude.

Patient /signes Retard Dysmorphie  MCS de MCS mosaicisme sur
cliniques mental faciale novo familiale  caryotype (%)

1 X X 28
X 40
16
8
29
58
75
40
27
38

© oo ~NoO U WN
X X X X X X

X X X X X X X X X X
X X X X X X X X

=Y
o

Tableau VIII : Résumé des caractéristiques desatierds inclus dans I'étude

2.2 Les puced\gilent®

Le fabriquant Agilent dispose de plusieurs pucesmsicroréseau pour la routine:
1x1M, 2x400K, 4x180K, 8x60K ... Des puces a facarnmettant de cibler certaines

régions chromosomiques peuvent étre égalementréledaoLa majorité des MCS ont une
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composante centrique. Nous avons donc fagconné uoe fes enrichie au niveau des
régions péricentromériques sur la base de la papenerciale 244K (Figure n°34) afin
d’augmenter notre probabilité d’identifier et derazériser (de fagon trés précise) les
MCS. Souhaitant savoir si ce type de puce pers@@galavait un intérét, nous avons
parallelement utilisé le format de lame que nouigssahs en diagnostic, a savoir les puces
4x180K d’Agilent.

$

Figure n°34 : Exemple d’une puce 244K d’'Agif@nt

2.2.1. La puce 244K personnalisée Abilent®

Notre puce personnalisée 244Kadilenf® est une puce pangénomique densifiée au
niveau des régions peéricentromériques localiséeadlb5au dessus et en dessous du
centromere de chaque chromosome. Ce format estito@nd’oligonucléotides longs (60
mer) synthétisés sur la surface d'une lame de \(grrsitu). Dans ce cas, les sondes sont
des oligonucléotides synthétiséssitu par une technique dite de « jet d’encre » parmelig
synthése via la chimie des phosphoramidites (Figt8&). Le processus est répété 60 fois.
Cette puce de haute résolution est composée deb@4ligonucléotides, dont 5 045
contrbles négatifs (pas d’hybridation du fait darleonformation) ainsi que 1 000 triplicats
(évalue la reproductibilité). L'intervalle moyentemn deux oligonucléotides est de 6,4kb.
Les régions codantes et non codantes de chaque@abome sont couvertes ainsi que des
genes connus, des promoteurs, des micro-ARNSs, étteméres. De plus, un renforcement
particulier au niveau des régions péricentroméscuété réalisé dans le but d’identifier les
MCS des 10 patients. La couverture au niveau dg®mg péricentromérique est tres
importante permettant d’obtenir un niveau de résmiude I'ordre de 2,8 kb en moyenne.
Les oligonucléotides sont répartis aléatoirement lsu puce afin que ces derniers,
représentant une méme région, ne se jouxtent paasede probléeme technique sur une
zone partielle de la lame. La séquence de chaqgenokléotide est disponible et leur

position indiquée sur le génome.
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L’objectif de cette puce personnalisée est de tEitet de caractériser les MCS des 10

patients par CGHuray, avec une meilleure résolution que les pucesigiass.
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Figure n°35 : Technique d’oligo-synthése via lawki des phosphoramidites. Le
processus est répété 60 fois (d’aprés www.cheraragibm)

2.2.2. La puce 180K dAgilent®

La puce 180K dAgilenf® est une puce de derniére génération avec une haute
résolution. Ce format est utilisé en routine paudiagnostic au sein de la plateforme CGH
de Lyon, notamment dans le cadre de retard mebtahme la puce 244K personnalisée,
ce format est constitué d’oligonucléotides long3 fiters) synthétisés sur la surface d’'une
lame de verreirf situ) par oligo-synthése via la chimie des phosphoraesdFigure n°35).
Cette puce est composée de 4 plages de 180 88thudiigotides, dont 5045 contrdles
négatifs. L’intervalle moyen entre deux oligonutides est de 13kb. Les sondes couvrent
les régions codantes et non codantes avec un axgelgs génes connus, les micro-ARNS,
les régions pseudo-autosomiques et télomériques.

Le passage des échantillons des 10 patients sier pate en paralléle de la puce
244K personnalisée Ailent® donne 'opportunité d’effectuer une comparaisoires ces

deux puces.
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2.3 Protocole de I'hybridation génomique comparatie

La technique d’hybridation génomique comparativeaporte 8 étapes.

Extraction de '’ADN

Les ADN sont extraits a partir d’échantillons sangulLe kit utilisé est le Midikit Qlamp

Blood de QIAGEN. Ce dernier permet d’extraire des acides nucl&igueartir de 1 & 2 ml
de sang total prélevé sur EDTA.

Digestion de 'ADN génomique

Les échantillons sont ajoutés & un mélange dettbgegui comprend pour chaque patient :
- 5yl d’eau nuclease-freg,
- 5,2ul de 10X Buffer C,> Pour chaque couleur
« 0,4ul d’acetyled BSA,
- Les enzymes de digestion : 0,5pAdil (10UI/ul) et 0,5ul d&ksal10Ul/ul).
L’ADN et le mélange doivent étre bien mélangéssméntrifugés brievement. Ensuite, ils
sont incubés au bain marie pendant 2 heures a @7i¥20 minutes a 65°C pour arréter la

réaction de digestion. Enfin, les tubes sont mienticfugés avant I'étape de marquage.

Marquage fluorescent de ’ADN génomigque digéré ameorporation d'Alexa

La technigue de marquage de référence est le emamiiming » ou amorcage aléatoire.
Un volume de 25ul d’Alexa Fluor3 2X Reaction miarftpon, amorces et dNTP marqués)
est ajouté aux 26ul de produit de digestion afie INDN soit marqué en Alexa 3 (Al3).
L’ensemble est mélangé et centrifugé brievementmEae chose est réalisée avec I'Alexa
Fluor 5 2X pour marquer 'ADN en Alexa 5 (AI5). Uriecubation de 5 minutes & 95°C
suivie par un refroidissement immeédiat de 5 minutass la glace sont nécessaires. Un
volume de 3ul d’exo-klenow est ensuite ajouté pdret L'ensemble est de nouveau
mélangé et centrifugé avant d’étre incubé 2 hear&¥°C. Les amorces contenant les
séquences hexanucléotidigues aléatoires s’hybridat I'ensemble du génome.
L’élongation du brin d’ADN a partir des amorces tmes dans le mélange de réaction
d’Alexa est réalisée par I'exo-klenow (fragment IleDN polymérase | deE.coli). Les
oligonucléotides marqués en Al3 ou AI5 s'incorpdrelans le nouveau brin d’ADN
synthétisé.
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Purification de ’ADN génomique digéré et marqué

Les produits de marquage sont purifiés sur uneno@durelink Spin Column. On ajoute
200ul de Binding Buffer B2 aux échantillons, tampmermettant de fixer 'ADN sur la
membrane de la colonne. Le mélange est centrifugenite & 10000 g puis le filtrat est
jeté. 650ul de tampon de lavage Wash Buffer W1 enatite ajoutés; puis I'ensemble est
centrifugé pendant 1 minute a 10000 g. Le filtrstt @ nouveau jeté. Pour enlever les
restes de tampon de lavage, une centrifugationiedsé maximale est réalisée pendant 3
minutes. Les tubes sont ensuite placés sur un stédsde ambré fourni avec le kit. Les
ADN sont défixés de la colonne par ajout de 55ultatapon d’élution E1. Aprés une
incubation d’une minute a température ambiantecddsnnes sont centrifugées a 20000 g
pendant 2 minutes. Enfin, pour les puces 180K,ABdN sont « speed Vaccer » pour
obtenir un volume final d’environ 21ul. Si le volenast trop réduit, du tampon TE 1X pH
a 8 est ajouté. Pour les puces 244K, du tampon XEpH 8 est ajouté en quantité
suffisante pour obtenir un volume final de 80,5pl.

Les réactifs cités ci-dessus sont tous fournis &v&it Invitroger?.

Vérification du marquage au nhanodrop

L'efficacité du marquage est évaluée par spectroeébes ADN sont dosés par le
NanoDrop ND-1000. Un volume d’1,5ul de chaque étitham est utilisé a cet effet. Les
échantillons dont la concentration en Alexa comesiante est inférieure a 2 pmol/pl sont

rejeteés.

Hybridation sur lames CGHrray

Les échantillons marqués en Alexa 3 et en Alexari sombinés selon le plan de dépo6t
défini au préalable. On ajoute I'ADN Cot-1 (1.0 mmd) qui bloque les séquences
répétitives, I'agent bloquant 10X et le tampon thgation 2X. Le mélange est dénaturé
pendant 3 minutes, pré-hybridé pendant 30 minut@°& puis centrifugé a 17900 g
pendant 1 minute.

L’échantillon est déposé sur une lame « gasketi»gemtre puis en étalant a gauche et a
droite sans faire de bulles. La Puce 180K ou 244gitent® est placée face imprimée
vers le bas recouvrant la lame « gasket » constitiéjoints plastiques pour I'étanchéité.
La chambre d’hybridation est ensuite fermée enaévitde former des bulles puis, est
hybridé a 65°C dans un four rotatif a 20 rpm pebh@dnheures pour les lames 180K et 40

heures pour les lames 244K personnalisées.
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Lavages post-hybridation

Les chambres d’hybridation sont démontées daren@dn de lavage 1. La lame doit étre
complétement immergée puis transférée dans un da@ier@ant la solution de lavage 1
pendant 5 minutes sous agitation (700 rpm). EHeersuite transférée dans un second bac
contenant la solution de lavage 2 a 37°C et lai§séenute sous agitation. Enfin, la lame

est sortie treés délicatement afin qu’elle sortdeéc

Le scan des lames

La lame est positionnée dans le carrousel puis assanneAgilenf. Le logiciel utilisé
est Agilent Scanner Control. Les parameétres soatRMT de 100, une résolution de 3u
pour 180K et 5u pour 244K.

