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Au lieu de la préface

Rapport sur | 0ouvrage
GENETIQUE MEDICALE :

Travaux pratiques pour les étudiants en Médecine Générale

Le livre «Génétigue Médicale: Travaux pratiques pour les étudiants en
Médecine Générale (section francaise)» s'adresse aux étudiants en Médecine de
deuxieme année, section francgaise de I'Université de Médecine et Pharmacie «Victor
Babes» de Timisoara.

Structuré en 14 chapitres, l'ouvrage vise a mettre en pratique les
connaissances théoriques enseignées dans le cours de Génétique Médicale. En ce
sens, le livre présente et explique des notions essentielles de génétique clinique (avec
les investigations génétiques correspondantes), auxquelles il associe une riche
imagerie des syndromes chromosomiques et monogéniques, qui permettent aux
étudiants d'identifier les principales caractéristiques cliniqgues de diverses maladies
génétiques. La présentation des modeles de transmission héréditaire est suivie
d'exercices (de complexité progressive) d'analyse et d'interprétation des arbres
généalogiques des familles touchées par des maladies génétiques, qui permettront
aux étudiants de savoir identifier les principales catégories de risque génétique.

Un point fort de cet ouvrage est la description des principales méthodes
utilisées en cytogénétique clinique et moléculaire dans le cadre de la présentation des
caryotypes et des tests ADN issus de I'étude de cas des auteurs de ce cours.

Des chapitres distincts sont réservés aux anomalies génétiques associées a la
pathologie oncologique et le diagnostic prénatal (invasif et non invasif), avec des
exemples intéressants, cliniques bien choisis, présentés dans une maniére
appropriée au niveau des étudiants de deuxieme année.

Dans l'ensemble, ce travail est une entreprise utile et bien structurée, écrite
dans un style clair et concis, qui permet une trés bonne introduction des étudiants de
deuxieme année dans le domaine complexe de la génétique clinique et moléculaire.

loan-Ovidiu Sirbu, Md, PhD

Associate Professor
AVictor Babeso University of
Faculty of Medicine
Biochemistry and Pharmacology Department
Biochemistry Unit
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Travaux pratiques nr. 1.

GLOSSAIRE

Génétique (du grec genno o033, cdonner nai

I'nérédité et les genes, les mécanismes qui assurent la préservation et la transmission
des caracteres héréditaires des parents aux enfants, d'une cellule a une autre.

L'invention du terme « génétique » revient au biologiste anglais William Bateson
(1861-1926), qui l'utilise pour la premiere fois en 1905. La génétique moderne est
souvent datée de la mise en évidence de la structure en double hélice de 'ADN
effectuée par James Watson et Francis Crick en 1953.

ADN

Cellule

Noyau Chromosome

Fig. 1.1. Le lien entre les chromosomes et 'ADN

Acides nucléiques
Grandes molécules formées par des unités de base: les nucléotides.
Chague nucléotide comprend:

un glucide,
une base azotée et
un groupe phosphate.

La molécule ¢ -
d"ADN

Fig. 1.2. Molécule d'ADN
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Il existe deux types d'acides nucléiques:

| *acide d®soxyribonucl ® que, ou | 6ADN, e
| 6acide ribonucl ® que, ou | '"ARN

(:3”

(Voir la page 357)
E/

ADN... ARN...?
Quelle est la
différence?

ADN ARN

Est un double brin

AT - CG

Le sucre formant les
«montants» est le
désoxiribose

Fig. 1.3. Comparaison entre les deux types d'acides nucléiques

ADN acide désoxyribonucléique

Chez les organismes eucaryotes, il est emballé dans le noyau cellulaire.

Développé, il prend la forme d'un filament trés long, constitué d'une chaine ou
séquence de caractéres spécifique, dans un alphabet de 4 lettres chimiques: bases
azotées A (Adénine), T (Thymine), G (Guanine) et C (Cytosine). Cette séquence

repr®sente | e message g®n®ti que, tedtatas e mb | e
cellule de fonctionner aprés un programmec ar act ®r i stique ~ | 6esp
Thymine
Adénine

Armature de

Phosphate- © ¥ |
desoxyrlbose k@/‘ e “\H {i

g A T
oy \QQ

pod 19

Extrémité Cytosme 6""

3 Guanine

Extrémité 5

Fig. 1.4. Le lien entre les 2 brins d'ADN

Allele: Géne qui occupe le méme locus sur le chromosome homologue.
Les deux alleles peuvent étre

identiques (homozygotes) ou
différents (hétérozygotes).



Deux chromosomes

Alléle la
tomalomues Vv Conlom it
! e——

Alléle pour la
V' couleur blanche

e =

Fig. 1.5. Alleles

Alléles: Pour un certain locus sur un chromosome, un méme gene peut exister sous
différentes formes appelées alleles.

Chromosomes
PN

Gene

o /,/7 Locus
77

® O O Aleles

Fig. 1.6. Les génes alleles représentent 2 du nombre total d'alléles dans la population

Dominant / récessif (alléle)

Un allele est dominantsielleest capabl e dbéexprimer un car a
| 6®t at homozygote et h®t ®rozygot e; un al l 1 ¢
alleles identiques, présentent sur les deux chromosomes homologues (homozygotie)

pour e x pri mer un <caract re. Un all 1l e dominan
récessif.

Pére

mm Allele for blue eyes (recessiva)
(= Allele for brown eyes (dominant) G g

/E - ﬁ
. ¢ G (géne exprimé, (géne exprimé,
homozygote) hétérozygote)
2
3
=
g (géne exprimé, | (géne non exprimé,
- hétérozygote) homozygote)
Individual A Individual B Individual C
heterazygous homozygous homozygous

recessive

Fig. 1.7. Exemple d'alléles dominants et récessifs

ARN, ou acide ribonucléique
Molécule utilisée pour transférer l'information génétique de I'ADN du noyau vers le
cytoplasme, ou l'information est utilisée pour la synthése des protéines.



Fig. 1.8. Molécule d'ARN

Autosome/ Gonosome

Autosome - un chromosome des 22 paires homologues, chromosome non sexuel.
Gonosome - les chromosomes qui déterminent le sexe. Chez les humains, il s'agit
des chromosomes X et Y.

Bases azotées

Lettres de | 6al phabet ¢ h imessapel génétiguei Il yyas2®e s p o
catégories: pyrimidines (T, C, U) et purines (A,G)

L'information contenue dans I'ADN est écrit par 4 lettres (bases azotées): A= adénine,

T = thymine, G =guanine, et C = cytosine).

L6information g®n®tigue est inscrite dans |
dans | 6ADN ( bases az=guadne etC =Aytosinep masthynmne ,

T est remplacée par un U = uracile.

9 o)
e, i
fH. \C H
\_ ¢/ "“T" HC ¢ C~ n-H
c C
H.-" "-ulrl.-f "‘-u‘:_-o HH-CNN.-'C;‘-D
d )
Molecule Uracile Molecule Thymine

Fig. 1.9. Dans lamoléculedd ARN t hy ddiADeN (eTs)t rempl ac®e par

Chromosomes = Formations qui se produisent dans le noyau d'une cellule lors de la
division, sous la forme de tiges, souffrant des processus complexes de fractionnement
et de séparation. Les chromosomes sont le support matériel des genes.
Cytogénétique= Une partie de la génétique qui traite de I'étude des chromosomes.



Un Membrane Cytoplasme ©Georges Dolisi
chromosome

Centromére
Une cellule

Protéines associées : les
histones (en jaune)

De I'ADN 2nm
au chromosome : SO \
les enroulements 3

successifs

Bases
===m Cytosine azotées
——— Guanine
— Double hélice
— d'ADN

Adénine
Thymine

Fig. 1.10. Le lien entre les chromosomes et 'ADN

Caryotype

Disposition standard des chromosomes dans une cellule, développée dans le but de
détecter des aberrations chromosomiques, numériques ou de la structure,
homogénes ou en mosaique, de transmission autosomique ou gonosomique.

2) |

-
]

DERIT e

Fig. 1.11. Caryotype humain féminin (Collection du Dr Cristina Gug)

Cartes génétiques
Un atlas du génome d'une espece, ou sont positionnés de nombreux repéres pour
faciliter | a localisation des Ilgcushes (d®t er mi



géne codant pour le géne codant pour une partie

groupe sanguin rhésus K de la molécule d'hémoglobine
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géne codant pour le ¢ i détermi
groupe sanguin (ABO) geéne qui détermine

le sexe masculin X géne permettant la
2 3 fabrication d'un produit
géne codant pour une partie 5 iy

de la molécule d'hémoglobine nécessaire a la
U 9 coagulation du sang

Fig. 1.12. Exemples de locus chromosomiques de plusieurs genes

Distance génétique = Distance entre deux genes sur un chromosome (unité de
distance- centimorgan cM).

Clone cellulaire
Toutes les cellules génétiquement identiques provenant d'une cellule initiale, par
mitoses successives. Chaque division produit une nouvelle génération de cellules.

:\((U’nl,l-!“".'rl ‘_!n_‘ mutalons

L r—e———
Prolsferation

» indétine

0 jo o b incontedlés
" 2 ™=
r \N -/VO"' cancéreuse \ .:
& ® . . ]
AN » @ > -t B -‘o o'

I Perturdation

Mutation
Fig. 1.13. Clone cellulaire

Code génétique

Chaque géne contient I'information nécessaire a la synthése des protéines.
L'information est contenue dans la séquence de quatre bases azotées (A, T, C, G) qui
sont alignées sur le fragment d'’ADN.

Une protéine consiste en une séquence linéaire d'acides aminés. Le séquencage des
acides aminés dans la protéine est déterminé par le séquencage du géene codant pour
cette protéine.
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Il y a une corrélation entre les bases azotées de I'ADN (gene) et les acides aminés.
Cette correspondance constitue le code génétique : trois bases azotées adjacentes

sur | 6ADN f or ment uaquispécifiepn aBidearipe @drtieuier. c o d o n
2° leftre 3e
1° lettre U C A < lettre
UUU | Phénylalanine | UCU UAL . UGl y U
U UUC | Phe Uoc | Serine UAC Tyrosine Tyr UG Cysteine  Cys c
WUA | _cine  Leu LYSA Ser e UGA| non-gens STOP A
UG UCG UAG : UGGE| Tryptophane Trp G
CUU CCU CAUL e His CGU U
C cuc Leucine Leu CCC Froline  Pro CAC CGC Arginine  Arg ¢
CUA CCA CAAl ciamine @ln 1COA A
CUG CCG CAG CGG G
ALY ACU AAU Asparagine  Asn ACU Sérine  Ser Y
A AUC |lsoleucine lleu | ACC Thréonine Thr AAC AGC C
AUA ACA AAA Lysine Lys AGA Arginine  Arg A
AUG | Méthionine Met | ACG AAG AGG G
GUU GCU GAU| Acide GGU U
GUC|,, . GCC : GAC|aspartique  Asp GGC : C
G GUR Yaline Val GCA Alanine  Ala GAL JETRT— GOA Glycine  Gly A
GUG GCG GAG gutamiy GGG G
Fig. 1.14. Le code génétique
Gene
Unité d'information héréditaire située sur un chromosome donné qui consiste en un
fragment d' ADN. Chaque g ne dirige (code) 1| a
et assure la transmission et I'expression d'un caractére donné.
Le génome humain contient environ 25.000 génes distribuées sur les 23 paires de
chromosomes.
Geéne candidat= Gene qui est soupconné d'étre la cause d'une maladie.
Locus génétique= Position d'un géne sur un chromosome.
Gene de prédisposition a une maladie
G ne qui tend favori ser |l e d®vel oppement
d'autres génes et / ou des facteurs environnementaux.
On sait, par exemple, de nombreux genes de prédisposition au cancer.
Génie génétique
Tous les outils d'isoler, de purifier et d'obtenir une quantité suffisante d'un gene, dans
le but d'étudier sa structure, sa fonction et sa régulation. Ces outils ont révolutionné la
biologie et ont fourni des méthodologies pour la recherche en génétique moléculaire.
Ces nouvelles technologies d'ingénierie génomique, avec la génomique synthétique
(conception de génomes artificiels), figurent actuellement parmi les technologies les
plus prometteuses en termes de recherche biologique appligu ®e et doéi nnov

industrielle.

Génome

Tout le matériel génétique contenu dans une cellule. Il est présenté comme une longue

molécule d'ADN (1,50 m) enveloppée du noyau de chaque cellule dans le corps.

11



Le programme «Le Génome Humain» (1989-2001) a eu le but de déterminer avec

précision la position et la fonction de chacun des 20 000-25 000 génes du patrimoine
génétique.

Maintenant en premiere mondiale, voici illustré
le code identique a chaque individu de la planéte
qui se retrouve dans vos 50 milliards de cellules.

Au début des années 1990, la
communaulté scientifique
internationale ajete les bases d’un
projet qu’on a parfois qualifie, en
raison de son ampleur, de « projet
Apollo de la biologie ». L objectif
€tait d’obtenir, pour le début du
troisieme millénaire, la séequence
compléte du génome humain- 3,2
mi "ds de nucléotides, soit, en
caractéres, le contenu de 2000 livres
de 500 pages. Une seule de ces
cellules de ce code mesure est un
meétre de long et 2 nanomeétres
d’épais (20 atomes).

Projet Génome Huwmain

"
)

”ll]!vlllr

00 ey

|

Claude Duquette

Fig. 1.15. «Le Génome Humainx»

Génotype / phénotype
Phénotype: Toutes les caractéristiques héréditaires d'un individu.
La combinaison de deux geénes situés face-a-face sur les deux chromosomes

homologues est appelée génotype. Par exemple, le génotype d'un individu qui a du
sang de type B est soit BB ou BO.

