
Géné$que	  Humaine	  :	  Maladies	  et	  Diagnos$cs	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Daniel PERAZZA  
(daniel.perazza@ujf-grenoble.fr) 

Maître de conférences – UFR Chimie-Biologie 
Université J. Fourier 

Institut Albert Bonniot 



Le	  Génome	  Humain	  en	  Quelques	  Chiffres	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  
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Le	  Génome	  Humain	  :	  Structure	  Générale	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  



Les	  Maladies	  Géné$ques	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Maladies	  géné$ques	  transmissibles	  (muta$ons)	  
	  

	  -‐	  monogéniques	  /	  mul/géniques	  
	  -‐	  récessives	  /	  dominantes	  
	  -‐	  autosomiques	  /	  liées	  au	  sexe	  

	  
	  
Maladies	  géné$ques	  chromosomiques	  (formule	  chromosomique	  ≠	  46	  chr)	  
	  

	  -‐	  trisomies	  /	  monosomies	  /	  polyploïdies	  
	  
	  
Maladies	  géné$ques	  sporadiques	  (cellules	  soma$ques)	  
	  

	  -‐	  cancers	  



Les	  Différents	  Niveaux	  du	  Diagnos$c	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Visuel	  
	  
Imagerie	  
	  
Bactériologique	  
	  
Biochimique	  
	  
Cellulaire	  
	  
Moléculaire	  

Conven$onnelle	  

Cytogéné$que	  

FACS	   Moléculaire	  



Caryotype	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Obten$on	  et	  analyse	  des	  chromosomes	  en	  métaphase	  
	  
	  
	  

	  Dénombrement	  
	  

	   	   	   	   	   	   	   	  Diagnos$que	  d’anomalies	  chromosomiques	  
	  

	  Analyse	  morphologique	  



Caryotype	  Normal	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

46,XY 



Le	  Cycle	  Cellulaire	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Mitose	  et	  cycle	  cellulaire	  
	  
Nécessite	  de	  cul/ver	  les	  cellules	  (agents	  à	  fort	  pouvoir	  mitogenes,	  lec/ne	  comme	  
phytohémagglu/nine)	  pour	  avoir	  des	  chr	  métaphasiques	  puis	  blocage	  par	  colchicine	  
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Caryotype	  :	  Obten$on	  de	  Chromosomes	  Métaphasiques	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Prélèvement	  
(liq.	  amnio/que,	  sang,	  moelle,	  froEs,	  biopsie…)	  

	  
	  

Mise	  en	  culture	  des	  cellules	  
(facteurs	  de	  croissances,	  mitogènes)	  

	  
	  

Blocage	  des	  mitoses	  
(colchicine)	  

	  
	  

Dispersion	  chromosomique	  
(sol.	  hypotonique	  KCl)	  

	  
	  

Fixa$on	  
(méthanol	  /	  ac.	  acé/que)	  

(qques	  jours)	  

(qques	  min-‐h)	  

(qques	  min)	  

(qques	  h)	  



Caryotype	  :	  Colora$ons	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Etalement	  sur	  lame	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

Observa$on	  /	  Acquisi$on	  /	  Classement	  
(microscope	  +	  logiciel	  d’analyse	  d’image)	  

G	  banding	  
(Giemsa)	  

	  
	  

Protéolyse	  
(trypsine)	  

	  
	  

Colora$on	  Giemsa	  
(éosine	  +	  azurs	  méthylène)	  

R	  banding	  
(Reverse)	  

	  
	  

Dénatura$on	  
(87°C)	  
	  
	  

Colora$on	  Giemsa	  
(éosine	  +	  azurs	  méthylène)	  

Bandes	  sombres:	  
Riches	  en	  A:T	  

(pauvres	  en	  gènes)	  

Bandes	  sombres:	  
Riches	  en	  G:C	  

(riches	  en	  gènes)	  



 Caryotype en Bandes R 

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

46,XY 

C.	  Lefebvre	  –	  IBP	  Grenoble	  



 Caryotype en Bandes G 

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

46,XY 

C.	  Lefebvre	  –	  IBP	  Grenoble	  



 Comparaison de Caryotypes en Bandes G vs R 

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

46,XY 

R

C.	  Lefebvre	  –	  IBP	  Grenoble	  



Nomenclature	  Bandes	  &	  Sous-‐Bandes	  Chromosomiques	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

3	  

3q13.1	  

Sous-‐bande	  Bras	   Région	   Bande	  Chr	  



U$lité	  du	  Caryotype	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Détec$on	  d’anomalies	  chromosomiques	  
	  