Analyse des résultats

Le scanner mesure l'intensité de signal de fluenese verte et rouge. Le résultat brut
de l'analyse se présente sous forme d’'une imageens@e (format TIFF) qui est ensuite
analysée par le logici€leature Extraction 9.5.3.1

L'interprétation des résultats est réalisée au maie logicielDNA Analytics 4.0.85
dont les parametres utilisés pour notre étudelesrduivants :

- z-scorea2o0uADM2a6
- lescatter-plot 0,25
- Cutoff: 0,25

- Window : entre 0,2 et 1Mb selon la qualité deférience.

Schémas expérimentaux

Selon la puce, on réalise des expériences enurenauatuor.

Pour la puce 244K personnalisée, trois patients bghridés chacun l'un contre
l'autre, ce qui correspond a trois hybridationgy(ffé n°36).

Dans la puce 180K, 4 patients sont hybridés chdcumcontre un autre, ce qui
correspond a quatre hybridations (Figure n°37).

Ainsi dans ce plan expérimental, chaque patientsidé deux fois, en Alexa5 et en
Alexa3. Cette méthodologie qui consiste a réaldenx hybridations en inversant le
marquage des fluorochromes dans la méme expérestcappeléalye-swap Méme si
I'étape de normalisation a pour but de corrigeli@ss qui existent entre les intensités dans

le rouge et dans le vert, il est trés improbable lgucorrection soit optimale pour chacun
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des spots de la lamiee dye-swappermet d’éliminer les biais résiduels. Sur uneepum
patient est testé deux fois pdye-swapsans doubler le nombre de lame et on s’affranchit
de la recherche d’'un témoin normal en hybridanideatients I'un contre I'autre (Menten
et al, 2006)

Patient & A5

/ N

AlS

Patient B «—»| AlS Patient C

Figure n°36 : Schéma d’'un plan expérimental en(pice 3x244K)

Patient D | 415 |e—s Patient &
AlS
A5
Patient C «—| 415 || Patient B

Figure n°37 : Schéma d’un plan expérimental enupraipuce 4x180K)

La problématigue du témoin en CGiay

Le choix des témoins est complexe en C&thy car actuellement aucun ADN normalisé
de référence n’est disponible. L’ADN témoin peuty@nir d’un sujet « sain » unigue, avec
une méme meéthode d’extraction pour les patiente éémoin. Cependant, la limite de
stock représente un inconvénient majeur. Certaiteuas utilisent des pools d’échantillons
d’ADN en tant que référence. Cela permet d’obtenie moyenne globale des événements
polymorphiques associés a une région d’intérét pgemt d’interpréter les variations de
'ADN test (lafrateet al, 2004). L'inconvénient de cette méthode est haimlition de
détection des CNV dans les régions hautement popimes (CNP). En effet, le pool

d’ADN lisse les polymorphismes des séquences d’AfaNc’est un intermédiaire entre les
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formes polymorphes et non polymorphes. Nerabal (Nemoset al, 2008) évoquent le
probleme de détermination de la nature du CNV aette méthode car elle induit une
surestimation des CNV (en perte et en gain).

Une autre méthodologie consiste a hybrider deuwemtat!’'un avec I'autre (Mentegt
al., 2006). L’hybridation eye swapréduit de moitié le nombre d’expériences et letcol
par patient. Un des inconvénients lié a l'utilieatides patients comme référence dans les
trois hybridations est que des déséquilibres idae8 chez deux ou trois patients
aboutiraient a des proportions d'intensité égatms [a région affectée et masqueraient
potentiellement un déseéquilibre. Cependant, leugsgle découvrir un déséquilibre
chromosomique semblable chez deux patients prégedes phénotypes différents est
faible.

C’est cette dernieére méthode qui est utilisée barktoire de cytogénétique de Lyon.

2.4. Hybridation in situ en fluorescence

Les résultats de la CGafray ont ensuite été confirmés par la technique de FISH
- Les MCS ont été vérifiés au moyen d’'une sonddroerérique ou d'une
sonde de peinture. Nous avons utilisé les sondesnesciales Oncér
Vysis® ou Qbiogen@.
- La délétion a été vérifiée au moyen d’'une sondeaison » choisie sur le

site de 'UCSC, qui a été marquée en rhodaminais&rtranslation

La technigque d’hybridatiomn situ en fluorescence a été réalisée selon le protocole
utilisé en routine dans le laboratoire de Cytogéunét Constitutionnelle de Lyon. Ce
protocole se décompose en 6 étapes :

- Etalement du culot de lymphocytes sur une lame,

- Prétraitement dans un bain d’acide acétique 70%,

- Déshydratation dans des bains d’alcool succeasif¥o, 85% et 100%,

- Co-dénaturation a 74°C et hybridation dans ureardire humide a 37°C
pendant une nuit,

- Lavages dans un bain de 0,5 SSC et de 1 SSC goist du
« DAPI/Antifade » sur la lame,

- Analyse au microscope a épifluorescence.
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2.5. Protocole MultiFISH

La technique de MultiFISH a été ralisée dans leoratwire d’hématologie du Pr JP

Magaud. Cette technique peut étre résumée en degatiapes :

Préparation du matériel a hybrider

La technique débute par I'étalement du culot sgr lmes. Cette premiere étape est
primordiale pour I'obtention d’'une hybridation deaijté. La qualité de I'étalement est
vérifiee selon 3 critéres :
v’ présence ou non de cytoplasme: en cas de présEnagitoplasme faire un
traitement avec la pepsine,
v’ obtention de métaphases bien étalées avec peu eégauthement des
chromosomes,

v qualité du matériel chromosomique.

Dénaturation des chromosomes

Les lames sont réhydratées dans une série de diathanol a 100%, 80%, 70%, 50% et
30% a température ambiante. Les lames sont engloitgées successivement dans des
bains de 0,1XSSC et de 2XSSC a chaud, puis a ®oidn bain de NaOH 0,07N selon un
ordre bien défini. Les lames sont enfin déshydmatfsns une série de bains d’éthanol a
30%, 50%, 70%, 80% et 100% puis séchées.

Dénaturation de la sonde et hybridation

Avant utilisation, les sondes sont dénaturées pacthoc thermique. La sonde est ensuite
déposée sur la lame et cette derniére est placéeuwtee chambre humide a 37°C pendant

48 heures.

Lavages post-hybridation et détection
Apres hybridation, les lames sont plongées danddies de 1XSSC et 4XSSCT dans des

conditions bien définies. L'agent bloquant est tdalbord déposé sur la lame, suivie de la
solution d’anticorps. La lame est de nouveau plerdgns des bains bien définis (4XSSCT,
PBS). Une fois la lame séche, le réactif « DAPIlifacke » est déposé sur la lame. La

lecture se fait au moyen d’'un microscope a épiéaoence.
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2.6. Méthodologie de I'étude

L'identification des MCS des patients inclus daksude s’est déroulée de la fagon
suivante :

Dans un premier temps, les ADN des dix patientfé&lede ont été explorés par la
technique d’hybridation génomique comparative sumplce 244K personnalisée et en
paralléle sur la puce 180K utilisée en routine.

Dans notre étude, les gains d’au moins deux Mégabeslocalisés au niveau des
régions peéricentromériques ont été considérés coourrespondant aux MCS. Une fois
confirmé en FISH, le contenu en géne de la régimm@matique présente sur le marqueur
a été analysé a laide des bases UCSC (http:/genmst.edu) et OMIM
(http://ncbi.nim.nih.gov/omim) pour identifier d’émtuels génes pouvant expliquer le
phénotype observé et notamment le retard mental.

Les gains et les pertes d’au moins trois oligoratalés ont été notés dans un compte
rendu suivi d'une interprétation biologique. Les NNt été confrontés a la base de
donnée de TorontBDGV. Sile CNV a été répertoriés au moins trois fitasis le méme
sens (perte ou gain), il est interprété comme uUynparphisme. Les CNV non répertoriés
comme CNP ont été veérifiés par qPCR. L'analyseréalisée en méme temps chez les
parents pour conclure sur le caractéeenovoou hérité du CNV. Si ce dernier est hérité
d’un parent sain, il est généralement interprétéroe un polymorphisme.

Dans un deuxiéme temps, lorsque la technique digtion génomique comparative
s’est revélée insuffisante pour identifier le MC& méthode MultiFISH (kit
24XCyte Human Multicolor FISH) a été utilisée paompléter I'étude.

Une fois le MCS caractérisé par les précédentebadés, une revue de la littérature
a été réalisée afin de conclure quant au carapi@tteogene du marqueur et pour tenter

d’établir un lien direct avec le phénotype obsatvéz le patient et la présence du MCS.

- 67 -



3. RESULTATS

Les échantillons sanguins des 10 patients ontretfyses par la technique de CGH-
array sur la puce de routine 180K et la puce persordalz44K. Cette technique a
permis de caractériser le MCS de huit patients phlasndix inclus dans I'étude. Malgré
I'utilisation de deux puces différentes et de degkémas expérimentaux, deux MCS
n’ont pu étre identifiés (Patient n°1 et patiert)n®

Le tableau IX répertorie les résultats obtenuslgpéechnique de CGldfray sur les
puces 244K et 180K.

Pour les patients n°1l et n°4, une étude en MulHFES été réalisée permettant
d’identifier le MCS du patient n°1. CependantME€S du patient n°4 reste non identifié
par I'emploi de cette seconde technique car surl@s métaphases observées, aucun
MCS n’a été détecté.