Le phénotypecorresponde ~ | " expressi on parimanel 6envi
génétique.
@.__Pb«wtypo
BB Bb b oo

Fig. 1.16. Génotype-phénotype

Homozygote / hétérozygote

Chague géne existe en deux exemplaires, I'un d'origine paternelle, I'autre d'origine
maternelle. Chaque gene peut avoir des formes différentes appelées alléles.

Si les deux alleles sont identiques, le génotype est homozygote pour ce gene. Si les
deux alleles sont différents, le génotype est appelé hétérozygote.

12



es alleles sont identiques:
individu homozygote

Les alléles sont différents:
individuhétérozygote

Fig. 1.17. Homozygote / hétérozygote

B : Alléle couleur brune
b : Allele couleur bleue

Homozygote Homozygote Hétérozygote

Haploide/ Diploide

Haploide- se référe a noyau de la cellule sexuelle (ovule ou spermatozoide) qui a
seulement la moiti€ du nombre de chromosomes caractéristigue de l'espece;
ensemble haploide= 23 chromosomes (n = 23).

Diploide- se réfere au noyau de la cellule somatique contenant 46 chromosomes,
| 6 ensembl eétard icgractérigtiue pour toutes les cellules humaines, a
I'exception des cellules sexuelles.

pois jaune (j) pois vert (v)

lére génédration

jv

28ns génération J J »J J

jv ij vv jv
Fig.1.18. lllustration de Lois de Mendel utilisant des pois

Maladie génétique

Maladie causée par une anomalie génétique ou d'un défaut / mutation d'un ou
pl usieurs g nes. Quand | a mal adie survi
d 6 u"maladie monogénique.”

Cependant, la majorit¢ des maladies telles que les cancers, les maladies

cardiovascul air es, neuropsychiatri qumultiglesc .

génes ou associe un défaut génétique et les facteurs environnementaux et/ ou liés au
mode de vie. Dans ce cas, on parle de maladies partielles génétiques ou maladies
communes.

Métaphase
Etape de la division cellulaire, optime pour étudier les chromosomes humains.

13
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Fig. 1.19. Métaphase (Collection du Dr Cristina Gug)

Mitose=Processus dynamique par lequel une cellule somatique se divise en deux
nouvelles cellules, avec un contenu génétiquement identique (2n chromosomes).

Méiose=Processus de division cellulaire pour la maturation des gametes (ovules et
spermatozoides) avec réduction de moiti€ du nombre de chromosomes (n

chromosomes).

o biiong 2n = DIPLOIDE

@ ‘l 1= HAPLOIDE . . 2n

b i
T = Lt ™)
—~= e
d- N
¢ N R
. - §n
o 9 #%. L M
2n n . 4 h S \
i inl n
A M A

Fig. 1.20. Mitose et méiose

Zygote
Cellule résultant de l'union de deux gamétes; cellule-T u f .

Zygote - 16
Blastocyte cell stage
—
Embryonic
stem cells

Fig. 1.21. Zygote résultant de lI'union de deux gameétes
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Ovogenése=For mati on des ovocytes dans | '"ovai

dans le processus de gamétogenese.
Ovule= Les gametes femelles produits par les ovaires.

Ovulation= Elimination ovocytaire mensuelle, réguliére, de l'ovaire dans les trompes
utérines, de la puberté jusqu'a la ménopause.

Spermatogeneése
Formation du sperme, les gamétes males.

SPERMATOGENESE OYDGENESE

Spermatocyte primaie
aprés duplication

Ovocyte primaire
aprés duplication

de 'ADN de I'ADN
1¥ globule polaire
=HR = e e \‘, =
¥ =N
" ~ Premiére
division
Spermatocytes Mmélotique
/ _ 50 onda:re Ovocyte Division du
/ \ secondaire 1*" globule
~ Deuxiéme polaire
division
méiotique
JDE'matldPS N e _/\‘_ ~

Q N *@

Spermatozoides

7 globule
polaire

Fig. 1.22. Spermatogenése et Ovogenese

Mutation
Changement au niveau du matériel héréditaire, a la suite d'une erreur d'écriture dans
le message

Point

Fig. 1.23. Mutation
Oncogéne
Gene, a la suite d'une mutation produite a son niveau, qui code pour une protéine qui
stimule la division cellulaire excessive. Cela conduit a une prolifération cellulaire
anarchique, un processus qui sous-tend le cancer.

15
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Les génes du cancer

Cellule normale Cellule tumerale
oncogéne »  Activé

Géne suppresseur de tumeur - Inactivé

Fig. 1.24. Les oncogenes provoquent des divisions cellulaires incontrélées

Tératogéne
Agent de I'environnement qui provoque des malformations.

RAYONS X

Fig. 1.25. Exemple de facteurs tératogénes
Malformation
Vice de | a conformation d'un organe, doéun
facteurs environnementaux) agissant |l ors
congénitale (présente a la naissance).

Fig. 1.26. Fente labiale et palatine

Thérapie génique

Nouvelle forme de traitement, encore au stade expérimental, consistant a introduire
un gene normal dans I'organisme porteur d'un défaut génétique dans le but de
corriger ce défaut.

16



LES DEUX VOIES DE LA THERAPIE GENIQUE

IN VIVO EXVIVO
Injection directe Greffe de cellules génétiquement modifiées
Prélévement
de cellules
malades
Rétrovirus
®) contenant le géne
& a transférer
S(Rai? -
f&’%\&{ =
77 @ R
J § X »
Injection Culture ex vivo 5 \ A0
intraveineuse, = - e é/
intramusculaire, b NS '3
intrapéritonéale, \ '
aérosol... SPa5s a8
7 Infection des
cellules en culture
Réintroduction
des cellules
modifiées chez
le patient

Deux approches existent : soit injecter
di le matériel génétique foncti

lution d’ADN nu, lip St 1ou vecteur viral)
Vecteur viral soit le multiplier d"abord en laboratoire dans
des cellules mutées de ' i

Fig.1. 27. Thérapie génique

Vecteur (thérapie génique)

Véhicule pour le transport du gene et son introduction dans les cellules malades,
dans le but de réparer le défaut génétique présent.

Ces vecteurs sont généralement

9 des virus rendus inoffensifs, les adénovirus ou rétrovirus,
1 des plasmides ou

1 desliposomes (des constructions artificielles, impliquant les lipides).

17



Travaux pratiques nr. 2

LES TECHNIQUES DE GENETIQUE
MOLECULAIRE 1
Histoire

1 La génétique/biologie moléculaire est une discipline scientifique au croisement

de la génétique, de la biochimie et de la physique, dont I'objet est la compréhension

des mécanismes de fonctionnement de la cellule au niveau moléculaire.
Le terme «biologie moléculaire», utilisé la premiere fois en 1938, désigne
également I'ensemble des techniques de manipulation d'acides nucléiques (ADN,
ARN), appelées aussi techniques de génie génétique.
La biologie moléculaire est apparue dans le XXeme siecle, a la suite de
I'élaboration des lois de la génétique, la découverte des chromosomes et
I'identification de I'ADN comme support chimique de l'information génétique.
Aprés la découverte de la structure en double hélice de 'ADN en 1953 par James
Watson, Francis Crick, Maurice Wilkins et Rosalind Franklin, la biologie
moléculaire a connu d'importants développements pour devenir un outil
incontournable de la biologie moderne a partir des années 1970.
La biologie moléculaire est apparue dans les années 1930, le terme n'ayant
cependant été inventé qu'en 1938 par Warren Weaver. Warren Weaver était a
I'époque directeur des Sciences Naturelles pour la Fondation Rockefeller et
pensait que la biologie était sur le point de vivre une période de changements
significatifs étant données les avancées récentes dans les domaines tels que la
diffractométrie de rayons X. https://www.youtube.com/watch?v=9-40niB-CpE
(génie génétique)

Relation avec les autres sciences biologiques «a I'échelle moléculaire»

1 Les chercheurs en biologie moléculaire utilisent des techniques spécifiques pour
la biologie moléculaire (voir plus loin Techniques de biologie moléculaire), mais les
combinent de plus en plus avec les techniques et les idées provenant de la
géneétique et de la biochimie.

9 1l n'y a pas de frontiére bien définie entre ces disciplines, bien qu'il y en ait eu &
une certaine époque.

11 Lafigure ci-contre illustre une vue possible de la relation entre les domaines:

1. La biochimie est I'étude des substances chimiques et des processus vitaux
gui se produisent dans les organismes vivants.

2. La génétigue est l'étude des effets des différences
géneétiques entre les organismes. Souvent cela peut étre
déduit par l'absence d'un composant normal (par
exemple un gene), I'étude des «mutants» 8 organismes
dont il manque un ou plusieurs composants
fonctionnels par rapport au soi-disant «type naturel»
ou au phénotype normal. Les interactions génétiques
telles que les épistasies mettent souvent en défaut les
interprétations simples de ces études par «élimination».

Function

Proteins

Maolecular Blology
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https://www.youtube.com/watch?v=9-4OniB-CpE

3. La biologie moléculaire est I'étude des processus de réplication, de
transcription et de traduction du matériel génétique. Le dogme central de la
biologie moléculaire ou le matériel génétique est transcrit en ARN, puis traduit
en protéines, bien qu'il soit une image tres simpliste et sans fondement de la
biologie moléculaire, fournit encore un bon point de départ pour comprendre ce
domaine.

A réviser a la lumiére des nouveaux réles qu'on découvre au niveau de I'ARN.

L'essentiel du travail en biologie moléculaire est quantitatif, et récemment
beaucoup de travaux ont été faits a l'intersection de la biologie moléculaire et de
I'informatique, dans la bio-informatique et dans la biologie calculatoire.

@ /ﬁntéumiqlh
S v

Bio-informatique

Génomique Génétique des
fonctionnelle populations

Fig. 2.1. Bio-informatique

Depuis les années 2000, I'étude de la structure et de la fonction des genes, la
génétique moléculaire, fait partie des sous-domaines de la biologie moléculaire.

De plus en plus, de nombreux autres domaines de la biologie se concentrent sur
les molécules,

1 soit directement, en étudiant leurs interactions propres comme en biologie
cellulaire et en biologie du développement,

1 soit indirectement, quand les techniques de la biologie moléculaire sont
utilisées pour déduire les attributs historigues des populations ou des
especes, comme dans les domaines de la biologie de I'évolution telles
gue la génétique des populations et la phylogénie.

Il y a également une longue tradition de I'étude des biomolécules «a partir du
bas» en biophysique.

Techniques de biologie moléculaire

Depuis la fin des années 1950 et le début des années 1960, les biologistes
moléculaires ont appris a caractériser, isoler et manipuler les composants
moléculaires des cellules et des organismes.

Ces composants incluent:

1. I'ADN, support de l'information génétique,

2. I'ARN, proche de I'ADN dont les fonctions vont de la copie provisoire d’ADN
jusqu'aux réelles fonctions structurelles et enzymatiques et qui est une partie
fonctionnelle et structurelle de I'appareil traductionnel, et

3. les protéines, molécules structurelles et enzymatiques les plus importantes
des cellules.
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Clonage d'expressions

Une des techniques les plus élémentaires en biologie moléculaire pour étudier le role
des protéines est le clonage d'expressions. Dans cette technique, I'ADN codant la

protéine qui nous intéresse est cloné en utilisant

9 la réaction en chaine par polymérase (PCR en anglais pour Polymerase Chain

Reaction) et/ou

9 des enzymes de restricion dans un plasmide (qu'on appelle vecteur

d'expression;

Plasmide = une molécule d'ADN distincte de I'ADN
chromosomique, capable de réplication autonome et non
essentielle a la survie de la cellule; le terme plasmide fut introduit
en 1952).

Ce plasmide peut avoir des éléments de séquences promotrices
spéciales pour diriger la production de la protéine en question et
peut aussi avoir des marqueurs de résistance antibiotique pour
aider a suivre le plasmide.

Plasmide

Génome

8

Cellule bactérienne

Ce plasmide peut étre inséré dans des cellules, soit de bactérie, soit d'animal.
Introduire de 'ADN dans des cellules bactériennes est appelé transformation, et cela

peut étre complété de plusieurs manieres:
1 électroporation,
1 micro-injection,
1 consommation passive et
1 conjugaison.

Introduire de I'ADN dans des cellules d'eucaryotes, telles que des cellules animales,

est appelé transfection.

Plusieurs techniques différentes de transfection sont disponibles:

1 transfection calcium phosphate,
1 transfection de liposomes ou lipofection,

1 électroporation ou encore par réactifs de transfection propriétaires tels que le

Fugene ou le Genecellin.

Clonage d'expressions: Biotechnologie

Le gene d'intérét est isolé a partir du génome humain(1l) puis inséré dans le
plasmide d'une bactérie (2). Le plasmide modifié est alors transféré dans la
bactérie (3), qui se multiplie rapidement en colonie, laquelle produit la protéine

humaine d'intérét en grandes quantités (4).
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Fig. 2.2. Clonage

Par des techniques semblables, les biologistes ont fabriqué:

T
T
T

|l

L'ADN peut alors étre introduit dans les cellules en utilisant
1 desvirus ou
1 des bactéries pathogénes comme transporteurs.
Dans de tels cas, la technique est appelée transduction virale/bactérienne, et les
cellules sont dites transduites.

ddéune

I'hormone de croissance; sa déficience conduit au nanisme
I'insuline, nécessaire dans le traitement du diabete,
le médicament leukine, utilisé dans le traitement du cancer et des
infections virales,

le vaccin de I'hépatite B et bien d'autres médicaments.

gene

En génétique, la transduction est un processus qui consiste en un transfert de

by

matériel génétique (ADN bactérien), d'une bactérie donneuse a une bactérie

receveuse, par l'intermédiaire d'un vecteur viral (un bactériophage).
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Fig. 2.3. La technique transduction virale/bactérienne

De grandes quantités de protéines peuvent alors étre extraites de la cellule
bactérienne ou eucaryote. La protéine peut étre testée pour connaitre son activité
enzymatique dans une variété de situations, elle peut étre cristallisée pour qu'on
puisse étudier sa structure tertiaire, ou, dans l'industrie pharmaceutique, on peut
étudier I'activité de nouveaux médicaments sur la protéine en question.