La FISH a permis de confirmer tous les résultatterls en CGHaray et

MultiFISH. Le tableau X résume les résultats obssrv
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Puce 244K personnalisée Puce 180K
Mosaique
Patients Taille Position génomique Taille . 4 : Nature
, . , . Position génomique
Région fragment Région fragment (h 918) a (CGH)
(Mb) (hg18) (Mb) 9
1 normal normal normal normal normal normal Norma ridal
2 9p21.1pll.1 16,61 30,392,242-47,002,237 9p21.1pl11.1 15,05 30,311,408-45,359,386 Gain 26%
3 5pl4.1pll 20,84 25,316,789-46,154,233 5p14.1pll 4320, 25,710,449-46,136,124 Gain 18%
4 normal normal normal normal normal normal Norma ridal
5 1921.1q24.2 25,66 142,448,039-168,114,436 1921.2q924 24,6 143,706,304-168,308,439 Gain 22%
6 22qgl1.1g12.2 13,90 14,884,298-28,780,068 22q11.2q1p 14,28 14,513,474-28,788,931 Gain 83%
7 8pl2q11.21 18,92 29,931,143-48,853,412 8pl2g11.21 8,771 29,911,138-48,685,098 Gain 63%
9p 45,15 210,253-45,359,327 9p 45,16 194,193-45,359,327 Gain 28%
8
9913g21.13 8,54 70,174,173-78,718,791 9913g21.13 8,56 70,174,301-78,739,321 Perte 100%
9 1p13.3pl1l.1 13,96 107,037,550-121,013,236 1p13.3p11 13,53 107,492,533121,023,900 Gain 35%
10 19p13.11g13.11 20,66 18,127,482-38,787,392 19p433.11 20,75 18,097,140-38,844,116 Gain 45%

Tableau IX : Résultats obtenus en C@tfay sur les puces 244K personnalisées et 180K d’Atjilen
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Patients FISH Mosaique
1 chromosome 7* (wcp7) 20%
2 chromosome 9 (wcp9) 40%
3 chromosome 5 (wcp5+D5Z1) 25%
4 (M-FISH) /

5 chromosome 1 (wcpl) 30%

6 chromosome 22 (wcp22) 50%

7 chromosome 8 (wcp8) 37,50%

8 chromosome 9 (D971) 43%
chromosome 9 (RP11-404E6) 100%

9 chromosome 1 (wcpl) 22%

10 Chromosome 19 (wcpl9) 40%

* identifié en M-FISH

Tableau X : Confirmation des résultats par FISH.

* Patientn®l:

L’analyse en cytogénétique conventionnelle en bandeet G sur des lymphocytes
sanguins périphériques révele un caryotype masauéc un MCS en mosaique (28% des
cellules examinées). Ce MCS observé sur le cargatgb en anneau, non satellisé et de la
taille d’'un chromosome du groupe G, donc de p#ditee (Figure n°38). Le caryotype des

parents est normal.
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Figure n°38 : Caryogramme en bandes R du patidninghtrant le MCS
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Une premiere tentative de caractérisation du MC&éaréalisée en MultiFISH
centromére en 2007, avant la mise en place deatafptme CGH sur Lyon. Cependant,
la technique n’a pas permis l'identification du MCS

La techniqgue de CGldrray sur les difféerentes puces utilisées n'a pas permis
d’identifier le MCS. En effet, I'observation attere du profil des différents chromosomes
n'a pas révélé de gain de la taille du MCS.

Parmi les méthodes possibles pour identifier ce MEShoix s’est a nouveau
porté sur la technique MultiFISH qui est disponible Hospices Civils de Lyon. Cette
technique utilise le kit 24XCyte Human MulticolotSH. Elle a permis de détecter et
d’identifier le MCS sur certaines métaphases. Aiaprés réalisation du caryogramme en
couleur (Figure n°39 et n°40) le MCS apparait d&rou chromosome 7.

Figure n°39: Métaphases du patient n°1 observées dyybridation avec le kit
24XCyte Human Multicolor FISH (M-FISH) et traitentemar le logiciel
MetaSystems
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Figure n°40 : Caryogramme couleur obtenu en MUiFdu patient n°1 avec le
MCS (indiqué par la fleche rouge)

Le résultat a été confirmé par la technique d’rddaionin situ en fluorescence. La

peinture du chromosome 7 (wcp7, AQUARIR)Sonfirme I'origine du MCS.

Figure n°41: Sonde wcp7 hybridant les chromosometd& MCS.
Apres les méthodes de cytogénétigue conventiormnele moléculaires, le
caryogramme final du patient n°1 peut étre déexit:p

mos 47,XY,+mar.ish r(7)(wcp7+)[20/100]dn
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e Patientn°2:

L’analyse en cytogénétique conventionnelle en baRiet G sur des lymphocytes
sanguins périphériques révele un caryogramme fénavec un MCS en mosaique (40%
des cellules examinées). Ce MCS observé sur legamme est en anneau, non satellisé
et de la taille d’'un chromosome du groupe G, doacpdtite taille (Figure n°42). Le
caryogramme des parents et de la sceur a été rdaligéere et la sceur sont porteuses du

MCS dans 25% des cellules examinées. L'examenqaknide ces derniéres révele un
déficit intellectuel.
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Figure n°42 : Caryogramme en bandes R du patieninghtrant le MCS

L’étude en CGHarray a permis de détecter un gain sur le chromosomen9,
mosaique (26% a partir des valeurs des log2 ratidjquant que le MCS dérive du
chromosome 9. La région se situe entre les bamuizk. D et 9p11.1, allant de la position
génomique 30,392,242 a 47,002,237 (hgl8) sur lee @K personnalisée (Figure
n°43). Sur la puce 180K (Figure n°44), la régiorpliguée se situe entre les bandes
9p21.1 et 9p11l.1, allant de I'oligonucléotide 30,308 a 45,359,386 (hg18).
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Figure n°43 : Profil en CGHsray du chromosome 9 sur puce Agil@r244K
personnalisée. Le gain en miroir correspondant @sMst encadre.
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Figure n°44 : Profil en CGHfray du chromosome 9 sur puce Agil@n80K.
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Le gain en miroir correspondant au MCS est encadré.
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La confirmation du résultat a été réalisée pam&thode d’hybridationn situ en
fluorescence. La sonde centromérique du chromos®r@9Z1, AQUARIUS) révéle
une hybridation sur le MCS, confirmant que ce dardiérive du chromosome 9 et qu'il

inclut le centromere.

Figure n°45: Sondes Vy$isD9Z1 (rouge) et D7Z1 (vert) hybridant les
centromeres des chromosomes 7, 9. Le MCS est lgybxidc le centromere du
chromosome 9.

Apres les méthodes de cytogénétiques conventi@medt moléculaires, le
caryogramme final du patient n°2 peut étre déexit:p
mos 47,XX,+r.ish r(9)(D921x1)[40/100].arr 9p21.1pl(B0,392,242-47,002,237)x2~3 mat
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* Patientn°3:

L’analyse en cytogénétique conventionnelle en baRiet G sur des lymphocytes
sanguins périphériques révele un caryogramme nmasogc un MCS en mosaique (16%
des cellules examinées). Ce MCS observé sur legamme est en anneau, non satellisé
et de la taille d’'un chromosome du groupe G, doacpdtite taille (Figure n°46). Le
caryogramme des parents est normal.
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Figure n°46 : Caryogramme en bandes R du patiéhinghtrant le MCS

L’étude en CGHarray a permis de détecter un gain sur le chromosomenb5,
mosaique (18% a partir des valeurs des log2 ratdjgquant que le MCS dérive du
chromosome 5. La région se situe entre les band®4.5 et 5pll allant de la position
génomique 25,316,789 a 46,154,233 (hgl8) sur lee @K personnalisée (Figure
n°47). Sur la puce 180K (Figure n°48), la régiorpliquée se situe entre les bandes
5p14.1 et 5pl1, allant de la position génomiqu& B5449 a 46,136,124 (hgl8).
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Figure n°47 : Profil en CGtasray du chromosome 5 sur puce Agilm44K
personnalisée. Le gain en miroir correspondant @sMst encadré.
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Le gain en miroir correspondant au MCS est encadré.

F —_—
H | 21 5: 18817581-530565125, 3

a0
|

41 Mb

du chromosome 5 sur puce Agil@ri80K.

53Mb

-77 -



La confirmation du résultat a été réalisée par Fldld sonde peinture du
chromosome 5 (wcp5, AQUARIUS révéle une hybridation sur le MCS, confirmant que
ce dernier dérive du chromosome 5 (Figure n°49).

P

Figure n°49: Sonde Aquarius® wcp5 hybridant leooiosomes 5 et le MCS (Mitose).
Apres les méthodes de cytogénétiques conventimmedt moléculaires, le

caryogramme final du patient n°3 peut étre déexit:p
mos 47,XY,+r.ish r(5)(wcp5+)[25/100].arr 5p14.1p28,316,789-46,154,233)x2~3 dn
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* Patientn®4:

L’analyse en cytogénétique conventionnelle en baRiet G sur des lymphocytes
sanguins périphériques révele un caryogramme masogc un MCS en mosaique (8%
des cellules examinées). Ce MCS observé sur legamnme est monocentrique et de la

taille d’'un chromosome du groupe G, donc de péditee (Figure n°50). Le caryogramme
des parents est normal.
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Figure n°50 : Caryogramme en bandes R du patieéninghtrant le MCS

La technique de CGlHfray sur les différentes puces utilisées n'a pas permis
d’identifier le MCS. En effet, I'observation attere du profil des différents chromosomes
ne révele pas de gain de la taille du MCS.