Réaction en chaine par polymérase (PCR)

La réaction en chaine par polymérase (PCR en anglais, pour Polymerase Chain
Reaction) est une technique extrémement flexible de copie d’ADN.

La PCR permet a une simple séquence d’ADN d'étre copiée des millions de fois, ou
d'étre altérée par des moyens prédéterminés.

PCR amplification

Cycles 1 2 3 e = 30

B i1 I copes o
m mmml

21 w 2 cophos DNA 2)-4mpu-\0NA Zl-ﬂm‘n‘-s(l\»\

Chain Reaction, copies from copies produced

Fig. 2.4. Réaction en chaine par polymérase (PCR)

La PCR peut aussi étre utilisée pour déterminer si un fragment particulier d'ADN se
trouve dans une bibliothéque d'’ADN complémentaires.

Fig. 2.5. Bases azotées complémentaires
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La PCR a transcription inversée (RT-PCR en anglais pour Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction ) pour I'amplification de I'ARN.

qm RNA

3 Primer
Reverse

Transcription

[———————"]
-_—AA coona

| s— 1
PCR l

Amplified

E=————— DNA

Ampllﬂcation>\

o = —_
= = =

Fig. 2.6. PCR avec transcription inversée

Récemment, la PCR temps réel (QPCR) qui permet des mesures quantitatives de
molécules d'ADN et d'’ARN.

6000 /"
W AccuQuant™ Multplex gPCR SuperMix A — -——~‘
B QuantiTect® Multiplex PCR Kit

5000

4000 slope -3315 4 4 ~P—-—i.‘ .

RFU (FAM)

2 -0.998 )
% Eff. 1003

3000

2000

1000

0 5 0 15 20 2 30 35 40 45
Cycle Number

Fig. 2.7. La PCR en temps réel

Amplification multiplex de sondes dépendant d'une ligation (MLPA)

Une variante de la PCR multiplexe qui utilise une sonde divisée en deux, nécessitant

la ligation des deux parties pour que I'amplification ait lieu. Cette méthode est utilisée

pour dénombrer les copies d'une méme séquence dans un ADN.

Deux oligonucléotides sont utilisés:

1. Le premier contient a la suite une région correspondant a une premiere amorce de
PCR et la premiére moitié de la sonde complémentaire de la région a détecter,

2. Le second contient la deuxieme moiti€é de la sonde suivie d'une région
correspondant a la deuxieme amorce de PCR.
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Fig. 2.8. Amplification multiplex de sondes dépendant d'une ligation (MLPA)

DELETION DES EXONS 51, 52 ET 53 CHEZ UN PATIENT DMD

} !
Lah Ll

[ e

ex 51 ex 52 ex 53

L

Fig. 2.9. La technologie MLPA: L'image illustre la suppression des exons 51,52,53
chez un patient atteint de dystrophie musculaire de Duchenne

| ectrophor se dO6ADN sur gel dbagarose

L'électrophorese est un des principaux outils de biologie moléculaire. Le principe
de base est que I'ADN, I'ARN et les protéines peuvent étre séparées par des
champs électriques.

Dans I'électrophorése en gel d'agarose, I'ADN, I'ARN et les protéines peuvent étre
séparés en fonction de leur taille en faisant circuler 'ADN a travers un gel
d'agarose.

Les protéines peuvent aussi étre séparées par leur charge électrique, en utilisant
ce qu'on appelle un gel isoélectrique.

L6®l ectrophor se sur gel débagarose (ou de
communément utilisées car elle permet de séparer des molécules en fonction de

leur taille, préalable indispensable dans de multiples applications, notamment

pour

f identifier des fragments dO6ADN d®coup:
9 identifier un géne
9 établir des empreintes génétiques par Southern Blot
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Gel electrophoresis
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Fig.210.£l ectrophor se dO6ADN sur gel dboéa

La séparation des molécules, dans un milieu donné, se fait donc premierement en
fonction de leurs charges, puis si celles-ci sont identiques, en fonction de leur taille.

% Mélange

= i 'ﬁi_ de fragments
cathode |, M] ] d'ADN de tailles
) v 3 “‘ différentes

st | HARI L

st R 1 R IR
«— | THII 1IN

-—

_gel

e

E_J

% B 8 BV U0 L e
e

{0 1 ) ) I

glaques
[~ "de verre

\ e—— s TN gel 3 la fin

e du processus

Fig. 2.11. La séparation des molécules en fonction de leur taille.

Il existe 3 types d'électrophorése:
1. Southern Blot: £lectrophor se d
2. Northern blot: £l ectrophor se d
3. Western blot: Electrophorése des protéines du sur gel de acrylamide.

ADN sur
ARN sur

o O
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Fig. 2.12. Electrophorése : Southern Blot, Northern blot, Western blot:

1. Southern Bl ot : £l ectrophor s MinidgblA@N sur
coloré par le bleu de Nile)

Figg2. 13. Southern Blot: £l ectrophor se

Nommé ainsi d'aprés le nom de son inventeur, le biologiste Edwin Southern, le
Southern blot est une méthode pour sonder la présence d'une séquence précise
d'ADN a l'intérieur d'un échantillon d'ADN.
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Des échantillons d'ADN avant ou aprés digestion par une enzyme de restriction sont
séparés par électrophorese et transférés sur une membrane par marquage via action
capillaire.

La membrane peut alors étre testée en utilisant une sonde ADN marquée avec un
complément de la séquence en question.

A l'origine, la plupart des protocoles utilisaient des marqueurs radioactifs;
cependant, maintenant il existe de marquages non radioactifs.

2. Northern bl ot £l ectrophor se do6ARN
Est utilisé pour étudier les modéles d'expression d'un type spécifique de molécule
d'ARN en comparaison relative avec un ensemble de différents échantillons d'ARN.
C'est essentiellement une combinaison d'une dénaturation d'électrophorése d'ARN, et
d'un blot.

Dans ce processus, I'ARN est séparé en fonction de la taille, puis est transféré sur une
membrane qui est alors sondée avec un complément marqué pour la séquence
intéressante.

\ Filter
,\\ )
“~ ~

- \

-
-
-
-~

RNA
transferred
to fiter

Fig. 2.14. L'ARN est transféré sur une membrane (filtre)

Les résultats peuvent étre visualisés d'une variété de facons selon le marquage
utilisé; cependant, la plupart conduisent a une révélation de bandes représentant la
taille de I'ARN détecté dans I'échantillon.
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L'intensité de ces bandes est liée a la quantité d'ARN ciblé dans les échantillons
analysés. Le procedé est utilisé géneralement pour étudier quand et combien
d'expressions de génes se produisent en mesurant la quantité de cet ARN présent
dans les différents échantillons.

C'est un des outils les plus fondamentaux pour déterminer quand certains genes
s'expriment dans les tissus vivants.
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3. Western blot- Electrophorése sur gel de polyacrylamide:
Séparation des protéines par électrophorése uniquement en fonction de leur taille
(dénature les structures tertiaire et quaternaire des protéines et les charge toutes
négativement), puis transfert des protéines séparées sur membrane pour les rendre
accessibles a divers marquages immunologiques ou autres.

)
Western Blot Set 2 ok
lestern Biot Setup ZEZE<=QE E - <
& SE3S5EQzSYEEE
o csxowPpE3Issa>io
mnwoOo=ZuwooX¥IlwnII<g

Gel cast between glass plates,
Notches cast in top of gel to receive samples. 75—

Anode

|
Separated |
Components

TS Gel
s = 4.4 —

~
Tracking Dye R
~

r ’ Transfer Membrane
? Filter Paper
] > X ]
e 2 = . Padt 2.4 .‘
-~ | - < ‘—e Support Grid P v
2t \_//
B 14— '
Diagram 1: lllustration of Western Blot Setup. 18S m

Fig. 2.16. Western blot- Electrophorése sur gel de acrylamide

Les anticorps pour la plupart des protéines peuvent étre créés par injection de petites
guantités de protéine cible aux animaux tels que la souris, le lapin, le mouton ou I'ane
(anticorps polyclonaux) ou produits dans une culture de cellules (anticorps
monoclonaux). Ces anticorps peuvent étre utilisés dans une variété de techniques
analytiques et préparatives.

Etapes du Western blot
1) Séparation de la protéined 6 i nt ®r ° t
2) Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose
3) D®tection de | a prot®i ne dbéint®r °t

protoin with two A (). 5.5 ComT
subunits, A and B, /o -
joined by a disulfide
bridge &

C
single subunit
protein

\’3

: negatively
= charged SDS
mcleculss

POLYACRYLAMIDE-GEL ELECTROPHORESIS

--I—‘—-l‘e

slab of polyacrylamide gel

Fig. 2.17. Western blot

Des méthodes analogues de Western blot peuvent aussi étre utilisées pour marquer
directement des protéines spécifiques dans des cellules et des sections de tissus.
Cependant, ces méthodes de marquages immunologiques sont plutdt associées a la
biologie cellulaire qu'a la biologie moléculaire.
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Detection in Western Blots

Detection Signal
d {colorimetric or chemiluminescent)

Enzyme-conjugated — Enzyme Substrate
Secondary Antibody

Primary Antibody
/ \/Target Protein

Membrane Containing Transferred Protein

Diagram 2: lllustration of defection in Western Blots.

Fig. 2.18. Les méthodes de marquages immunologiques

Applications médicales en diagnostic:

T

Les tests VIH de confirmation emploient la méthode du transfert de western afin
de détecter un anticorps anti-VIH dans un échantillon de sérum. Des protéines de
cellules que l'on sait infectées par le VIH sont séparées et transférées sur
membrane comme décrit ci-avant. Le sérum a tester est appliqué. L'étape
d'incubation dans l'anticorps primaire; les anticorps libres sont éliminés par
rincage de la membrane, et un anticorps dirigé contre les protéines humaines
secondaires associé a une enzyme ou un chromophore est ajouté. Les bandes
marquées indiquent ensuite les protéines contre lesquelles le sérum du patient
contient des anticorps.

Le transfert de western est également utilisé pour le test de confirmation de 'ESB
(dite «maladie de la vache folle»).

Certaines formes de détection de la maladie de Lyme utilisent le transfert de
western.

Les jeux de mots

Les termes western et northern sont des jeux de mots: les premiers blots étaient sur
I'ADN, et comme ils ont été faits par Edwin Southern, ils ont pris le nom de Southern
(southern veut dire «du sud» en anglais; tandis que western signifie «de l'ouest» et
northern, «du nord»).

Il est peu probable que Patricia Thomas, inventeur du blot ARN, qui est devenu le
northern blot, utilise vraiment ce terme.

Pour pousser la plaisanterie plus loin, on peut trouver, dans la littérature, des
références vers

N1 des south-westerns «du sud-ouest» (interactions PR-ADN)
9 des far-westerns du «far-ouest» (interactions PR-PR).
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Travaux pratiques nr. 3

LES TECHNIQUES DE GENETIQUE
MOLECULAIRE 2

Puce a ADN microarray

Une puce a ADN, aussi appelée microarray, est un ensemble de molécules
d'ADN fixées en rangées ordonnées sur une petite surface qui peut étre du verre, du
silicium ou du plastique.

- 72% 7:%1 L

Marquage Cy [ Marquage mJ

Fig. 3.1. Microarray

Cette biotechnologie récente permet d'analyser le niveau d'expression des
géenes (transcrits) dans une cellule, un tissu, un organe, un organisme ou encore un
meélange complexe, a un moment donné et dans un état donné par rapport a un
échantillon de référence.

Est représentée par une collection de milliers de puits microscopiques, chaque
puits contient un grand nombre de fragments d'ADN identiques permettant de
mesurer I'expression d'un géne particulier par complémentarité de séquence avec
ARN correspondant.
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Fig. 3.2. Les étapes d'une expérience de biopuce ADN

Les puces permettent ainsi de connaitre le transcriptome, c'est-a-dire I'ensemble des
génes transcrit a un moment donné dans un groupe de cellules données.

Il'y a plusieurs maniéres différentes de fabriquer des puces a ADN; les plus courantes
sont les puces a silicium, lames de microscope dont les taches ont 100 microns de
diameétre, les puces qu'on peut adapter a ses besoins, et celles avec des taches plus
grosses sur des membranes poreuses (macropuces).

Les puces peuvent aussi étre fabriqguées pour des molécules autres que I'ADN. Par
exemple, une puce a anticorps peut étre utilisée pour déterminer quelle protéine ou
bactérie est présente dans un échantillon de sang.

Panorama des domaines d'applications des biopuces:

9 Biologie médicale de cancérologie
9 Microbiologie

91 Toxico-génomique

1 Génomique environnementale

CGH-array
T Technique doéhybridation comparative g®nomi (

1 Technigue de cytogénétique sur puces

1 Technigue de quantification relative: mise en évidence de pertes ou de gains de
matériel chromosomique ou régions du génome par rapport a une référence.

1 Les puces permettent la détection des microdélétions ou des amplifications pour
des segments d'ADN a partir de 5 a 10 kb (milliers de paires de bases) =>
« chainon manquant » entre la cytogénétique et la biologie moléculaire.
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Fig. 3.3. Duplication terminale, un gain de nombre de copies de 22,3 Mo du
chromosome dans la région 8p23.3 1 p21.3. (Collection du Dr Cristina Gug)

Séquencage de I'ADN

Consiste a déterminer l'ordre d'enchainement des nucléotides pour un fragment
d ADN donné.

Apparu dans la deuxieme moitié des années 1970.