Comme pour le patient n°1 la technique MultiFISIdté réalisée pour identifier le
MCS. Malgré une centaine de mitoses observées(8 Nla pas été détecté, il n'est donc
pas identifie.

Dans ce cas, le caryogramme est : mos 47,XY,+mar dn
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* Patientn°5:

L’analyse en cytogénétique conventionnelle en baRiet G sur des lymphocytes
sanguins périphériques révele un caryogramme fénavec un MCS en mosaique (29%
des cellules examinées). Ce MCS observé sur legamme est en anneau et de la taille
d’'un chromosome du groupe G, donc de petite téigure n°51). Le caryogramme des

parents est norm al.
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Figure n°51 : Caryogramme en bandes R du patiéninghtrant le MCS

L’étude en CGHarray a permis de détecter un gain sur le chromosomenl,
mosaique (22% a partir des valeurs des log2 ratidjquant que le MCS dérive du
chromosome 1. La région se situe entre les bamgiék. 1l et 1924.2, allant de la position
génomique 142,448,039 a 168,114,436 (hgl8) sumte 244K personnalisée (Figure
n°52). Sur la puce 180K (Figure n°53), la régiorpliquée se situe entre les bandes
1g21.1 et 1g24.2, allant de la position génomigi® 706,304 a 168,308,439 (hgl18).
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Figure n°52 : Profil en CGHsray du chromosome 1 sur puce Agil@@44K
personnalisée. Le gain en miroir correspondant @&sMst encadre.
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Figure n°53 : Profil en CGHsray du chromosome 1 sur puce Agil@rii8oK.
Le gain en miroir correspondant au MCS est encadré.
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La confirmation du résultat a été réalisée paHFIsa peinture du chromosome 1
associée a la sonde 1gh (wcpl,1gh, AQUARIUIS/brident le MCS, confirmant que ce
dernier dérive du chromosome 1(Figure n°54).

Figure n°54: Sondes wcpl (vert) et 1gh (rouge) idgnt les chromosomes 1 ainsi
que le MCS.

Apres les méthodes de cytogénétiques conventimmedt moléculaires, le
caryogramme final du patient n°5 peut étre déexit:p
mos 47,XX,+r.ish r(1)(wcpl+,1gh+)[30/100].arr 1qRj24.2(142,448,039-
168,114,436)x2~3 dn
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* Patientn®6:

L’analyse en cytogénétique conventionnelle en baRiet G sur des lymphocytes
sanguins périphériques révele un caryogramme fénavec un MCS en mosaique (57%
des cellules examinées). Ce MCS observé sur leogamme est de la taille d’'un
chromosome du groupe G, donc de petite taille {Eiguf55). Le caryogramme des

parents est norm al.
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Figure n°55 : Caryogramme en bandes R du patiéninghtrant le MCS

L’étude en CGHarray a permis de détecter un gain sur le chromosomesi22,
mosaique (83% a partir des valeurs des log2 ratidjquant que le MCS dérive du
chromosome 22. La région se situe entre les baBdg$l.1 et 22q12.2, allant de la
position génomique 14,884,298 28,780,068 (hgl8) sur la puce 244K personnalisée
(Figure n°56). Sur la puce 180K (Figure n°57), dgion impliguée se situe entre les
bandes 22q11.1 et 22g12.2, allant de la positioromgéque 14,513,474 a 28,788,931
(hg18).
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Figure n°56 : Profil en CGHfray du chromosome 22 sur puce Agif@244K
personnalisée. Le gain en miroir correspondant @sMst encadré.

Figure n°57 : Profil CGHarray du chr
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omosome 22 sur puce AgifedBoK.

Le gain en miroir correspondant au MCS est encadré.
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La confirmation du résultat a été réalisée par FISpeinture du chromosome 22
(wep22, AQUARIUS) révéle un signal d’hybridation sur le MCS, comfamt que ce
dernier dérive du chromosome 22 (Figure n°58).

Figure n°58 : Sondes peintures wcp21 (vert) et @qp@uge) hybridant les
chromosomes 21, 22. Le MCS est peint avec la peirntu chromosome 22.

Apres les méthodes de cytogénétiques conventimmedt moléculaires, le
caryogramme final du patient n°6 peut étre déexit:p
mos 47,XX,+mar.ish mar(22)(wcp22+)[50/100].arr 224112.2(15,429,384-
28,780,068)x2~3 dn
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* Patientn°7:

L’analyse en cytogénétique conventionnelle en baRiet G sur des lymphocytes
sanguins périphériques révele un caryogramme nmasotgc un MCS en mosaique (75%
des cellules examinées). Ce MCS observé sur legamme est en anneau et de la taille
d’'un chromosome du groupe G, donc de petite téigure n°59). Le caryogramme des
parents est normal.
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Figure n°59 : Caryogramme en bandes R du patiehinghtrant le MCS.

L’étude en CGHarray a permis de détecter un gain sur le chromosomens8,
mosaique (62.5% a partir des valeurs des log2)ratidiquant que le MCS dérive du
chromosome 8. La région se situe entre les banole? & 8q11.21, allant de la position
génomique 29,931,143 a 48,853,412 (hgl8) sur lee @K personnalisée (Figure
n°60). Sur la puce 180K (Figure n°61), la régiopligquée se situe entre les bandes 8p12
et 8q11.21, allant de la position génomique 29,238 4 48,685,098 (hg18).
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Figure n°61 : Profil en CGHfray du chromosome 8 sur puce Agil@aB0K.
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Le gain en miroir correspondant au MCS est encadré.

- 87 -



La confirmation du résultat est réalisée par FI&H.peinture du chromosome 8
(wcp8, Qbiogen®) révéle une hybridation sur le MCS, confirmant geedernier dérive
du chromosome 8 (Figure n°62).

Figure n°62 : Sondes peintures wcp8 (vert) hybtitsichromosomes 8 et le MCS

Aprés les méthodes de cytogénétiques conventi@medt moléculaires, le
caryogramme final du patient n°7 peut étre déexit:p
mos 47,XY,+r[40]/46,XY[15].ish r(8)(wcp8+)[15/40}=a8p12q11.21(29,931,143-
48,853,412)x2~3 dn
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* Patientn°8:

L’analyse en cytogénétique conventionnelle en baRiet G sur des lymphocytes
sanguins peériphériques révéle un caryogramme fénsimmplexe, avec mise en évidence
de 3 populations cellulaires :

* 50% des mitoses sont 46,XX,

» 40% des mitoses ont un MCS en anneau (Figure n°63),

» 10% des mitoses ont un dérivé 9 d’'une translocqf?i).

Le caryogramme des parents est normal.
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Figure n°63 : Caryogramme en bandes R du patiéhinghtrant le MCS

L’étude en CGHarray a permis de détecter un profil inhabituel en 9pfareur
d’'un gain pour I'ensemble du bras court du chrommes®. Ce gain, en mosaique (28% a
partir des valeurs des logZ2ratio), indique que I€SMdérive du chromosome 9. I
correspond a l'intervalle allant de la position génque 210,253 a 45,359,327 (hgl8) sur
la puce 244K personnalisée (Figure n°64) et de daitipn génomique 194,193 a
45,359,327(hg18) sur la puce 180K (Figure n°65).

L’examen a également permis de détecter une delé@mRl hétérozygote et
homogene allant de la position génomique 70,1744 78,718,791 (hgl18) sur la puce
244K. Cette délétion a également été identifiée lpapuce 180K avec un intervalle
guasiment similaire (70,174,301 & 78,739,321).
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Figure n°64 : Profil en CGtasray du chromosome 9 sur puce AgilBm44K
personnalisée. Le gain en miroir correspondant @$Mst encadré. La perte en
miroir est indiquée par la fleche.
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Figure n°65 : Profil en CGHray du chromosome 9 sur puce Agil@rii8oK.
Le gain en miroir correspondant au MCS est encadr@erte en miroir est
indiquée par la fleche.
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La confirmation du résultat a été réalisée par FI&d mise en évidence de la
délétion 99139g21.13 a nécessité I'utilisation dedade spécifique RP11-404E6 localisée
en 9¢g21.3 (Figure n°67); la détection du MCS s'tsite a l'aide de la sonde
centromérique 9 (D971, AQUARIUY(Figure n°66). Etonnement, un MCS autre que
l'anneau est mis en évidence avec les sondes Pmel30, AQUARIUS): un

isochromosome 9p (Figure n°67).

Figure n°66 : Sondes D9Z1 (rouge) et 9ptel30 (rphgbridant les chromosomes 9.
Le MCS hybride avec la sonde D9Z1.
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Figure n°67 : Hybridation des sondes RP11-404E68¢21.3 (Orange) et 9pter
(V) Contréle. Le MCS, isochromosome 9p hybride aleesonde spécifique
9ptel30 (9pter).
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Au final, quatre populations cellulaires ont été&esi en évidence :

« Une population principale avec une délétion homegdétérozygote
9913921.13,

- Une population avec une délétion 9913g21.13 suchmomosome 9 et la
présence du dérivé 9 de la translocation (9;21ytdsant a une trisomie
9p (dans 8% des cellules examinées),

« Une population avec une délétion 9913g21.13 suchmomosome 9 et la
présence d'un MCS(9) en anneau (dans 36% desaxiubminées).

- Une population avec une délétion 9913g21.13 suclamosome 9 et la
présence d’'un isochromosome 9p (dans 7% des cenbminées)

La délétion 9913g21.13 se révele &l novoaprés vérification par FISH sur les

prélevements des parents.