Méthodes:

1. méthode de Sanger
2. méthode de séquencage haut débit (HTS ou NGS)

7188) =i
w18D2895291-1-0297-G04__CFTRcds1 (13>401)¢—

CF-TR NM 700704‘92 3; ¢.3454G>C; p.D1152H | p. AspllSZHls
Fig. 3.4. Séquencage de Sanger chez un enfant atteint de fibrose kystique chez qui 2
mutations hétérozygotes du gene CFTR ont été identifiées
(Collection du Dr Cristina Gug)

Next generation sequencing/Séquencage haut-débit (NGS/SHD)

En 2005 est apparue une nouvelle génération de séquenceurs dits a haut débit
opérant en paralléle sur un tres grand nombre de séquences courtes, reposant sur de
nouvelles technologies physico-chimiques avec des débits jusqu'a 1000 fois
supérieurs.

Les capacités de ces nouveaux séquenceurs sont de plus en plus grandes pour
un prix de revient de plus en plus faible: actuellement 400 millions a 1 milliard de
paires de bases par jour pour moins d'un euro par million de paires de base.

La commercialisation de ces méthodes permet actuellement de séquencer de
facon routiniere des génomes entiers ou leurs régions codantes: I'exome soit 1% du
génome, de méme qu'un panel de génes choisis. Cette évolution technique permet
également de faire des analyses systématiques en transcriptomique (RNA-Seq) et
protéomique (ChlP-Seq), en épigénomique ou en metagénomique.
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Ces analyses nécessitent la présence de plateformes bio-informatiques rodées
a ces nouvelles technologies.
La technigue de séquencage haut débit

L'ADN génomique est d'abord fragmenté en petits morceaux aux extrémités
desquelles sont liees des séquences adaptatrices. Les librairies ainsi préparées
sont ensuite fixées sur un support solide et chaque fragment est amplifié environs
1000 fois pour former des « clusters » clonaux qui seront séquenceés en paralléle.
A chaque cycle, I'ajout d'un nucléotide se traduit par un signal fluorescent associé
a chacun des quatre nucléotides de I'ADN.

Un exces de séquencage est effectué pour minimiser la non-uniformité des
différents processus techniques (typiquement > 30X pour un génome entier et >
60X pour un exome) ainsi que pour augmenter la sensibilité et la spécificité de la
détection des variations génétiques.

9 De nombreuses applications médicales voient le jour, que ce soit par I'utilisation
de panels de genes choisis, ou le séquencage d'exome.

9 Largement exploitée en recherche, cette technologie est aussi utilisée en
diagnostic dans des laboratoires du monde entier, car c'est l'outil le plus
performant dans le diagnostic de maladies rares avec anomalie du
développement.

91 En effet, pour les patients atteints de déficience intellectuelle syndromique sans
diagnostic clinique, cette technologie permet d'identifier une cause génétique
chez 50% d'entre eux.
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Fig. 3.5. Interprétation des mutations (faux sens, remplacement d'acides aminés)
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LES APPLICATIONS DES TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

Les Applications en médecine légale
Les empreintes génétiques sont utilisées en médecine |égale pour identifier ou
innocenter des suspects grace a leur sang, leur salive, leur sperme.
Elles permettent également:

1 d'identifier des restes humains,

1 de faire des tests de paternitée,

91 d'organiser le don d'organe,

1 d'étudier des populations d'animaux sauvages \

1 de faire des recherches paléontologiques.
Recherche de Paternité
L'ADN étant transmis par moiti€é de chacun des parents a ses
enfants, I'empreinte génétique trouve une application remarquable
dans la recherche de paternité qui releve aussi bien

N du domaine civil (établissement ou contestation d'une filiation,
action a des fins de subsides) que

9 du domaine pénal (affaires de viol et d'inceste). /@’}
Pour une enquéte une quinzaine de régions du génome sont
étudiées pour déterminer une empreinte génétique \
Locus Mama Copil Tatal prezumtiv Index
Amelogenin XX XY XY -
D3S1358 16 16 16 18 16 18 2.7905
THO1 9 9 9 9.3 9.3 9.3 1.5106
D21s11 28 30.2 30 30.2 30 322 1.1211
D18s51 13 16 13 15 15 15 2.9762
Penta E 12 13 9 12 9 13 35.7143
D55818 9 12 9 11 10 11 0.6775
D138317 8 11 9 11 9 11 5.6274
D75820 11 12 10 12 10 11 0.8475
D16S539 9 11 11 11 11 11 3.1348
CSFIPO 11 11 11 11 11 12 1.6181
Penta D 13 14 12 13 12 12 2.1277
VWA 17 17 14 17 14 15 1.9084
D8S1179 13 13 13 13 10 13 1.5674
TPOX 8 9 8 8 8 8 1.8939
FGA 23 24 22 23 22 24 1.3298

Fig. 3.6. La recherche de paternité 99.9999%= Analyse de paternité confirmée
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Locus Mama Copil Tatal prezumtiv Index
Amelogenin XX XY XY -

D3S1358 14 17 14 17 15 16 fara alela comuna

THO1 9.3 5.3 7 9.3 8 8 fara alela comuna
D21S11 31.2 322 30.2 31.2 28 29 fara alela comuna
D18S51 14 4 14 16 11 14 fara alela comuna
Penta E 12 18 15 18 8 17 fara alela comuna
D5S818 11 il 11 13 7 11 fara alela comuna
D13S317 11 12 11 12 8 12
D75820 7 8 8 10 12 13 fara alela comuna
D16S539 11 i4 11 13 9 11 fara alela comuna
CSF1PO 12 12 11 12 10 12 fara alela comuna
Penta D 9 i1 9 11 9 12

vWA 17 19 17 19 17 18
D8S1179 13 14 13 13 13 15

TPOX 8 11 8 11 8 11

FGA 23 24 19 24 20 21 fara alela comuna

Fig. 3.7. La recherche de paternité 0% = Analyse de paternité refusée

Criminologie

L'utilisation la plus connue est celle qui en est faite en criminologie pour confondre un
suspect ou identifier une personne décédée.

La justice s'accorde sur les faits suivant lors d'une enquéte:

9 plus nombreux sont les sites polymorphes qui font apparaitre une concordance
entre un échantillon recueilli sur le lieu d'une infraction (échantillon probatoire) et
un échantillon prélevé sur un suspect, moins il est probable que I'échantillon
probatoire provienne d'un individu différent.

91 La non-concordance constatée sur un seul site polymorphe conduit & écarter de
facon absolue l'individu dont le profil ADN est confronté a celui de I'échantillon
probatoire.

N L'inclusion s'apprécie en termes de probabilité, I'exclusion en termes de
certitude. (Extrait d'un rapport de I'Assemblée Nationale)

Dans le domaine des enquétes judiciaires, de nombreuses raisons ont conduit les
services de police a recourir aux empreintes génétiques:

9 & l'exception des globules rouges, toutes les cellules du corps humain
peuvent théoriquement étre identifiees: sperme, sang (globules blancs),
racines de cheveux, salive (cellules épithéliales), peau, moelle osseuse,
0S.

9 I'ADN étant le méme d'une cellule & l'autre, il est possible de procéder a
une comparaison entre différentes parties du corps, telles que sang et
sperme, cheveux et peau

De tres faibles quantités de ces types de substances sont nécessaires pour procéder
a une identification. Les techniques permettent d'innocenter certains suspects et,
parallélement, d'en identifier d'autres.
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Paléontologie et Archéologie

La récupération de I'ADN fossile pose de nombreux problémes. La bonne
conservation de I'ADN dans les restes fossiles dépend des facteurs
physico-chimiques environnementaux et souvent I'ADN récupéré est de mauvaise
qualité.

Le plus vieux morceau d'ADN récupéré date de 120 a 135 millions d'années.

L'ADN ancien peut étre extrait et amplifié a I'aide des méthodes classiques (plus
ou moins modifiées) développées sur le vivant. Dans un premier temps, les tissus sont
soigneusement nettoyés avant d'étre broyés ou mixés et les os sont décalcifiés. lls
sont ensuite traités. Une fois L'ADN extrait il est amplifié par PCR.

Fig. 3.8. Paléontologie

L'ADN peut servir a caractériser un individu par son empreinte génétique en
utilisant des séquences nucléotidiques tres variables, ou encore a établir des liens de
parenté entre individus.

Il est également possible de déterminer le sexe d'un individu grace a des
séquences spécifiques du chromosome Y (caractéristigue du sexe male) ou des
genes dont la taille varie en fonction du sexe.

En 1995, une équipe de l'université de Jérusalem a étudié le sexe de plusieurs
squelettes de nouveau-nés (agés de moins d'un jour) de la fin de I'épogque romaine au
début de I'époque byzantine (site d'Ashkelon en Israél) pour essayer de comprendre
I'infanticide dans les sociétés passées. Contre toute attente, les nouveau-nés étaient
majoritairement de sexe masculin.

Certaines analyses peuvent porter sur des espéces animales: ainsi, en 1995, on
a pu identifier les différentes espéces dont la peau avait été utilisée pour la fabrication
des parchemins de la mer Morte.

Si certaines maladies sont parfois repérables sur les ossements, les agents
pathogenes (virus, bactéries etc.) ne peuvent étre détectés que grace a des analyses
moléculaires. Le virus VIH, par exemple, a pu étre identifié dans les tissus d'un marin
de Manchester mort d'une pneumonie en 1959.

Dans une perspective d'évolution moléculaire, les séquences peuvent servir a
déterminer les relations de parenté entre espéces actuelles et fossiles. Cela permet
une meilleure classification du vivant et la construction d'arbre phylogénétique plus
precis.
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Fig. 3.9. A partir de fossiles, on peut fabriquer un arbre phylogénétique plus précis.
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Travaux pratiques nr. 4

ARBRE GENEALOGIQUE

Au début de ses recherches, on s'intéresse principalement a ses ancétres directs:

c'est la généalogie ascendante.

Mais petit a petit, la passion venant, vous chercherez aretrouver| es fr res et
de vos ancétres et tous leurs descendants : c'est la généalogie descendante

Arbre Généalogique ascendant: Tous les ancétres d'une personne

Dj.l’DQ."l? 1= PEd.EIII.EC (221
+21M09r1TESPéderec (22)

ORLINES Cauillamme
T2MOr1T4E Péderec (22

HOLMFFLTAZE Péaderec (22)
+ 300571803 Pédennec (22)
Lahonirear

* 21MGSTE0 Péderies (22

3% 1301141805 Péddemec (22)

+ 0671251512 Pédarrec [22)
Laboureur

D RLINES Yues
H10MAFLFETF Péderec (22

i
+ 120351786 Floumagoar (22 )

* peSrLe 15T Lo’um'gut (22
+3 101 1T TS Péderrec (22)

LUCAS Rhlaxie
“ 140741736 Promnmerit - 1e- Wic omte HOSS10F1T 2S5 Dommameer it - Le - Wi Cant «
+ 1171071218 Pédenrec (22

ORTES Guallaome
S ATANTLLE LS Pédemec (22)

2 1ZEM4,124 3 Pédemes (22)
+ 020941556 Pédemmec (22

Laboarrer

x 02/09/172% Péderrec (22)

1e GUTADER G
011754 Pédemec (22)
+ 0311517 7S Pédemrec (22)
].g BONNIEC Cafuecine
* 1151151695 Péderrec (22)
+ 140271746 Pédemrec (22)

1e GUYADER hlarie Fearme
= 164517 F6 Péderes (22
2 12s1151505 Péderrec (22)
+01706/1224 Pédemnec (22)
Filadidre

x 1771171761 Pédemec (22

1& GUILADER Lo

].e GUYADER Couillamme
* 05091693 Péderec (22)

1 CULATER Frangoise
=0 L02F1T54 Louangat (22 3 17/02/1733 Lonargat (22
+ £ 1790 Pidemes (23] 23
Le DEREAT Fearme

)
J
)
)
J
)
J

+21MSF1TE0 P éderrec (22)

Fig. 4.1. Un exemple d'arbre généalogigue: Les ancétres de Guillaume Omnés sur 4
générations. (http://www.guide-genealogie.com/guide/arbre_genealogique.html)

1= X yLe
N ALANA

Fig. 4.2. Arbre généalogique artistique ascendant réalisé par Jean-Bernard Laurent
(https://ledmeedexhavee.wordpress.com/2012/09/10/tumultueux-lignages/
jean-bernard-laurent-arbre-genealogi)

38

‘N


http://www.geneatique.com/logiciel-de-genealogie/documents-genealogiques.html

Arbre Généalogique ascendant agnatique (généalogie ne prenant en compte que
les hommes). Voici un exemple de généalogie agnatique avec la généalogie de
Guillaume Omnes. A chaque génération vous avez ici les parents sans les ascendants
de la mere (grands parents...). L arbre genealoglque se lit de bas en haut.

3534 OMMES Pierre
® 051094 715 Pédernec (22)
+ 217091785 Pédernec (22)
xx JOUIH Marie 01071743 Pédernec {22)
Fille de ves et de SEZEMMEC Aliette
= 020901 712 Louarost (227
+ FMDINTTE Pédernec (22)

iy 1392 OMHES Guillaume ‘e
" 28/094 743 Pédernec (22)
+ 30/05M 803 Pédernec (22)
% LUCAS Marie 10021767 Pédernec (22)
Fille de Henri et de CORNEC Marie
14071 736 Pommerit-le-Yicomte (22)
+ 111001513 Pédernec (22)

95 OMHES Yves
® 211061 780 Pédernec (22)
+ 0BM 21818 Pédernec (220
% le GUYADER Marie-Jeanne 13114805 Pédernec {22)
Fille de Guilaume et de le GUIADER Frangoize
® 16041 776 Pédernec (22)
+ 01061524 Pédernec (22)

45 OMHES Guillaume
® 27071 815 Pédernec (22)
+ 02091856 Pédernec (220

Fig. 4.3. Arbre généalogique descendant: Toute la descendance d'une personne.
(http://www.guide-genealogie.com/guide/arbre_genealogique.html)

EQOUREL
Vincert

+ I704MGTT Plouha (22)

LEHLOUP
Jeanne

" p 26011610 Fléhadel (22

+ 150951662 Plouha (22)

EQOUREL EOUREL
Guillzurme Jeanne
011171636 Plouha o LG40 Plouha (22)
2011698 Plouha

s a3
X DS."DQ.ﬂﬁﬁﬁ Flouha (23]

EERTHELOT
Jacquette

SAGO7AE42 Plouha (220

L T
EJUREL EOUREL EOUREL
Guillaurne Jeam Guillzurme
? f.A1669 Flouha (22) 2 18/08/1678 Plouha (22) ° 08/05/1680 Plouha (22)
+ L H669 Plouha (22) + 1541201742 Plouha (22)
x 190141702 Plouha (22) -~ x L A710 Plouha (22)
BOSY le CEROUMER
Marie

% 02A662 Plouha (22

Marguerite
° 4LAG6T Plouha (22)

Fig. 4.4. L'arbre généalogique représente la descendance de Vincent Bourel et
Jeanne Lanloup. (https://www.cg540.net/uploaded/mini-guide-genealogie-facile.pdf)
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Great-Grandfather

Grandfather
Great-Grandmother
Your Father
Great-Grandfather
Grandmother
Great-Grandmother
Your Name
Great-Grandrather
Grandrather
Great-Grandmother
Your Mother
Great-Grandrather
Grandmother

Great-Grandmother

Fig.4.5. Arbre généalogique ascendant (Vous pouvez le compléter avec vos données)

EN BONNE SANTE MALADE
Homme  ElHommes |
~ Dames  @Dameses A

Fig. 4.6. Arbre Généalogique circulaire (avec signes graphiques)
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1108524 Kerky (22)
" 2021941 Méees-sur-Sene (75) * 0RR11T8A Plovizec 22)
+ DIN171963 Mardes-ia-Jobs (78) X OB Ploviaec (22)

¥ 1TR1756 Pouha (22)
Sans protession

» 251211824 Phaha (22}
Flandire

Plouhe (22}
1@TTPue (22

L
canTenPloda (@2

* o8
x 111028
« ONOB!

Fig. 4.7. Arbre généalogique circulaire (avec hom et prénom)
(http://www.imagui.com/a/cercle-arbre-image-TEXGkBLMg)
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Fig. 4.8. Un exemple d'arbre généalogique d'impression sur une toile.
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Fig. 4.9. Logiciels gratuits pour faire son arbre généalogique
(http://meilleur-logiciel.com/3-logiciel-gratuit-pour-faire-arbre-genealogique)

Homme

Femme

Sexe inconnu 0 ‘

Homme atteint .
Femme atteinte .

Union

_O

Parents et enfants

—

O
OO

Jumeaux dizygotes

(faux jumeaux)

(vrais jumeaux)

Jumeaux monozygotes /\

ole
ole

10

Fig. 4.10. Symboles utilisées dans un arbre généalogique

Les Caracteres héréditaires

Certains caractéres se transmettent de génération en génération. lls sont héréditaires.
plusieurs i
généalogique peut donner une indicationsurl 6 or i gi ne de

Lobservation de
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Fig. 4.11. Une famille de trois générations: grand-mére, mére et niéce.

MODELES DE TRANSMISSION DES CARACTERES HEREDITAIRES

4.1. La transmission autosomique dominante (AD)
Comme ce schéma le montre, le risque pour ce couple davoir un enfant porteur de
I'alléle morbide est de 1/2.

. parent sain  parent porteur

Fig. 4.12. Union d'un en bonne santé et d'un malade (porteur)

Comme le schéma ci-dessous le montre, ce couple a un risque de:
o 3/4 davoir un enfant porteur de l'allele morbide avec un risque de 1/4 d'avoir
un porteur homozygote et un risque de 1/2 d'avoir un porteur hétérozygote,
0 1/4 d'avoir un enfant non porteur.
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Fig. 4.13. Union de deux porteurs

Quelques caractéristiques sont évidentes:

1
1

T

= =

= =4 -4

le gene dominant (le trait) peut étre hérité d'un parent;

les parents hétérozygotes malades peuvent avoir des enfants en bonne santé en
proportion de 1:3, quel que soit le sexe de I'enfant;

les homozygotes présentent un tableau phénotypique plus exprimé; dans la
plupart des maladies autosomiques dominantes, la symptomatologie est plus
élevee;

la fonction dominante se trouve généralement dans toutes les générations;

les caracteres dominants peuvent étre présents dans les familles, sans qu'elles
soient consanguines;

| 6i nci dence dommantsa'esapastinfluerecée par le sexe;

un parent hétérozygote transmet le géne a la moitié de la descendance.

| 6anomalie (le trait) est pr®sente dans ch
est complet (sauf les mutations de novo) et le nombre de membres affectés de la
famille est d'environ 50%;

1 B

e &
om

Fig. 4.14. Un arbre généalogique typigue pour la transmission autosomique
dominante.
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7 3

111

1 2 3 4 7 3 9
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La pénétrance

1 Certains individus possédant le gene délétere (d'une maladie autosomique
dominante, par exemple), ne présentent pas le phénotype attendu: on dit alors
gue la pénétrance est incompléte.

1 Le nombre d'individus porteurs de la mutation ne correspond pas au nombre

d'individus ayant un phénotype anormal.

Il s'agit d'une évaluation quantitative.

La pénétrance d'une maladie génétique est de 100 % si cette maladie s'exprime

des que les conditions génétiques sont présentes. C'est-a-dire si tous les

individus qui ont le méme génotype expriment le méme phénotype. Par exemple

dans l'achondroplasie, la pénétrance estde 100% chez | e fitus.

1 Dans la maladie de Huntington, la pénétrance est de 100 % a 75 ans mais n'est

gue de 50 % a 50 ans.
? % l

Fig. 4.15. Un cas sporadique dans une famille est apparu par mutation de novo.

= =4

4.2. Latransmission autosomique récessive (AR)

Dans la transmission autosomique récessive sont évidents plusieurs fonctions:

1 la plupart des patients souffrants proviennent des parents apparemment sains,
mais hétérozygotes;

o O

1] 2 m%}

II|:|—.I D‘O(? &

1 2 3 4 6 7
O ® O O
m A A Al A
¥ Y Y
1 2 3 4 5 6 7 8§ 9

Fig. 4.16. Arbre généalogique dans lequel le seul patient a une maladie autosomique
récessive
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1 une mariage d'une personne en bonne santé (DD) avec une personne malade (rr),
tous les enfants seront en bonne santé (Dr);

1 O [HO

mOer

Fig. 4.17. Arbre généalogique dans lequel on observe que la maladie peut sauter
d'une génération a l'autre.

1 Siune personne malade (rr) se marie avec une personne saine mais hétérozygote
(Dr), le risque de donner naissance a des enfants malades (rr) est de 50%;

Dr Dr 43 13

Fig. 4.18. Le risque d'avoir un enfant atteint de maladie AR est de 50% s'il y a un
parent homozygote et un autre hétérozygote (pseudodominant).

1 La consanguinité est plus fréquente dans l'ascendance des malades
1 Le pedigree ou la consanguinité des parents suggere la transmission AR

EY:

I

11

v

1
Fig. 4.19. Arbre généalogique dans lequel la consanguinité des parents suggere la
transmission autosomique récessive.
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43.La transmission r®cessive |i®e ° 10X
1 L'incidence chez les hommes est plus élevé que chez les femmes;
1 Seulement les femelles sont hétérozygotes

II

II1

v

Fig. 4.20. Léarbre g®n®al ogique t®pegsasevepour ®ear-
(hémophilie A)

1 Lesfemmes hétérozygotes, saines, transmettent la maladie que chez les garcons,
jamais aux filles;

1 Un homme malade ne transmet pas la maladie chez les garcons;

O MO

[ ]

0 0o O ©
n OBl

Fig.421. Lbéarbre g®n®al ogi qgues piowue Il ia®¢ ranisdni X:s
sont des hommes et leurs meres sont porteuses en bonne santé
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44.La transmission dominante | i ®e ° |1 06X
1 le pére malade transmet la maladie a ses filles, jamais aux garcons;

' O

1 2

’ ]3 °
1 2 3 4 S 6 7 8 9
«OMOIO O
1 2 3 4|5 6 7|8 9 10 11 12 13 14| 15

v 16 016

1 2 3 4 S5 6 7 8 9 10

Fig.422. Lb6ar bre g®n @arlaongsingiuses ipoorurdadnai nant | i ®e
sont des deux sexes mais les hommes ne transmettent la maladie qu'a leurs filles.

Les femmes malades (hétérozygotes) donneront naissance a

1 des filles malades en proportion de 25%,

71 filles saines 25%,

1 des garcons en bonne santé en proportion de 25%

T et25%des gar-ons risquent °tre sujet dbébun av

I _‘ld)ll I_IO
IIII‘ d)lb (b

1

Fig.423. LoOoarbre g®n®al ogi que pour lleafildassoath s mi s s
mal ades, |l es gar-ons mal ades meurent

Des deux parents malades, seulement la moitié des gargcons sera en bonne santé.
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45 La transmission | i ®e 7 | 60Y

O—m
0O H W
0 OO

Géeneliéay

Fig. 4.24. La maladie se transmet de pére en fils

4.6. La transmission des maladies dues a un gene mitochondrial
Caractéristiques
1 Les maladies d'origine mitochondriale touchent les hommes et les femmes de
facon comparable.

1 Une personne malade a sa méere malade.
1 Les femmes malades transmettent la maladie a tous leurs enfants quel que soit
leur sexe.
1 Les hommes malades ne transmettent la maladie a aucun de leurs enfants.
1 La maladie peut présenter des formes modérées ou graves.
1 O 1 &
! 2 1 2
11 (5 é I ﬁ‘ ] ‘ i
1 2 3 4 S 1 2 3 4 S
Fig.425. Loarbre g®n®al ogi gnitechopdaahr | a tr ans
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Fig. 4.26. Ascendance féminine et mitochondriale

=
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Th®mati que pour LOEXAgdietiuee RATI QUE
Les arbres généalogiques et les transmissions génétiques des maladies.

1. A reconnaitre le type de transmission de la maladie et de noter la
conclusion (ex. Transmission autosomique dominante)

2. A noter les personnes malades 1 sdr et probables (ex 13, 115)

3.A noter | es porteur s, dans I
autosomique ou liée a un chromosome sexuel (ex 116, 1119 etc.)

4. A exemplifier s, par exempl e,
génération va se marier et va avoir des enfants avec une personne
saine ou porteuse, sont lesquelles les génotypes et les phénotypes
des enfants possibles.

EXERCICES

1. Le pedigree suivant représente la transmission d'un gene responsable
d'une anomalie génétique. Le géne est-il dominant ou récessif ? Justifiez votre
réponse.

.. - -H.
1 2 ()} famelle normale
s 4

~ o
| i -
I I..\I\"—--.I . [ |

111

médle normal

. femelle anormala
. mdle anormal

Fig. 4.27. Exercice: Reconnaissez le model de transmission de la maladie

1 2

2. Une femme dont les parents et les grands parents sont normaux a un oncle (le
frere de sa mere) atteint de daltonisme (anomalie due a un gene récessif lié
au sexe). Personne d'autre dans sa famille n'a cette anomalie. Cette femme et
son conjoint sont normaux. Elle se demande quand méme si c'est possible
gu'elle ait un enfant daltonien. Que pouvez-vous lui répondre?

I '.\ W,

I 1
i i () ':; ;: (%::'_—D La femme
| (L/
2

L'oncle daltonien

Fig. 4.28. Exercice: Reconnaissez le model de transmission de la maladie
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Reconnaissez le model de transmission de la maladie:

ok 5 5
. | |
; @/‘,T,gi <>—i
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2

Fig. 4.29. Exercice: Reconnaissez le model de transmission de la maladie
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Fig. 4.31. Exercice: Reconnaissez le model de transmission de la maladie
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Travaux pratiques nis.

LES GROUPES SANGUINS

Le groupe sanguin ou phénotype érythrocytaire est déterminé par la présence ou non
d 6 a nt ispécifiyees a la surface des globules rouges.

Ce sont des antig nes allotypiques, vari abl
méme espece.

Les principaux groupes sanguins sont ceux qui définissent les systemes ABO,
Rhésus, mais il en existe beaucoup d'autres. Il y a 308 antigénes érythrocytaires
regroup®s en plus de 36 syst mes (ABO, Rh®su

Fig. 5.1. Ces 2 systemes, ABO et Rhésus, sont les plus importants, en pratique.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
= R | ART4
RHD RHCE %:_:T(gé? CGALTICT (Tn) . ! 2221(:(»:”'0 i
ERNAP 159 ‘ C4A, C4B (CHIRG) [ AQP1(CO) = et
il AQP3 (GIL)
ABCG2 :
(JR) ACHE (YT)
GYPC s GBG T1 (FORS)
(G) GYPB KEL e
DARC (FY) B3GALNT1 GYPE
(GLOB) M (uns) -
CD55 (CROM)
CR1 (KN) ABCB6
(LAN)
X Y
XG, CD99 (™ CD99
1314 15 16 17 18 19 rmsen 20 2122 XK
g 8s6 (oK) SEcase eé GATA1
SLC14A1 gl ICAMA (LW) o
= SLC4AT WK L EKLE (InLu)) (CDAII) E A4GALT (X8)
.ssuAm (o) ™ BCAM (LU) L (p1Pr)
| a FUT1, FUT2
- (JMH) !

(H, Secretor)

Fig.5.2. Localisation chromosomique des genes des groupes sanguins
https://download.e-bookshelf.de/download/0000/7576/83/L-X-0000757683-00022836
14 . XHTML/index.xht
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Lohistoire des gataedaprarsfuson sapguine s

La transfusion sanguine est | 6administration
un ou plusieurs sujets appelés «donneurs» a un ou plusieurs sujets malades appelés
«receveurs».