Apres les méthodes de cytogénétiques conventi@medt moléculaires, le
caryogramme final du patient n°8 peut étre déexit:p
mos 47,XX,+r[20]/46,XX,-21,+der(9)t(9;21)[5]/46,XZp].ish mar(9)(D9Z1+)[43/100].
arr 9p(210,253-45,359,327)x2~3, 9921(70,174,30738321)x1 dn
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* Patientn®9:

L’analyse en cytogénétique conventionnelle en baRiet G sur des lymphocytes
sanguins périphériques révele un caryogramme fénavec un MCS en mosaique (27%
des cellules examinées). Ce MCS observé sur legamme est en anneau et de la taille

d’'un chromosome du groupe G, donc de petite téigure n°68). Le caryogramme des
parents est normal.
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Figure n°68 : Caryogramme en bandes R du patiéninghtrant le MCS

L’étude en CGHarray a permis de détecter un profil inhabituel en 1pfareur
d’'un gain pour une partie du bras court du chrommesd. Ce gain, en mosaique (35% a
partir des valeurs des logZ2ratio), indique que I€SMdérive du chromosome 1. I
correspond a la région 1p13.3-1p11.2, allant dedsition génomique 107,492,533 a
121,023,900 (hg18) sur la puce 180K (Figure n°&Rix. la puce 244K personnalisée, la
région impliquée est localisée au niveau des baig@ésS.3pll1.2, et va de la position
génomique 107, 037, 550 a 121, 013, 236 (hg18l(Eig°70).
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Figure n°69 : Profil en CGHsray du chromosome 1 sur puce Agil@@44K
personnalisée. Le gain en miroir correspondant @&sMst encadre.
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Figure n°70 : Profil en CGHray du chromosome 1 sur puce Agil@ri8oK.
Le gain en miroir correspondant au MCS est encadré.
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La confirmation du résultat a été réalisée par FlIStHmise en évidence du MCS a
été possible par I'emploi de la peinture du chromnos 1 (wcpl, AQUARIU®) (Figure
n°71).

Figure n°71: Sondes wcpl (vert) hybridant les clusomes 1 ainsi que le MCS.
En rouge la sonde wcp5 hybridant les chromosomes 5.

Le caryogramme final du patient n°9, aprées les oddh de cytogénétiques
conventionnelles et moléculaires, peut étre dgarit
mos 47,XX,+r.ish r(1)(wcpl+)[22/100].arr 1p13.33A(1.07,037,550-121,013,236)x2~3 dn
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» Patientn°10:

L’analyse en cytogénétique conventionnelle en baRiet G sur des lymphocytes
sanguins périphériques révele un caryogramme nmasotgc un MCS en mosaique (38%
des cellules examinées). Ce MCS observé sur legamme est en anneau et de la taille
d’'un chromosome du groupe G, donc de petite téigure n°72). Le caryogramme des

parents est normal, donc le MCS dstnovo
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Figure n°72 : Caryogramme en bandes R du patidrt mfontrant le MCS

L’étude en CGHarray a permis de détecter un profil inhabituel en 19fareur
d’'un gain pour une partie du bras court et longcktwomosome 19, en mosaique (28% a
partir des valeurs des logZ2ratio), indiquant quéMieéS dérive du chromosome 19. Ce
gain correspond a lintervalle allant de la positigénomique 18,127,482 a 38,787,392
(hgl8) sur la puce 244K personnalisée (Figure n°&r la puce 180K, la région
impliquée est localisée au niveau des bandes 19pdB3.11,et va de la position
génomique 18,097,140 a 38,844,116 (hg18) (Figuré)n°
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Figure n°73 : Profil en CGHsray du chromosome 19 sur puce Agife@44K
personnalisée. Le gain en miroir correspondant @sMst encadre.
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Figure n°74 : Profil en CGHsray du chromosome 19 sur puce Agif@aB80K.
Le gain en miroir correspondant au MCS est encadré.
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La confirmation du résultat a été réalisée par FliStHmise en évidence du MCS a
été possible par I'emploi de la peinture du chromnos 19 (wepl9, ONCORB (Figure
n°7s).

Figure n°75: Sondes wcpl19 (vert) hybridant les glosomes 19 ainsi que le
MCS.

Le caryogramme final du patient n°10, aprés leshouds de cytogénétiques
conventionnelles et moléculaires, peut étre dgarit
mos 47,XY,+r.ish r(19)(wcpl19+)[20/40].arr 19p13.81(18,127,482-38,787,392)x2~3 dn
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4. DISCUSSION

La discussion portera tout d’abord sur la corrétagénotype-phénotype des MCS
identifiés ou non, patient par patient. Nous abande ensuite |'utilité d'une puce
personnalisée 244K par rapport a la puce 180Ksétlien routine dans le laboratoire. Un
arbre décisionnel sera alors proposé afin d’opemis caractérisation d’'un MCS, puis les
limites de la technique et les applications cliegjude la CGHarray seront évoquées.
Enfin, nous discuterons de I'éventuelle applicatae la technique de CGatray en
période prénatale.

4.1. Corrélation génotype-phénotype des MCS

Une base de données, mise a jour par le Dr Liehigd&in cas de porteur de MCS
est publié dans la littérature, est disponible isternet (htpp//www.med.uni-jena.de).
Cette base répertorie plus de 3300 patients per#un MCS. Il apparait que les MCS
constitués uniquement de la région centromériqoatrpas d’incidence sur le phénotype
car il s’agit d'une région pauvre en géenes (Maraehbt al, 2008 ; Baldwiret al, 2008 ;
Starkeet al, 2003). En revanche, les MCS constitués par dgeoms euchromatiques
(régions riches en genes) présentent un risque él@ire responsables d’'un phénotype

anormal méme lorsqu’ils sont en mosaique.

Dans notre étude incluant 10 patients avec un M&®chnique de CGHfray a

permis l'identification et la caractérisation d&1€S.

MCS identifiés par la technigue de CGitray

La CGHarray a permis d’identifier et de caractériser 8 deMITS de I'étude. Ces
MCS dérivent des chromosomes 1(2 cas), 5, 8, {R1het 22.

MCS dérivant du chromosome 1

Le MCS(1) a été identifié par la CGairay chez les patients n°5 et n°9. Les régions
constituant les MCS sont différentes chez les epts puisque I'un est constitué du bras
court et I'autre du bras long.

Le MCS(1) du patient n°5 est constitué de la rédiq@1.1g24.2. Cette région est
incluse dans la région 1p21.1924.3 décrite danBtt&rature comme responsable de
signes cliniques. En effet, un patient porteur ddn(::p13—q23::)en mosaique (15%) a

éte rapporté avec retard mental et de multiplesnaties congénitales (Chex al,1995).
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De méme, un enfant avec un r(1)(::pEAgL?1::)a été rapporté comme présentant un
retard de développement, une hypotonie, une dydnefpciale (Lanpheagt al,1995).
Les signes cliniques décrits dans la littératurecaun MCS(1) concordent avec ceux
observés chez le patient n°5 (retard mental, dysimey.

Le MCS(1) du patient n°9 est constitué de la rédipi3.3pl11.2. Cette région
comporte une partie rapportée comme pathogéne3.3{1p12. Les signes cliniques
observés chez le patient n°9 sont similaires a cetiguveés parmi les cas de la littérature
(retard mental, trouble du langage, microcéphalie).

Les MCS(1) caractérisés par notre étude corrobdesnbbservations rapportées
dans la littérature. Les signes cliniques présegmaédes patients n°5 et n°9 sont donc tres
probablement secondaires a la présence du MCS(1).

Tous les cas de MCS(1) rapportés dans la littégatantde novg, le taux de

cellules affectées varie entre 16 et 100% et uhtissu a été étudié.

MCS dérivant du chromosome 5

Le MCS(5) identifié chez le patient n°3, d’une l&idl’environ 20Mb, comprend la
région 5pllpl4.1 dans laquelle se situe la régipe43pl3.2. Cette région est
responsable d’effets délétéres et des phénotypaslus séveres (D'Amato Sizonendio
al.,, 2002 ; Sarriet al, 2006 ; Liehret al, 2006 ; Baldwinet al, 2008). Les signes
clinigues rapportés sont une dysmorphie faciale icéphus, hypertélorisme,
micrognathie...) et un retard mental. Les signesigiies observés chez le patient n°3
sont caractéristiques de la trisomie partielle dvomosome 5 et concordent avec les
signes décrits dans la littérature pour la régidgtigoe 5p13 (D'Amato Sizonenket al,
2002).

Parmi les nombreux genes localisés sur le MCSgstilietéressant de noter la
présence du gendIPBL (nipped-B likg. En haploinsuffisance (mutation inactivatrice
essentiellement), ce géne est responsable du syadie Cornelia de Lange. Les signes
clinigues associés a ce syndrome sont un aspeattésstique du visage (synophris,
oreilles bas implantées..), des anomalies des nemmbn retard de croissance et un retard
mental. Les signes observeés chez le patient nt®meordent pas avec le tableau clinique
du syndrome. La présence de ce géne en trois eagagptians 18 % des cellules pourrait
contribuer au phénotype. En effet, il a été momjué des genes responsables d'un
phénotype en haploinsuffisance pouvait égalemerg &sponsable d’'un phénotype,

parfois voisin, en gain de fonction, comme celééadécrit pour le genEBX1
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Une corrélation directe entre le MCS(5) du patet et son phénotype peut donc

étre établie, cela malgré un mosaicisme relativefadre (18%).

MCS dérivant du chromosome 8
Le MCS(8) identifié chez le patient n°7 est congtitde la région 8pl2qll.21.

D’apres la littérature, les régions p21.2p11.28%t.22g12.1 sont responsables de signes
clinigues notamment du retard mental (BataniaretlBL, 2000 ; Loeffler ket al,2003 ;
Weimer Jet al.,2006 ; Brecevic let al, 2006).

Au regard de la littérature, le MCS dérivant du othosome 8 explique

probablement le phénotype présenté par notre patien

MCS dérivant du chromosome 9
Un MCS(9) a été détecte 2 fois dans notre étudie(an°2 et n°8). Nous notons

gue seulement 22 patients avec un MCS dérivé danatsome 9 sont rapportés dans la
littérature alors que 2 patients sur 10 présenianICS(9) dans notre étude. La région
rapportée comme pathogéne dans la littératureaestdion pter— pl13.2. L'un des 2
MCS(9) de notre étude est entierement constituéetie région, l'autre ne comprend
gu’'une partie de cette région critique. Les sigosques observés pour nos patients
concordent avec les signes cliniques décrits danigtérature pour la région critique
précédemment citée (retard mental et la dysmoffpbiale compatible).

Le MCS(9) du patient n°2 est hérité de la mere gpdisente les mémes signes
clinigues que le cas étudié. Il est donc probahi@ gxiste une corrélation entre la
présence du MCS(9) du patient n°2 et le phénotypmereé. De méme, la corrélation
entre le MCS(9¥le noveet le phénotype observé chez le patient n°8 edoaeée.

Notons que le MCS(9) du patient n°8 possede deumds : un isochromosome 9p
et un anneau 9p, constitué de I'ensemble du brast @ donc de taille importante
(45Mb). Ce bras court contient de nombreux génast dn grand nombre sont impliqués
dans diverses pathologies. Parmi eux, on peut f®igEneMRD2 (ou DOCKS) rapporté
dans la littérature comme étant probablement irmaglidans le retard mental (Griggs
al., 2008). Les auteurs rapportent deux patients ameretard mental : 'un présente une
région subtélomérique 9p délété interrompant leegdRD2; l'autre présente une
translocation avec un point de cassure associamtmiorodélétion au niveau du géne
MRD2 L’haploinsuffisance de ce gene serait responsaiblestard mental observé chez

ces deux patients. D’autres études seraient néasg@ur confirmer cette observation.
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Actuellement, aucune publication ne rapporte ceegagngain, mais comme pour le géene
TBX1, il est possible que les signes cliniques obseerégain et en perte soient trés
similaires. Ce géne en gain pourrait donc étreamsable du retard mental observé chez

le patient n°8. D’autres études seraient nécessairer corroborer ces hypotheses.

MCS dérivant du chromosome 19

Le MCS(19) identifié chez le patient n°10 est cituétde la région euchromatique
pl13.1g13.1 (Dennist al,2009). D’apres la littérature, cette région esjponsable, entre
autres, d’'un retard de développement, sans dysneofptiale, tout comme notre patient.
Cependant, les patients de la publication ne ptéstmpas de grande taille, comme
observée chez notre patient (+3DS). Par ailleardittérature révéle de nombreux cas
d’épilepsies liés a la présence du MCS(19) sarteftma proposer un gene responsable. |l
serait donc utile de reprendre I'interrogatoireletdemander éventuellement un EEG afin

de rechercher la présence de crises d’épilepdi@salniques.

MCS dérivant du chromosome 22

Le MCS(22) identifié chez le patient n°6 est l'umesd marqueurs les plus
frequemment rapporté (base de données de Liehiyl@(22), d’une taille d’environ 13
Mb, comprend la région d’euchromatine 22q11q13 tighe en génes. Un grand nombre
de ces genes sont impliqués dans des pathologpesieent expliquer le retard mental. I
y a notamment le ger@EDNIK impliqué dans la dysgénésie cérébrale et suréolaicus
du syndrome de DiGeorge (ger@®MT et TBX1). Le genelrBX1lest le gene principal du
syndrome de DiGeorge (DGS). Il code pour une pmetgpuant un réle important dans le
développement des artéres et la migration deslesllde la créte neurale (Théveniau-
Ruissyet al, 2008). Son haploinsuffisance explique les ppaak signes observés chez
les patients présentant une microdélétion 22qHLsgvoir, la cardiopathie conotroncale,
la dysmorphie faciale, I'hnypoplasie thymique et ég®malies des parathyroides. En plus
des mutations perte de fonction, des mutations daiionction du gén@BX1 ont été
décrites comme responsables d’'un phénotype proeleeldi des patients porteurs d’'une
microdélétion 22q11.2 (Zweiest al, 2007). La présence du gemBX1 au niveau du
marqueur peut donc contribuer au phénotype prégante patient.

Le patient n°6 présente donc une trisomie 22 pralénpartielle qui comprend la
région classique du DGS, de 3 Mégabases. Le pa@ntadsure se situe au-dela du
LCR22D.
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MCS non identifiés par la technigue de C@tlay

Pour deux des patients (patients n°1 et n°4), ISM@ pas pu étre identifié malgré
une lecture attentive des profils de C@Hay obtenus avec les deux puces utilisées.
Méme la puce 244K personnalisée, pourtant renforeée niveau des régions
péricentromériques des différents chromosomesgtextd pas de gain correspondant a la
taille du MCS retrouvé sur le caryotype.

L'utilisation de la technique Multi-FISH sur lesg@vements de ces deux patients a
permis d’identifier le MCS du patient n°1 mais gatui du patient n°4. Le patient n°1 est
porteur d’'un MCS dérivé du chromosome 7. Ce MC®§I)tres probablement constitué
d’'un néocentromere et d’euchromatine. A ce jouujeseent 2 cas de MCS(7) avec un
néocentromere sont rapportés dans la littératuoet dn avec des signes cliniques
similaires a notre patient (retard mental, dysmierférciale) (Lamtet al, 1998).

Peu de publications rapportent des cas de MCSwaveéocentromere. Selon Liehr
seulement 97 cas ont été rapportés dans la litératLes marqueurs avec un
néocentromere sont souvent secondaires a des ion@rsluplications télomeériques
comme cela a été démontré par Gigltoal pour le chromosome 8 (Gigliet al, 2001).

Vu la morphologie du MCS du patient n°1, un anndaures petite taille, il est trés peu
probable qu’il s’agisse d’'une inversion duplicatilomerique, mécanisme engendrant
un MCS de plus grande taille.

Les MCS avec un néocentromére sont trés difficilemieentifiables par les
techniques de cytogénétique conventionnelle et I8HFcentromérique. En effet, le
néocentromere est un centromere fonctionnel, ke&alians une région euchromatique,
mais qui ne contient pas de séquence alpha satdllihe s’hybride donc pas avec les
sondes centromériques spécifiques. Afin de confilm@résence d’'un néocentromere, il
serait nécessaire de réaliser des techniques dinoftuerescence utilisant des anticorps
spécifiques de protéines centromériques (CENPs)mmn@ENP-A et CENP-C. Le
néocentromere est capable de fixer 40 protéindg érmer un kinétochore fonctionnel
nécessaire pour I'attachement des microtubulefisanmmsome.

D’une facon générale, la technique de C@&ihy est capable de détecter les MCS
avec un néocentromere mais leur détection dépentbudetaille et de leur taux de

mosaique.
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Pour le patient n°4, en revanche, ni la C&irky ni la Multi-FISH n’ont permis
I'identification de ce marqueur.

L’absence d’identification du MCS par la techniqieeCGHarray peut s’expliquer
par le faible taux de mosaique présent dans le catigant du patient n°4. En effet, le
MCS est présent dans 8% des cellules examinéego(gae) alors que la résolution
minimale actuellement rapportée dans la littéradsteune mosaique de 10% (Badifal,
2006).

L’échec de l'identification du MCS chez le patienftl par la technique de CGH-
array ne peut s’expliquer par le taux de mosaique dansahg puisque le MCS est
retrouvé dans 28% des cellules examinées sur iotygpe. L'absence de détection du
MCS pourrait étre liée a sa petite taille.

Pour ces deux patients, un nouveau prélevementsasgra demandé. Cependant,
un nouvel échec ne peut étre écarté considérantleqMCS peut disparaitre de la
circulation veineuse périphérique avec le tempspQurrait proposer I'étude d’'un autre
tissu (par exemple, une biopsie de peau), qui pdurmous révéler un pourcentage
différent.

CNYV identifiés par la technigue de CGitray

Une délétion homogene hétérozygote 9913g21.13 anise en évidence chez le
patient n°8 porteur d'un MCS(9p). La présence deatelétionde novoen 9913921.13,
de 8,56 mégabases, ne semblerait pas expliqguehdaop/pe observe. Cette région
comprend un grand nombre de genes impligués darersds pathologiesTMCL,
DFNB7, TRPM6..) mais aucun n’est connu pour étre responsableetigd mental.
Surtout, cette délétion 9913921.13 est rapportéem® un possible polymorphisme de
grande taille chez plusieurs patients présentaphénotype normal (Willatt al, 2007).

Ainsi, le phénotype anormal du patient serait glliéa la présence du MCS qu’a la
délétionde novo9q13g21.13.