De multiples essais de transfusions ont été tentés depuis déja plusieurs siecles :

T avec du sang dobébani maux, amenant | es catas
1 etavec du sang humain, avec des succes inégaux.

Ce nodest guden 1901, qguand I
découvert les groupes sanguins, que la transfusion sanguine est
devenue plus sdre.

Kar | Landsteiner a d®couvert ' ut i
rouges est une réaction immunologique qui survient quand le sang
déun receveur contient des ant ri go®s
la surface des globules rouges du donneur.
| en d®dui sit | 6exi stence e A, B,
Un an plus tard, De Castillo décrit un quatrieme groupe: AB.
Fig. 5.3. Karl Landsteiner
1. Le systeme ABO
Le premier, ABO, car il entraine un accident transfusionnel immédiat en cas de
transfusion incompatible, et de ce fait a été le premier découvert.
La détermination du groupe dans ces systemes en ABO (A, B, AB ou O), en Rhésus (+
ou -), se base, comme pour tous les systémes, sur les caractéristiques des antigenes
présents a la surface des érythrocytes.
Le systeme ABO permet de classer les différents groupes sanguins selon la présence
ou non dbéantig nes A ou B " |l a surface des g
@) A B
. antlgenesn

S, ° qw’c

Fig. 5.4. Classification des groupes sanguins: O, A, B, AB
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La compatibilité du systéme ABO
Pour le systéme ABO,

1 les sujets AB + sont considérés comme
receveurs universels,

1  |es O - comme donneurs universels de
globules rouges.

Fig. 5.5. Compatibilité transfusionnelle

La Frequence des groupes sanguins ABO

Gr. O 45%-50%
Gr. A 41%-25%
Gr. B 10%-20%
Gr. AB 5%

Génétique des systemes ABO

Le systéme ABO est caractérisé par un gene ABO situé sur le chromosome 9 (9g34.2)
dont il existe trois alléles (variantes du géne) A, B, et O.

Tout individu poss de donc deux all les du g
sa m re, 7 un m3a-dneauh emplacement délire surtle chromosome.

N MM 4 N M N NN AN M N NN - N N - N N w N A N M

DR - . . P T v | M om iy v e M e e,

- BN &N A ™M m RA B o) cH - - NN - A A B Mmoo

™~ N N N 4 0~ ~ - N ~ ~ N N N m ™M MM ¢ ¢« MM

[oN [ PR PP P A [+) 'g.s‘tl\_j.g_ U‘b‘:g_ o2l o u‘u‘:grgb’b‘

Fig. 5.6. Gene ABO est situé chromosome 9 (9q34.2)
(https://ghr.nim.nih.gov/gene/ABO#location)

Léall | e codant pour:
1 L'antigene A est dominant sur le groupe O
1 L'antigene B est dominant sur le groupe O
1 Les 2 antigénes A et B présentent simultanément sont co-dominants

Table nr. 5.1. Génotype et Phénotype pour les groupes sanguins ABO

Génotype Phénotype
AA, AO A

BB, BO B

00 0

AB AB
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Paire de
chromosome
n°9
A AlA 0|8 Blo 0| A B 0 0|
|
Membrane de
\ I'hématie
Aspeoct des
hématies
Molécule A L. Matéculo 8
Groupe winf -
i $208 AB )

N PP PPE- N

Figure. 5.7. Groupes sanguins selon la combinaison d'alleles portés par I'individu.

Lorsque le sujet possede a la fois l'allele A et le B, les deux Ag se trouvent alors sur

| 6®r yt hrocyte @dupelAB. slLugjrestq ueds thllcleped,slseradde 2
groupe O; so6il poss Ala pasialeleB, il skalx s oi | poss de
deux alleles B et pas le A, il sera B.

Chromosomes

Alleles (A.A) |(B.B) |(0.0) | (A.0) |(B.O0) |(A.B)
Molécules |Molécules | Pas de |Molécules | Molécules |Molécules

Molécules A B Molécules A B AetB

portées A domine | B domine | AetB

(o] o codominants|
Group.e [A] (8] [O] [A] [B] [AB]
sanguin

Fig. 5.8. Présentation paralléele des génotypes, alleles et groupes sanguins ABO

Ainsi, un couple de parents, dont la meére est génétiquement A/O, donc de groupe A,
et le pére B/O, donc de groupe B pourra avoir des enfants de quatre groupes
différents.

Si chacun des parents transmet son allele O, | denf ant s e OO, dpen ®t i qu
de groupe O.

Si le pére transmet l'allele O etlameérele A, | 6 e n fABDndonc deegroape A.

Si le pére transmet l'allele B etlamérele O, | 6 e n fBAOndonc deegroape B.

Si le pére transmet l|'alléle A et la mére celui B, | 6enf antA/B,sdencde al or s
groupe AB. Finalement, cela signifie qu'il y a 3 alleéles, 6 génotypes et 4 phénotypes.

0
0
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(O Femme — Descendance sanguin

Fig. 5.9. Si le pére a group A et le mére group B aura des enfants
des groupes AB, B, O et A

Factor

Le systeme Rhésus

Ce systeme, expligue certains problemes indépendants du systéme ABO, accidents
transfusionnels et la maladie hémolytique du nouveau-né.

La physiopathologie a été suspectée par Levine et Stetson en 1939, fut découvert et
nommeé en 1940 par Landsteiner et Wiener.

Le Rh®sus est i mportant car 41 RH) entraine bégg ®ni ci t
freguemment des immunisations sources d'accidents ultérieurs et d'incompatibilités
f 1 tmaternelles.

Type de Rhésus recevable

Type du

receveur Rh+ Rh-
Rh+ oui -
Rh- ouil oul

Fig. 5.10. Compatibilité du systéme Rh
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Génétique des systemes Rhésus

Deux g nes sont situ®s ° des |l ocus tr s
chromosome no 1 (1p36.11), et sontdonc transmisensembl e doune g®n®r
suivante.

RhD
Fig. 5.11. Les géne pour Group Rh sont situé sur chromosome 1 (1p36.11).

Le locus D, se trouve soit | d6all | e D, qu
par | a pr®sence de | 6ant i gentvidedénoromedRuie, soi t
synthétise rien.

Le plus connu est l'antigene D. Lorsqu'il est présent, on dit que l'individu est de
rhésus positif (D +).

Table nr 5.2. Génotype et Phénotype pour les groupes sanguins Rh

Génotype Phénotype
DD, Dd Rh+
dd Rh

Nous sommes 85% dans ce cas. En revanche, étre rhésus négatif signifie
I'absence de ce méme antigene D (D-). 15 % de la population est concernée.

Ainsi deux parents Rhésus positif de génotype D/d, donc hétérozygotes au locus
D, pourront avoir un enfant rhésus négatif de génotype d/d.

Dd + Dd = DD, Dd, dd
DD + dd = Dd
DD + Dd = DD, Dd
Dd + dd = Dd, dd

Femme Rhesus negatifi Fi t us Rh e s u Quarmmdonamahn estfnégative (Rh-)
et bébé positif (Rh+), il faudra prendre des précautions car il est dans ce cas impératif
gue jamais |l e sang de |la m re ne se m°le au

Fig. 5.12. Parents de rhésus opposés: incompatibilité de rhésus entre maman et bébé
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L'immunisation deviendra redoutable si la maman de rhésus négatif porte, lors de
futures grossesses, des enfants a nouveau de rhésus positifs qui risquent de voir leurs
globules rouges détruits par ces anticorps, avec des conséquences parfois lourdes :

1 des icteres (jaunisses),

1 des anémies

1 des lésions cérébrales.
Deux circonstances conduisent a l'allo-immunisation maternelle:
1. la sensibilisation par grossesse antérieure:

Lors de la grossesse précédente, il y a sensibilisation de I'organisme maternel contre
un antig ne fital du fait d'un passage m° me
1 de la grossesse normale
1 de l'accouchement
1 dunelVvG
f d'"une intervention en cours de grossesse
amniocentése...)
1 d'une grossesse extra-utérine
1 de l'occurrence d'un hématome retro placentaire
1 d'un placenta preevia.
2. latransfusion sanguine antérieure: Le risque d'apparition des anticorps anti-D est
déenviron 50 % s'il s'"agit de | "'"antig ne

Traitement prophylactique

Fort heureusement, il existe aujourd'hui des moyens efficaces, notamment préventifs,
pour contrer ces liens du sang quand ils sont nuisibles.

Prévenir plutét que guérir: dans les 3 jours qui suivent I'accouchement d'une maman

de Rhésus négatif, si I'on s'apercoit que son bébé est de Rhésus positif, elle recoit un
vaccin anti-Rhésus. Toute femme Rh négatif non immunisée ayant connu une
situati on de p 0 s s i brhaternellendoit subirs uné injection €el t o
gammaglobulines anti-D dans les 72 heures suivant ces situations (ex: accouchement

d'un enfant Rh D+).

P —

e

Anti-D (Rho) |

Immunoglobulin |
(Monoclonal)
RRoCLONE®

O 117 ’g.;.":

For letamuscutr njocson only

Fig. 5.13. Gammaglobulines anti-D
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Ce qui est disponible est l'anti-gamma globuline administré dans les situations
suivantes:

ponction des villosités choriales,

amniocentese,

cordocentese,

placenta praevia,

métrorragie,

Avortement,

mortf T t al eutéring, t r a

aprés la premiére grossesse de femmes Rh-avec un fi1tus Rh +

O OO O0OO0OO0O0oOOo

Un contréle biologique peut étre réalisé: la recherche positive des anticorps passifs
anti-D circulants quelques heures apres linjection atteste de la protection
prophylactique.

Depuis peu, il existe un nouveau moyete de d®
g®notypage. Par simple prise de sang de | a r
dans la circulation maternelle. On peut alors mettre en évidence le géne
caractéristiqgue du groupe Rh+ et, dés la dixieme semaine de grossesse, rassurer

toutes les femmes qui attendent un enfant Rh-. Elles ne risquent rien et on leur évite

ainsi une injection d'immunoglobulines inutile!

* Rhésus Groupe sanguin Total
O A B AB

e Rh+ 37% 39% 7% 2% 85 %

e Rh- 6% 6% 2% 1% 15 %

e Total : 43% 45% 9% 3% 100 %

Fig. 5.14. Répartition des groupes sanguins ABO et Rh dans la population francaise
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“‘::‘:;:::.:‘::‘" A+ A- B+ B- AB+ AB- o O-

A% A-, A% A-, A% A- B+ B-, A+ A-B+B- AtA- A A-
A+ 0+0- 0+0- |Tous Tous AB+,AB-  AB+AB-  0+.0- O+O-
A-,B-

A= B~ Av A~ BB~ A-B- A%, A-,
A- pe || Tom: | M AB+ AB-  AB- oro- A0
B+ 8+,B-, B+B-, A+ A- B+ B-, A+ A-B+B- B+B- B+B-
0+.0- O0+0-  AB+ AB- AB+, AB- 0+.0-  O+0-

A%, A-, B+, B~, B+, B-,
B- B-0- Ao A A-B-AB- VO B-0-
AB"' A+ A- B+ B~ A+t A- B+ B~ A+ A~ A+ A,
AB+ AB- AB+ AB- B+, B- B8+ B-

A-.B-, A+ A-,
AB- AB- ges- A8
O+ 0+,0- 0+0-

O- 0-

Fig. 5.15. Possibilité de groupe sanguin des enfants selon celui des parents.

Gomessol| A+ A~ | B B- AB+ AB- o+ O-

B+ B, B+ B, B¢ B, B+ B,
A+ AB+ AB. AB+ AB. Aucun Aucun O+, 0- O+, 0- AB+ AB. AB* AB.
A+ B+ B. A+ B+ B.
» OF, B4 A+ B+ AB+, A+ B+ AB+, B+ B, 4 !
A~ go.m.. Aucun o+ 0+,0- 0+ O- AB+. AB- go.u-.
A+ A A+ A. AB+, A+ A. A+ A AB+,
B+ AB+ AB. AB- 00,0 O%0 AB+ AB- AB-
A+ A. Be
A+ A- B+ A+ B+ AB+, A+ A R
B- a8+ A8-0+ %0 or0. AB+,AB. AS%AB-
AB+ AB. AB+ AB.
AB‘F O+ 0- 0+ 0- 0+, O- 0+ O
A+ Be
A+ B+ AB+ AB+ AB- A
AB- Y AB+ AB-,
O+ 0- O+, 0O- 0+ 0-
A+ A. B+, A+ A Be
O+ B-, AB+, B- AB+,
AB- AB-
A+ A B,
O- B- AB+,
AB. O+

Fig. 5.16. Impossibilité de groupe sanguin des enfants selon celui des parents.
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EXERCICES

1. Un homme de groupe sanguin A+ épouse une femme de groupe sanguin O+. lIs
ont deux enfants: Jao et Pela, de groupes sanguins respectifs A+ et O-.
a. Ecrire les génotypes possibles ou probables des parents et des enfants.
b. Est-il possible que ce couple peut avoir un enfant de groupe AB-? Justifier
votre réponse.
2. Observez cet arbre généalogique. On y a représenté le groupe sanguin de tous les

i ndividus doéune famille.
3.
@ 0- l /AB- A+
e hN
Sarah Raoul Sophie Arnaud
© © 01 ©
Julie Elodie Clément Anais
Justine
Fig. 5.17. La transmission des groupes sanguins au fil des générations.
a. Quels sont |l es all les do6El odie pour
? (Pour répondre regardez le groupe sanguin de ses parents et déterminez les alleles
gudils ont pu | ui transmettre).

b. Méme question pour Clément.

c. Justine vient de naitre. Quel pourrait étre son groupe sanguin ? Donnez
toutes les possibilités.

d. Quelle est la probabilité que Justine soit de groupe O ?
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Travaux pratiques nr. 6

LE NIVEAU CYTOGENETIQUE

DOETUDE DU MATERI

EL

La structure et la morphologie des chromosomes humains

La notion de chromosome a été introduite par Waldeyer en 1888 pour définir les
corpuscules avec une affinité pour les colorants basiques, observés au microscope
pendant la division cellulaire.

Les

Fig. 6.1. Waldeyer

chr omosomes sont

des

f ormati ons

caractéristique qui est décrite dans la métaphase mitotique en bloquant la division des
cellules avec une substance antimitotique (colchicine).
Les chromosomes sont des gardiens de l'information héréditaire, composés
d'ADN et de protéines. lls contiennent des génes disposés de facon linéaire.
La métaphase est le meilleur moment pour étudier les chromosomes en termes

cytogénétiques,

parce quoil s

sont

condens®es

bi-chromatidiques, a cause de la réplication semi-conservative de I'ADN en phase S
de l'interphase.

f 5>\f**l~’)\3
V2o
st N i j- €.
I\ =,

N Nga T

&
-
-

1

Fig. 6.2. Métaphase (bandes G) et la paire 1 de chromosomes

(Collection du Dr Cristina Gug)
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Comme nombre, structure et morphologie, les chromosomes sont
caractéristiques de chaque espece. Chez les humains, les cellules somatiques
(diploides), les 46 chromosomes sont disposés en 23 paires (2n = 46).

Les chromosomes d'une paire sont appelés homologues, ayant la méme
taille,
structure,
morphologie,
position du centromere,
contenu dans les génes alléles,
mai s origines diff®rentes: | '"un est
et l'autre est paternel (créée par le sperme).

Dans les cellules somatiques chez les humains, il y a 22 paires de
chromosomes autosomes et une paire de chromosomes sexuels (hétérosomes ou
gonosomes): la paire XX chez la femme et XY chez les méles.

Dans les cellules somatiques chez les humains, il y a

1 22 paires de chromosomes autosomes et
1 une paire de chromosomes sexuels (hétérosomes ou gonosomes): la
paire XX chez la femme et XY chez les males.

Caryotype masculin normal: 46,XY (46 chromosomes par cellule, un
chromosome X et un chromosome Y, sans anomalies numériques ou structurelles
identifiées).
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Fig. 6.3. Caryotype avec formule cytogénétique normale pour le homme: 46,XY.
(Collection du Dr. Cristina Gug)

Les chromosomes d'une paire de gonosomes XY ne sont pas de chromosomes
homologues, parce que le chromosome Y

est beaucoup plus petit et

a perdu la majeure partie du matériel génétique dans I'évolution phylogénétique,

en gardant les genes impliqués dans la sexualisation masculine et dans certains
géenes somatiques.
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Eléments structurels obligatoires

1. Les chr omat i dantddeurs Sousturstés:longitudinales génétiguement
identiques, chacune représentant une chromatide et contenant une molécule
d'ADN résultant de la réplication semi-conservative.

Chromatides

|

|

|

|
centromére=p 4=Ccentromére

<«——Centromere

chromo=some chromosome
maternel paternel
répligqué = 4= reépligue

chromosomes homologues
répligqués

Fig. 6.4. Eléments structurels obligatoires

2. Les télomeres

1 Les télomeres: extrémités arrondies des chromatides contenant de I'ADN
hautement répétitif avec un rdle dans le maintien de la structure des
chromosomes et de leur individualité.

1 Les téloméres préviennent la fusion des extrémités des chromosomes
pendant la délétion terminale et I'émergence des chromosomes dicentriques
ou polycentriques.

T La structure de t ® om res doéun chr omos
extrémités des chromatides peuvent étre fusionnées, résultant en une
structure anormale (chromosome en anneau).

1 Les téloméres: extrémités arrondies des chromatides contenant de I'ADN
hautement répétitif avec un réle dans le maintien de la structure des
chromosomes et de leur individualité.

1 Les télomeéres préviennent la fusion des extrémités des chromosomes
pendant la délétion terminale et 'émergence des chromosomes dicentriques
ou polycentriques.

T La structure de t ® om res doun chr omos
extrémités des chromatides peuvent étre fusionnées, résultant en une
structure anormale (chromosome en anneau).

3. Le centromere: la place de l'union des deux chromatides-s T ur s ° | a const
primaire (les chromatides sont plus étroites). Aux chromosomes colorés par des
techniques conventionnelles, les constrictions primaires sont peu colorés ou sans
couleur.
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En fonction de la position du centromére on a décrit 3 types morphologiques des
chromosomes

1 métacentriques, avec le centromere situé dans la région médiane du
chromosome et avec des bras égaux;

1 sous-métacentriques, avec le centromeére situé dans la région sous
médiane et les bras inégaux (p <q);

1 acrocentriques, avec le centromére situé dans la région terminale du
chromosome et des bras inégaux (p << Q).

i i g

13 21

1 3 16 19

Fig. 6.5. Les trois types morphologiques des chromosomes: métacentriques (la
gauche), sous-métacentriques (centre), acrocentriques (droite).

4. Les kinétochores: petites structures rondes, ovales, situés dans le centromére
(un pour chaque chromatide),
1 qui se lient aux fibres du fuseau mitotique et
1 qui est mis en évidence que par I'utilisation des techniques spéciales de
fixation et coloration.

......

Fig. 6.6. Kinetochores (a gauche) et broche de division (a droite).
Les constrictions secondaires

1 Les constrictions secondaires (rétrécissements secondaires des chromatides)
ne sont présentes que dans certains chromosomes humains.

9 Pour les chromosomes acrocentriques, les constrictions secondaires sont
situées a I'extrémité des bras courts, au niveau de la tige porteuse de
satellites, un filament de chromatine qui relie le satellite avec le bras court
proximale (p).

1 Les constrictions secondaires proximales se trouvent dans la partie proximale
des bras long chromosomiques (le bras «g», plus prés du centromeére) sur les
chromosomes 1, 9, 16.
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Les satellites sont situés dans la partie distale du bras court des chromosomes
acrocentrigues, avec une forme ronde ou ovale et contiennent de 'ADN hautement
répétitif.
1T Les chromosomes acr oc e ndrparsqtellgesce guerend e n t
une association satellite.
1 Cette association est un facteur prédisposant a la non-disjonction des
chromosomes dans la gamétogenése, avec lavenement de gamétes
aneuploides, mécanisme impliqué dans les échecs de reproduction.
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Fig. 6.7. Association satellite entre les 2 chromosomes de la paire 15.
(Collection du Dr. Cristina Gug)

Méthodes de reconnaissance des chromosomes humains

Le caryotype est un model standard de chromosomes d'une cellule et est
réalisé de maniére a détecter des aberrations chromosomiques numériques ou
structurelles homogenes ou en mosaique, de transmission autosomique ou
gonosomique.

Les chromosomes sont photographiés et préparés par les critéres standards.
Cet examen peut étre fait en utilisant différents types de cellules:
les lymphocytes sanguins,
des cellules tumorales
cellules de la moelle osseuse),
les fibroblastes,
les cellules germinales,
les cellules amniotiques ou
le trophoblaste, selon l'indication.

=4 =4 -8 -8 _-9_95_2
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LO®t abli ssement de | "indication du caryot )
Cela requiert un examen clinique précis, qui permet souvent de soupgonner une
anomalie chromosomique, car la perte ou le gain d'un segment chromosomique se
traduit par un tableau clinique souvent stéréotypé avec des caractéristiques
dysmorphiques.
Généralement, les anomalies autosomiques ont de graves conséquences, en
associant:
1 une dysmorphie cranio-faciale,
I leton anormal,
1 un retard mental,
1 dermatoglyphes anormales et des malformations viscérales, fréquents
mais non spécifiques.
Dans la pratique actuelle, les indications du caryotype sont relativement faibles:
1 la plupart des maladies génétiques ne sont généralement pas exploré par
le caryotype, et
1 une malformation viscérale isolée accompagne rarement une anomalie
chromosomique.

Les indications principales du caryotype sont les suivantes
Chez les enfants:

1 Phénotype évocateur d'un syndrome chromosomique
1 Association: hypotonie néonatale + dysmorphie + malformations
1 Ambiguité sexuelle
1 Retard mental / troubles du comportement / dysphorique / malformations
1 Troubles du développement sexuel et de la croissance
1 Phénotype évocateur d'un syndrome de microdélétion / duplication.
Chez les adultes:
T Parents / famille de Illedheomdsamque portant
1 Couples avec de fausses couches répétées
T Ant ®c ®dents personnels ou familiaux de
récurrentes

Investigation avant de recourir a la procréation médicalement assistée
Aménorrhée / ménopause précoce
Azoospermie ou oligospermie sévere.

= =4 -4

Fig. 6.8. Le sang périphérique est prélevé a I'aide de vacutainers a héparine sodique
pour réaliser un caryotype
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Les principes de la méthode

Les chromosomes humains ne sont visibles que pendant une courte période du
cycle cellulaire lors de la division cellulaire (métaphase ou prométaphase).

Les techniques conventionnelles de caryotype visent a obtenir un maximum de
cellules bloguées a ce stade.

La résolution de la cytogénétique classique est la microscopie photonique et ne
peut excéder 5100 pb.

La technique pour | 0®tude du caryotype cor
1. Pr®l vement de <cel | ul e dymghdaytes obtenusepar le( s ouv e
sang) se fait avec des vacutainers a I'héparine.
2. Cultiver des cellules de culture in vitro avec stimulation de la division
(phytohémagglutinine), 24-48 heures a 37°C.
3. La culture est mise en présence de colchicine, ce qui perturbe le fuseau mitotique
et bloque les cellules en métaphase de mitose
4. Récolter les cellules et leur incubation dans un milieu hypotonigue qui mene a la
suspension cellulaire et la dispersion des chromosomes dans le cytoplasme.
Fixation des chromosomes.
Etalage de la suspension cellulaire fixée sur une lame de verre, en vue de
I'observation en microscope.
7. Banding: Cette préparation est ensuite colorée. La coloration la plus classique est
la coloration au Giemsa, ce qui entraine, apres l'application d'un traitement
approprié, l'apparition de bandes sombres et claires alternées sur les
chromosomes: le «bandes G».
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Fig. 6.9. Chromosomes (bandes G) en prométaphase (gauche) et en métaphase
(droite) (Collection du Dr Cristina Gug)

Techniques de baguage chromosomique

Par certains procédés techniques (dénaturation thermique et enzymatique)
suivis coloration, les chromosomes dans les préparations microscopiques obtenus
apres fixation peuvent étre de couleur inhomogene, avec des rayures alternées, plus
intensément colorées et moins coloré, selon un motif caractéristique et constant pour
chaque paire.
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Le bandage chromosomique permet ainsi
1 une reconnaissance précise de paires d'homologues,
1 identification des aneuploidies, mais surtout
1 identification changements structurels chromosomiques.

La premiere technique de baguage a été introduite en 1958 par Caspersson, qui
décrit 'utilisation de la quinacrine pour panser les preparations chromosomique et a
inauguré une nouvelle ere de bandes chromosomiques. En 1971, le baguage a été
défini comme la méthode par laquelle au niveau d'un chromosome peut distingue
clairement les segments adjacents en raison de leur coloration différente.

Il existe plusieurs techniques qui utilisent différents produits chimiques pour
identifier certaines régions chromosomiques en effectuant un modéle typique de
bandes chromosomiques. Par exemple des bandes intensément colorées ils sont
généralement péricentromeres ou télomeres.

Les bandes intensément colorées correspondent généralement a
I'hnétérochromatine dans tandis que les bandes décolorées ou légérement colorées
représentent I'euchromatine.

En fonction du degré de condensation chromosomique (en métaphase ou
prométaphase), le nombre de bandes varie et définit la résolution de l'analyse
cytogénétique. Un caryotype standard a une résolution d'environ 350-550 bandes
haploides / ensemble, et un caryotype haute résolution une résolution de 800 ou
1000 bandes par ensemble haploide (Fig.6.10.).
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Fig.6.10. Différents niveaux de résolution dans la bande chromosomique

ISCN représente le Systeme de Nomenclature Internationale Cytogénétique
humaine. Selon les normes ISCN, la numérotation des bandes chromosomique
commence du centromere aux télomeres. Bras p représente le bras supérieur, et le
bras g représente le bras sous le centromere.

Spécification de parties de chromosomes, de bandes ou de subdivisions de
bandes (pour les chromosomes de prophase haute résolution) est effectuée en
utilisant points de repére qui divisent chaque bras en régions. Les régions
comprennent plusieurs bandes, numérotées du centromeére au télomeére, séparées le
long de chaque chromatides, en commencant par le chiffre 1.

La numérotation des bandes se fait aprés noté le numéro de chromosome, le
bras du chromosome, le numéro de région et bande et / ou sous-bande. Par exemple,
189g12.3 signifie chromosome 18,bras long, région 1, bande 2, sous-bande 3 (fig. 9).
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Fig. 6.11. Chromosome 18: régions et bandes sur les deux bras

Il existe quatre méthodes principales de bandes pour identifier les chromosomes:

i Bandes G,

1 Bandes Q,

i bandes R,

1 bandes C.
Apreés le banding, les métaphases sont ensuite analysées au microscope, suivant des
critéres standards, disposés en paires homologues afin d'identifier les anomalies
numeriques ou structurelles.

La topographie des bandes est caractéristique d'un chromosome et permet de
l'identifier. Les deux chromosomes d'une méme paire ont la méme topographie de
bandes. Il existe également d'autres méthodes de coloration qui font apparaitre
d'autre types de bandes (Q-Banding, R-Banding etc.).