Par ailleurs, un certain nombre de CNV ont pu &teatifiés pour chaque patient.
En moyenne 5 CNV ont été mis en évidence sur la R4dK contre 8 CNV sur la puce
180K. Tous ces CNV ont été interprétés en CNP Bt donc a priori sans effet sur le
phénotype. En revanche, la délétidea novo9q13g21.13 détectée chez le patient n°8

pourrait moduler le phénotype.
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En somme, a la vue de ces 10 cas de MCS, notre émtfirme les hypothéses
rapportées dans la littérature concernant la atro#l génotype-phénotype des MCS :
- les MCS contenant de I'euchromatine (régionseaschn génes) ont un risque élevé
d’étre responsable d’un phénotype anormal malgrédeesence en mosaique,
- le MCS caractérisé par la technique de C&8tay a toujours inclus la région décrite

dans la littérature comme pathogéne pour le MC Same.

De méme cette étude montre que la technique de &Ghy; permet d’'identifier et

de caractériser avec précision la majorité des M@8gpiques » en un seul temps.

Les MCS identifies sont de tailles importantes,reerit3,9 et 45,15 Mégabases,
incluant de trés nombreux génes, il n’est doncgvadent d'établir une corrélation directe

entre un géene particulier et un ou plusieurs sigliegjues.

Afin de conclure avec certitude sur le caracterthg@ene du marqueur, il serait
nécessaire de réaliser une étude sur plusieurss tsggcifiqgues (tissus concernés par le
signe cliniqgue) compte tenu du mosaicisme des MEIS.n’est cependant pas toujours

réalisablan vivo (exemple : tissus cérébral pour un retard mental).

Pour les MCS présents en mosaique faible (<10%0éldode de CGHisray n’est
pas suffisante. La M-FISH peut étre une alternato@mme nous l'avons vu chez le
patient n°1, mais la région génomique incluse damsarqueur ne peut-étre caractérisée
avec précision. Une alternative serait I'utilisatibe la technique de microdissection qui,
couplée a la CGHuray (sur la base de la technique dirkay painting »), permettrait
d’identifier et de caractériser le MCS. Sans cettectérisation, la corrélation génotype-
phénotype est difficile (Kozmet al, 1998 ; Avansinet al, 1999).

Par ailleurs, il est nécessaire de rechercher whie Eour les chromosomes soumis a
empreinte, afin de déterminer précisément la causphénotype observé. En effet, au
moins 1,3% des MCS répertoriés présentent une lighr( 2010). De plus, parmi les
cas de DUP, un MCS est présent dans 4% des casiel®hl auteurs ont d'ailleurs
confirmé que la présence d’un MCS favoriseraitiseence d’'une DUP des chromosomes
homologues pour lesquels le MCS dérive. Une étud&culaire pour rechercher une

DUP devrait donc étre proposée pour les chromosesmasis a empreinte.
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Enfin, il ne faut pas exclure le fait que le rdtanental puisse étre lié a une
anomalie génétique autre qu'un MCS. Le retard pfdctivement faire suite & une
mutation génique, voire étre lié a des phénomepapéétiques ou avoir une cause

exogene.

4.2. Comparaison des deux puces utilisées

Ballif et al (2007) ont montré l'intérét de développer desegude CGHarray
personnalisées, notamment pour l'identification MSS. Nous avons donc développé
une puce 244K personnalisée destinée a couvrir,c aua grand nombre
d’oligonucléotides, les régions péricentromériquéin d’évaluer I'intérét d’une puce
dédiée pour I'exploration des MCS, les ADN desqrdt ont été analysés, en paralléle,
avec la puce 180K, utilisée en routine au laboratdé Cytogénétique de Lyon.

Les résultats obtenus par les 2 puces lors dee nétinde sont sensiblement
identiques. En effet, les MCS ont été détectésadmdme facon sur la puce 180K et la
puce 244K personnalisée. Pour les patients n°l °dt aucune puce n’a permis
l'identification du MCS ce qui suppose un niveauseasibilité équivalent pour ces deux
puces. Par ailleurs, les régions chromosomiquetifti®s en gain par les deux puces
sont similaires (Tableau IX). En revanche, les omss génomiques caractérisant le MCS
different trés sensiblement mais cela est lié é&lisation d'oligonucléotides différents
entre les deux puces. De ce fait, la taille des Mié&ctés par chaque puce est trés
proche.

Ainsi, au regard des 10 patients étudiés, l'utiiisade la puce 244K personnalisée
n'améliore pas la détection d’'un MCS par rappdd puce 180K. De plus, la sensibilité
et le niveau d’interprétation sont identiques alest deux puces. L'intérét d'une puce

dédiée n'apparait pas évidente au vu des résdiatstte étude.
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4.3. Place de la CGHarray dans d’identification d’'un MCS

Les MCS sont le plus souvent mis en évidence paupremiere fois sur le
caryotype avec les techniques standard de cytdgéeéen bandes G ou en bandes R.

Cette technique permet d’orienter la stratégieattitdication, car dans les deux tiers
des cas, le MCS dérive d'un chromosome acrocemtrigjupeut étre identifié par des
techniqgues de FISH ciblée (sondes centromériques peintures des différents
chromosomes acrocentriques). Dans le tiers red@mmMCS n’est pas un acrocentrique.
Différentes stratégies sont donc employées pountifier la présence d’euchromatine
d’'un MCS. Les techniques les plus utilisées samméthodes multicouleurs (cenM-FISH
ou la subcenM-FISH), la CGHFrray et la microdissection chromosomique suivie de la
FISH inverse.

Lorsqu’'un MCS est en faible mosaique, les méthdéeSsISH multicouleurs ou la
microdissection chromosomique semblent les plusrogpiges. En effet, le seuil de
sensibilité de la CGHuray est estimé a 10% (Balliet al, 2006). Cependant, la
technique de CGHray posséde la meilleure résolution ; au vu des patitins récentes,
elle est donc la méthode de choix pour identifiesuetout pour caractériser les MCS.

Nous proposons dans la figure n°76 un arbre déwisiopour identifier un MCS.
Cette identification est nécessaire pour établie @orrélation génotype-phénotype et
faciliter le conseil génétique. Il convient d'usiir les techniques appropriées permettant

une identification du MCS tout en optimisant lesitscet le temps d’analyse.

- 107 -
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4.4. Apports et limites de la CGHarray

Par rapport aux techniques de cytogénétique coioverdle, la technique de CGH-
array permet de caractériser précisément les remanismeitromosomiques
déséquilibrés. En cela elle permet la caractéoisatdes MCS (taille, origine
chromosomique et contenu en genes des régionsguésh révélés sur le caryotype. La
technique de CGHray permet uniguement la détection de CNEwi effet, il s’agit d’'une
technique d'approche quantitative. Cette technigue permet par contre pas
I'identification de remaniements de structures Hopdis tels que les translocations, les
inversions et les insertions. De méme, les remasmésnde structures éequilibrés a
I'origine d’'une pathologie de point de cassure, iptgrruption de la structure d’'un gene
ou de sa régulation par effet de position ne sastrpis en évidence par la CGirray.
Pour étre révélées de telles anomalies demandemtataque d’'un caryotype et d’'une
FISH sur métaphases a 'aide de sondes spécifiques.

La technique de CGlHdfray a permis de démontrer que certains CNV sont des
polymorphismes sans conséquence pathologique.etfirdtation de certain€NV est
donc difficile. Seule la collecte des données ctibiologiques sur de grandes séries
nationales et internationales permettront d’édlaste le caractére pathogéne de certains
CNV (Beri-Dexheimeret al, 2007). C’est pourquoi des bases de donnéesfigp@ési ont
été mises en place (Wellcome Trust Sanger Institutebase DECIPHER -
https://decipher.sanger.ac.uk/application et EuwropeCytogenetics Association -
ECARUCA - http://agserver0l.azn.nl:8080/ecarucalezmjsp) dont le but est de
rassembler les données de cytogénétique moléculzreélées aux informations
clinigues. Ainsi, ces bases de données permettidrtomprendre le réle des variations
génomiques de grande taille et leur réle danstlaobagie constitutionnelle.

Le MCS est freqguemment retrouvé en mosaique etésecttbn peut s’avérer
difficile lorsque le taux de mosaique est faibla.@GHarray s’avere étre la technique la
plus sensible pour détecter une anomalie en mosdigible, comparée aux autres
techniques de cytogénétique telle que la techréqueandes G (Cheurg al, 2007).

Dans le cadre du syndrome de Pallister-Killiantdahnique de CGtHtray est la
seule technique permettant la détection du marqdens les lymphocytes. En effet, ce
syndrome, associé a des anomalies congénitales ettard mental, est secondaire a
'existence d’'une tétrasomie 12p en mosaique tuwdiquement sur fibroblastes. La
culture sélectionne tres probablement les cellsbess I'isochromosomel2p, rendant le
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marqueur indétectable sur le caryogramme. Cependatie tétrasomie 12p peut étre
détectée au niveau du sang périphériqgue non cyttéréla technique de CGatray.
Ballif et al. (Ballif et al, 2006) et plus recemment Theissral(Theiseret al, 2009) ont
montré qu’il existait un profil anormal sur de I'ADextrait de lymphocytes avec un
log2ratio d’environ 0,3 (gain en simple copie) alqu’au niveau de la biopsie de peau, ce
log2ratio est d’environ 0,6 (gain en double cop@dnc la technique de CGélray a
montré que l'isochromosome 12p était présent dansrtulation peériphérique et qu'il
était possible d’éviter un prélevement invasif coenmbiopsie de peau.

La technique de CGlHdfray permettrait donc de détecter plus de MCS que les
méthodes de cytogénétiques standard, surtout fdssgant en mosaique faible (Menten
et al, 2006).