Bandarea G (G = Giemsa)

Dans cette technique de baguage, les chromosomes sont traités avec trypsine,
puis colorée avec une solution de Giemsa, formant un systéme de bande coloré
(foncé) et décoloré (clair). Bandes décolorées correspondent aux régions
euchromatigues des chromosomes et aux régions colorées correspondent a des
régions hétérochromatiques (Fig. 6.12).
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Fig. 6.12. Caryotype dans lequel les chromosomes sont en bande G: 46,XX.
(Collection du Dr. Cristina Gug)
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Les bandes G intensément colorées sont équivalentes aux bandes Q
fluorescentes.

Technique de baguage

Les préparations microscopiques sont introduites dans une solution de trypsine
EDTA- tampon buffer 1: 250 pendant 25-30 secondes. Les lames sont alors passé a
travers un bain tampon tampon puis coloré avec une solution de Giemsa a 5%
pendant environ 5 minutes.

Applications en bande G:
1 identification des bandes euchromatiques;
1 identification des chromosomes, anomalies chromosomiques, aneuploidies,
réarrangements structurels;
{1 visualisation des régions de couleur homogene des cancers.

Désavantages:
1 impossibilité de détecter de petites translocations, détection microdélétions;
1 inefficace pour caractériser les chromosomes chez certains réarrangements
complexes.

Bande C (C = centromere)

Ce type de bandes permet la mise en évidence de I'hétérochromatine constitutif,
utilisé pour identifier les centroméres et les régions hétérochromatique (Fig. 6.13). La
méthode implique des traitements dénaturant et dénaturant des chromosomes et
coloration au Giemsa, obtention d'une coloration des régions centromériques.
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Fig. 6.13. Métaphase dans laquelle les chromosomes sont bandés C.

Applications de bandes C
9 identification des chromosomes;
9 identification des bivalents dans la diakinése;
1 tests de paternité et cartographie génétique.

Le bandage Q (Q = quinacrine) a été la premiere technique utilisée pour bandes
chromosomiques. Caspersson et ses collegues, qui ont développé la technique,
remarqué que des bandes fluorescentes claires et pales sont apparues apres les
chromosomes ont été traités avec des agents fluorescents (quinacrine) et ont pu
observé au microscope a fluorescence. Alternance de bandes lumineuses et pales
étaient appelées bandes Q (Fig. 6.14.).
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Fig. 6.14. Métaphase dans laquelle les chromosomes sont en bande Q

Avantages de la bande Q:

1 utilisé si la bande G n'est pas acceptable;

1 identification des chromosomes;

9 étude de I'hétéromorphisme du chromosome Y humain.
Désavantages:

1 perte de signal fluorescent au fil du temps.

Bande R (R = inversion)

Les bandes R ont été initialement obtenues par dénaturation thermique minutieuse de
chromosomes et coloration a I'acridine orange. Par la suite, le marquage a été obtenu
en ajoutant des produits chimiques a la culture pendant quelques heures avant
d'effectuer des préparations chromosomiques.

En examinant les chromosomes, on observe des bandes qui ont une distribution
inverse de Q et G (fig.6.15).
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Fig. 6.15. Caryotype dans lequel les chromosomes sont bandés R

Avantages:
1 est utile pour analyser la structure des téloméres chromosomiques.
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Techniques de mise en évidence des sites fragiles

Des conditions de croissance spéciales sont requises. Par exemple, pour
détecter le site fragile du chromosome X (Fig. 14), les cellules nécessitent un milieu de
culture sans acide folique ou I'ajout de méthotrexate quelques heures avant la
recoloration chromosomique.
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Fig. 6.16. La fleche indique le site fragile du chromosome X
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Travaux pratiques nr. 7/

CARYOTYPAGE

Tous les anomalies chromosomiques sont identifiées et incluses dans la formule
chromosomique, en utilisant des symboles et des abréviations établies par consensus
international (ISCN: International System for human Cytogenetic Nomenclature),
permettant une définition précise de la constitution chromosomique d'un individu.

La formule chromosomique est une fagon d'exprimer le résultat d'un caryotype et
comprendra:

1 le nombre de chromosomes dans la cellule,
1 le nombre et le type de chromosomes sexuels,
1 laliste des anomalies identifiées.
Conferences internationales sur standardisation de nomenclature du chromosome
humain
Conférence de Denver (1960)
Conférence de Londre (1963)
Conférence de Chicago (1966)
Conférence de Paris (1971)
Conférence de Stockholm (1978)
Conférence de Paris (1980)
Idiogram: Une représentation diagrammatique du caryotype humain en fonction
des figures morphologiques des chromosomes
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Fig. 7.1. Le model des bandes chromosomiques

Chromosomes bandés de métaphase identifiés par la nomenclature etablie par la
Conférence de Paris en 1971 (400,550 bande). La technique de bandes haute
résolution implique I'obtention de 850 bandes / haploide

a. Une microphotographie est effectuée sur le chromosome étalé.

b. Les chromosomes isolés sont découpés de la microphotographie

c. Les chromosomes isolés sont alignés selon la classification standard pour voir si le
caryotype est normal et anormal.
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Fig. 7.2. Microphotographie (gauche) et découpés chaque chromosome (droite).

(Collection du Dr. Cristina Gug)
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Fig. 7.3. Caryotype féminin normal avec formule cytogénétique: 46,XX.
(Collection du Dr. Cristina Gug)

Avantages et désavantages
La méthode a l'avantage de ne pas étre tres invasive (ponction veineuse,

ponction sternale), pas tres cher, par rapport a d'autres méthodes d'investigation
géneétique. Etant une méthode de dépistage, en général, d'identifier toute anomalie

g®n®ti que, assez | arge pour

proposer et réaliser une méthode d'investigation plus profonde.
Le caryotype standard permet le ralentissement des remaniements

chromosomiques, par example translocations
1 constitutionnels ou acquis,

| es

situations

i affectant au moins une bande chromosomique, soit environ 103 a 104 KB.
L'anal yse cy tbhorde@as ® ganeetle canyabype est INUTILE dans

la susception de la maladie génique.
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Il est utile dans les malformations congénitales, sachant que 10% d'entre eux ont
une anomalie chromosomique.

Les polymorphismes chromosomiques
1. lalongueur de I'hétérochromatine des bras longs de I'Y
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Fig. 7.4. Polymorphisme: I'hétérochromatine des bras longs de I'Y.
(Collection du Dr. Cristina Gug)

2. des régions centromériques des chromosomes 1, 9 et 16
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Fig. 7.5. Polymorphisme: chromosomes 1, 9 et 16. (Collection du Dr. Cristina Gug)
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3. les bras courts des acrocentriques.

21

Fig. 7.6. Polymorphisme: satellites. (Collection du Dr. Cristina Gug)

Groupe A (Les chromosomes 1,2,3): Les chromosomes sont grand et
métacentriques. L'index centromérique (rapport de la taille du bras court sur la taille du
bras court + la taille du bras long) est autour de 0,5.
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Fig. 7.7. Groupe A (Les chromosomes 1,2,3). (Collection du Dr. Cristina Gug)
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Groupe B (Les chromosomes 4)5). Les chromosomes sont grand
sous-métacentriques
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Fig. 7.8. Groupe B (Les chromosomes 4,5). (Collection du Dr. Cristina Gug)

Groupe C (Les chromosomes 6-12) Les chromosomes sont médium et
sous-métacentriques.
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Fig. 7.9. Groupe C (Les chromosomes 6-12). (Collection du Dr. Cristina Gug)

Groupe D (les chromosomes 13,14,15) Les chromosomes sont medium et

acrocentrigues.
13 14 15

Fig. 7.10. Groupe D (les chromosomes 13,14,15). (Collection du Dr. Cristina Gug)

Groupe E (les chromosomes 16, 17, 18) Les chromosomes sont medium et
métacentriques, (16) sous-métacentriques

_e_g’_

16 17 18

Fig. 7.11. Groupe E (les chromosomes 16,17,18). (Collection du Dr. Cristina Gug)
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Groupe F (les chromosomes 19,20) Les chromosomes sont peptit et métacentriques.
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Fig. 7.12. Groupe F (les chromosomes 19,20). (Collection du Dr. Cristina Gug)
Groupe G (les chromosomes 21,22) Les chromosomes sont peptit acrocentriques
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Fig. 7.13. Groupe G (les chromosomes 21,22). (Collection du Dr. Cristina Gug)

Interprétation des résultats

Tous les anomalies chromosomiques sont identifiées et incluses dans la formule
chromosomique, en utilisant des symboles et des abréviations établies par consensus
international (ISCN: International System for human Cytogenetic Nomenclature),
permettant une définition précise de la constitution chromosomique d'un individu.

La formule chromosomique est une facon d'exprimer le résultat d'un caryotype et
comprendra:

1 le nombre de chromosomes dans la cellule,

1 le nombre et le type de chromosomes sexuels,

1 laliste des anomalies identifiées.

Régles d'écriture de la formule cytogénétique

Un certain nombre de signes et symboles internationaux sont utilisés pour écrire
la formule cytognétique correspondant au caryotype humain normal et pathologique.

Les cas qui ne présentent pas d'anomalies numériques ou structurelles sont
classé comme normal. Définissez des clones de cellules lorsqu'l y a: deux
meétaphases ou plus avec des anomalies structurelles identiques; deux métaphases
ou plus avec des extrachromosomes identiques; trois métaphases ou plus avec la
monosomie du méme chromosome.

Pour écrire la formule cytogénétique, vous devez entrer:

1 nombre total de chromosomes;
9 constitution dans les chromosomes sexuels;
1 anomalies détectées.

Pour les trisomies autosomiques, le nombre total de chromosomes (47), la
paire de gonosomes, le signe «+» placé devant le chiffre indiquant le chromosome
surnumeéraire.

Pour les monosomies autosomiques, le nombre total de chromosomes (45), la
paire de gonosomes, le signe «-» placé devant le nombre indiquant le chromosome
absent.
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Pour les anomalies numériques gonosomiques, le nombre total est noté des
chromosomes suivis d'une virgule et de I'énumération de tous les chromosomes
sexuels existants.

Pour les anomalies chromosomiques structurelles, elles sont répertoriées
anomalies numeérigues impliguant un seul chromosome, suivies de translocations,
réarrangements déséquilibrés, marqueurs non identifiables, chromosomes en
anneau.

Pour les trisomies partielles / monosomies, les signes «plus» sont utilisés ou
"moins" placé apres la lettre "p" ou "g" indiquant une addition ou une réduction des
bras chromosomiques, respectivement.

Si plusieurs chromosomes sont impliqués dans une anomalie structurelle, ils
seront mis entre parenthéses, par ordre de taille, et seront séparés par des
points-virgules (;).

lllustrations:
formule cytogénétique normale:
1 femme 46, XX et
1 homme 46, XY;
anomalies numeériques chromosomiques:
47, XY, + 21 = trisomie 21 chez les hommes;
45, X = monosomie X;
47, XXY = trisomie gonosomale;
46, XX/ 47, XX, + 18 = mosaicisme avec deux clones cellulaires;
anomalies structurelles:
translocation Robertsonienne déséquilibrée entre les chromosomes 13 et 21:
46, XX, -13, + trob (13; 21)
translocation équilibrée entre les chromosomes 9 et 22: t (9; 22) (q34; q11).
Translocation Robertsonienne équilibrée (équilibrée) entre les
chromosomes 14 et 15: 45, XX, rob (14, 15) (q10; q10).
D'autres exemples de symboles utilisés dans la nomenclature comprennent:

= =4 =4 -8 -4 -9

= =4

del = suppression; mar = marqueur;

dup = duplication; mat = chromosome d'origine
Inv = Inversion; maternelle;

ins = insertion; lit = chromosome d'origine

| = isochromosome; paternelle;

t = translocation; tel = télomeére;

trob = translocation cen = centromere;
robertsonienne; ace = acentrique;

der = chromosome derivé; . = rupture; :: = rupture et

r = anneau chromosomique; retrouvailles:

s = satellites; pter = fin du bras court;

ss = satellites doubles; qgter = extrémité du bras long;
h = constriction secondaire. / = la ligne diagonale indique le
dic = chromosome dicentrique; mosaicisme.

fra = site fragile;

79



Des exercices: Make A Karyotype

Cut out chromosomes here Paste chromosomes here with their match
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Fig.7.14. http://learn.genetics.utah.edu/content/chromosomes/karyotype/

Examen pratique
Ecrivez la formule cytogénétique des caryotypes suivants.

Nommeé le syndrome (nom propre et nom génétique).
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Fig. 7.15. Caryotype avec formule cytogénétique: 47,XY+21 (Syndrome de

Down=Trisomie 21) (Collection du Dr Cristina Gug)
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http://learn.genetics.utah.edu/content/chromosomes/karyotype/
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Fig. 7.16. Caryotype avec formule cytogénétique: 47,XY+18 (Syndrome de
Edwards=Trisomie 18) (Collection du Dr Cristina Gug)
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Fig. 7.17. Caryotype avec formule cytogénétique: 45, X (Syndrome de
Turner=Monosomie X) (Collection du Dr. Cristina Gug)
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Fig. 7.18. Caryotype avec formule cytogénétique: 45, X (Syndrome de
Turner=Monosomie X) (Collection du Dr. Cristina Gug)
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Fig. 7.19. Caryotype avec formule cytogénétique: 69,XXX indique Triploidie
(Collection du Dr. Cristina Gug)

82



¢

b

:.m

Wi e
wﬁe}ss)m PHEE! its
FYRERT En r.ﬂ AR
AXIRX [awleX ?x

Fig. 7.20. Caryotype avec formule cytogénétique: 40,X, -3, -10, -19, -20, -22
indigue une hypoploidie dans une cellule cancéreuse
(Collection du Dr Cristina Gug)

Fig. 7.21. Caryotype avec formule cytogénétique: 44,XY, -13, -14,+der(13;14) indique
une translocation équilibré entre deux chromosomes acrocentrique 13 et 14.
(Collection du Dr Cristina Gug)
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