L’étude menée par Ballét al (Ballif et al, 2006) afin de déterminer la sensibilité
de la technique de CGhairay a défini un seuil de 10%. Toutefois, Mentdral (Menten
et al,2006) ont pu détecter une anomalie avec une nosa 8%. Ce seuil varie en
fonction de plusieurs parametres tels que la duakt 'ADN du patient, la qualité de
I'expérience (bruit de fond le plus faible possjbtt surtout la taille du MCS. Une
mosaique inférieure au seuil de 10% risque dontedeas étre visible par la technique de
CGHe-array.

Enfin, la technigue de CGHray est automatisable et permet I'obtention de

résultats dans de courts délais.
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4.5. Les applications cliniques de la CGHy¥ray

Dans notre étude incluant 10 MCS, la technique @#@rray s’est révelée étre
une bonne technique dans l'identification et laactérisation des MCS. Compte tenu que
la tres grande majorité des anomalies chromosomigoastitutionnelles ou acquises
conduisent & un déséquilibre quantitatif, la teghaide CGHarray serait un outil de
référence pour détecter ce gain ou perte de pdetiehromosome. Les puces a ADN ont
en effet été utlisées avec succes dans la détecl® ces anomalies de structures
déséquilibrées.

La CGH-array est donc une technique avec des possibilités ticapipns cliniques
multiples (Shinawet al, 2008) :

En pathologie constitutionnelle

Retard mental: le taux de détection par C&kyy des anomalies
cytogénétiques a l'origine des retards mentauxpalisiques est augmenté par
rapport aux techniques conventionnelles (3,7% pounarquage bandes G, 2,5-
7% pour la FISH et 15% environ en CGitfay).

Identification de genes : par exemple, la mise \@defice d’une microdélétion
en 8gl2 chez deux patients atteints de syndrome RIHA a conduit a
déterminer le gen€HD7 comme responsable de cette affection (Visteal,
2004).

Mise en évidence de syndromes avec microduplicatérgue la duplication
17p11.2 responsable du syndrome de Potocki-Lupskotkiet al, 2007).
Caractérisation de syndromes connus: une regidiquer de 5Mb a été
identifiée en 1822.3-18g23 pour l'atrésie congdaitdes conduits auditifs
externes (Veltmast al, 2003).

Identification de nouveaux syndromes tels que yasi®mes microdélétionnels
15024, 17¢21.31, Xg28...

Diagnostic prénatal lorsque I'’échographie révele amomalie.

Comportement autistique pour lesquels des déskbrpslichromosomiques ont
éte rapportés (Jacquemattal, 2006) .

Caractérisation des marqueurs chromosomigques seraines.

Anomalies congénitales telles que les anomaliegéitales multiples (MCA).
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En pathologie oncohématologique

Cancérologie : diagnostic des tumeurs et des leiesétrlle que la leucémie
lymphoide chronique.

4.6. Le Prénatal

L'utilisation de la technique de CGatray en période prénatale suscite beaucoup
d’'intérét chez les cliniciens. En effet, c'est atlement la technique de pointe en
cytogénétique pour la détection d’anomalies chramogues déséquilibrées.

Il est possible de réaliser cette technique darssdi#dais relativement courts (5
jours) permettant d’envisager le transfert de cd#tehnique en période prénatale.
L’identification d'un MCS en période prénatale siud la question des conséquences
phénotypiques de ce marqueur. Pour certains MC&cikement » identifiables, un
syndrome clinique particulier est rapporté comme @eemple pour le syndrome de
Pallister-Killian lorsque le MCS est un isochromm&12p, le syndrome d’invdup (15q)
lorsque le MCS contient la région PWS/AS, le syntgade I'isochromosome 18p ou le
syndrome du « cat-eye » lorsque le MCS est uneuppa2q). Pour d’autres MCS, il est
important d’identifier et de caractériser le MCSaalvde donner un conseil génétique.
Dans ce cadre, la technique de Cé@irhy offre une bonne opportunité pour une
identification rapide. La présence d’euchromatiesun élément péjoratif bien qu’il ne
Soit pas toujours possible de conclure quant aactene pathogene du déséquilibre. Ainsi,
une tres bonne caractérisation des MCS en @@l permettrait de déterminer des
régions du génome dont la présence en triploidigdwaploidie n’a aucune conséquence
phénotypique.

Outre, la caractérisation des MCS, les indicatidesla CGHarray en période
prénatale pourraient étre étendues a I'avenir. &tiqolier pour les fcetus présentant un
syndrome malformatif avec un caryotype apparemneéuilibré, les déséquilibres
génomiques pourraient étre caractérisés permettatablir une relation génotype-
phénotype et guider le conseil génétique. Il esibable que, comme en période
postnatale dans I'exploration des retards mentgnaremiques, cette technique permette
de dépister environ 10 % de déseéquilibres chromapma pathogenes non décelés sur

caryotype.
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Ainsi, dans un avenir proche, la CGiti-ay sera vraisemblablement la technique de
cytogénétique de choix en période prénatale poexploration des syndromes
malformatifs.

Cependant, le probléeme majeur de [l'utilisation detéchnique CGHhuray en
période prénatale est I'interprétation des résailtat

En effet, cette technique peut permettre la misévistence de perte ou de gain dans
une région du génome comportant, par exemple, masgeénes ou des genes suppresseurs
de tumeur. Par ailleurs, de nombreuses publicattmmame celle de Mefforat al
(Mefford et al, 2008) discutent le réle pathogene potentiel otdle prédisposant a des
pathologies constitutionnelles comme l'autisme@uvetard mental de certains CNV. Que
faire lors de la mise en évidence de tels remamésrie

Il serait nécessaire de mener une étude au niva@nal, sur un grand nombre de
cas, avec un suivi prospectif en prénatal, afimdzux définir les intéréts et les limites de

la technique de CGldfray en période prénatale.
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CONCLUSION

La fréquence dans la population générale des Margu€hromosomiques
Surnuméraires (MCS) est de 0,044%. Les technigeesytbgénétique standard sont
parfois insuffisantes pour les identifier, en raiskte leur petite taille. Dans deux tiers des
cas, le MCS dérive d'un chromosome acrocentriquepeait étre identifié par des
techniques de FISH ciblée (sondes des chromosofes 22, par exemple). Pour le tiers
restant, I'identification des MCS est plus complexte doit faire appel a différentes
techniques de cytogénétique moléculaire. Ces tgqubgi si elles permettent
l'identification du MCS, restent toutefois peu infmatives sur la portion du chromosome
impliqué, la corrélation génotype-phénotype estsaldifficile a établir. De plus, il est
souvent nécessaire de réaliser plusieurs examemgetie identification.

L’avantage de la technique de CGirtay, par rapport aux techniques standard, est
de permettre la caractérisation précise du MC8gtairigine chromosomique et contenu
en genes des régions impliquées) mis en évidencdesuaryotype. L’identification
précise des régions chromosomiques du MCS fadditeorrélation génotype-phénotype
et permet de proposer un diagnostic plus précisefprise en charge plus adaptée.

L’étude présentée dans ce mémoire, réalisée syafibnts présentant un retard
mental et porteurs d'un MCS révélé sur leur capyetynais non identifié en FISH, a eu
pour objectif d’évaluer I'utilité de la CGHrray dans l'identification des MCS. Cette
technique a permis de caractériser précisementd& Mans 8 cas sur 10. Ces 8 MCS
étaient constitués d’euchromatine, et avec laide ld littérature, une corrélation
génotype-phénotype a pu étre établie.

La technique de CGldfray se révele donc étre une technique de premier choix
pour identifier et caractériser les MCS en un senips. Cependant, lorsque le MCS est
en mosaique faible (cas 1 et 4), il peut échappkr @étection en CGHsray. Une
alternative consiste alors a [lutilisation de lachieique de microdissection
chromosomique.

Une perspective prochaine est le transfert en dstgnprénatal de la technique de
CGHe-array. Pour la caractérisation d’'un MCS, en dehors gadremes déja décrits, il
n’est pas toujours possible de conclure sur lectaira délétére de 'anomalie.

Afin de permettre son utilisation en prénatal,dastitution d’'une base de donnée
rapportant les corrélations génotype-phénotyperabseen période postnatale serait utile.

Les MCS identifiés pourraient alors étre corrélés gphénotype particulier.
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ANNEXE 1

QC Report - Agilent Technologies : 2 Color Gene Expression

Date Tuesday, Octaber 11, 2005 -~ 19:15
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CARACTERISATION DE 10 MARQUEURS CHROMOSOMIQUES
SURNUMERAIRES (MCS) :
APPORT DE L'HYBRIDATION GENOMIQUE COMPARATIVE
SUR MICRORESEAU (CGH-ARRAY)

Lors de la réalisation d’'un caryotype, la présedeen fragment chromosomique
surnumeéraire dont on ne sait pas déterminer l'ogigiarfois mis en évidence. Il s’agit
d’'un Marqueur Chromosomique Surnuméraire (MCS). @eemosomes additionnels de
structure indéterminée font I'objet d’études appnafies car ils peuvent étre associés a
des phénotypes anormaux. La difficulté réside mleitification et la caractérisation de
ce MCS afin d’établir une corrélation génotype-pitgpe.

L’étude présentée dans ce travail, réalisée suipdifents présentant un retard
mental et porteurs d'un MCS révélé sur leur capyetynais non identifié en FISH, a eu
pour objectif d’évaluer I'utilité de la CGldrray dans l'identification et la caractérisation
des MCS. Cette technique a permis de caracténiéeispment le MCS dans 8 cas sur 10.
Ces 8 MCS eétaient constitués d'euchromatine, et disde de la littérature, une
corrélation génotype-phénotype a pu étre établierdvanche, lorsque le MCS est en
mosaique faible (cas 1 et 4), il peut échapperdatection en CGHuray. Des techniques

alternatives doivent alors étre utilisées.
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