	  1-‐	  anomalies	  de	  nombre	  
	   	  -‐	  trisomies	  21,	  X	  (femme),	  Y	  (homme),	  18,	  13 	   	  -‐>	  	  2n+1	  
	   	  -‐	  tétrasomies	  (XXXX	  ;	  XXYY),	  pentasomie	  (XXXXX)	   	  -‐>	  	  2n+2	  ;	  2n+3	  
	   	  -‐	  monosomies	  X 	   	   	   	   	   	   	   	  -‐>	  	  2n-‐1	  
	   	  -‐	  triploidie 	   	   	   	   	   	   	   	   	  -‐>	  	  3n	  

47,	  XX,	  +21	   45,	  X	   69,	  XXY	   carcinome	  



U$lité	  du	  Caryotype	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Détec$on	  d’anomalies	  chromosomiques	  
	  

	  2-‐	  anomalies	  de	  structure	  
	   	  -‐	  équilibrées	  :	  ni	  perte,	  ni	  gain	  d’ADN	  
	   	  -‐	  déséquilibrées	  :	  délé/on,	  duplica/on	  



Quelques	  Anomalies	  de	  Structure	  Chromosomique	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

équilibrées	   déséquilibrées	  

inversion	  

délé$on	  

duplica$on	  

transloca$on	  
réciproque	  

isochromosome	  
E



Intérêts	  &	  Limites	  d’un	  Caryotype	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

	  Analyse	  pangénomique	  
	  

	  Détec$on	  d’anomalies	  de	  nombre	  et	  de	  structure	  
	  
	  

	  Échec	  de	  mise	  en	  culture	  
	  

	  Si	  caryotype	  normal	  :	  nature	  des	  cellules	  en	  mitose?	  
	  

	  Pouvoir	  de	  résolu$on	  :	  1	  bande	  =	  5-‐10Mb	  



Les	  Différents	  Niveaux	  du	  Diagnos$c	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Visuel	  
	  
Imagerie	  
	  
Bactériologique	  
	  
Biochimique	  
	  
Cellulaire	  
	  
Moléculaire	  

Conven$onnelle	  

Cytogéné$que	  

FACS	   Moléculaire	  



FISH	  :	  Fluorescent	  In	  Situ	  Hybridiza$on	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Ques$on	  :	  comment	  iden$fier/repérer	  une	  séquence	  d’ADN	  par$culière	  
dans	  un	  génome?	  

Détec$on	  in	  situ	  de	  séquences	  d’ADN	  
	  
	  
	  

	  Métaphase	  
	  

	   	  ou 	   	   	   	   	   	  Diagnos$c	  d’anomalies	  chromosomiques	  
	  

	  Interphase	  



Hybrida$on	  Moléculaire	  d’ADN,	  Rappels	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

1953	  

-‐	  Complémentarité	  

-‐	  An$parallélisme	  

Principes	  de	  base	  de	  l’hybrida$on	  de	  l’ADN	  :	  



Principe	  de	  la	  FISH	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Direct	  detec$on	  of	  
fluorescent	  signal	  



Principe	  d’U$lisa$on	  de	  Sondes	  Fluorescentes	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Fluorochromes	  (pour	  marquage	  des	  sondes)	  :	  
	  FITC	  :	  vert,	  correspond	  au	  filtre	  FITC	  
	  Sp	  Orange	  :	  orange/rouge	  :	  correspond	  au	  filtre	  Cy3	  
	  TxRed	  =	  TRITC	  =	  :	  rouge	  (Rhodamine)	  correspond	  au	  filtre	  Cy3,5	  

	  
Chaque	  fluorochrome	  est	  détecté	  grâce	  à	  un	  couple	  spécifique	  de	  2	  filtres	  :	  1	  filtre	  d’excita/on,	  1	  
filtre	  d’émission.	  
	  
DAPI	  :	  u/lisé	  pour	  contre-‐colorer	  la	  prépara/on.	  

Chaque	   fluorochrome	   est	  
détecté	  grâce	  à	  un	   couple	  
spécifique	   de	   2	   filtres	   :	   1	  
filtre	   d’excita/on,	   1	   filtre	  
d’émission.	  
	  



Principe	  de	  la	  Microscopie	  à	  Épifluorescence	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  



Quelques	  Anomalies	  de	  Structure	  Chromosomique	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

équilibrées	   déséquilibrées	  

inversion	  

délé$on	  

duplica$on	  

transloca$on	  
réciproque	  

isochromosome	  
E



Conséquences	  Possibles	  des	  Anomalies	  Chromosomiques	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Délé$on	  de	  l’an$	  oncogène	  P53	  

Del17p13.1	  

Amplifica$on/Duplica$on	  du	  proto	  oncogène	  c-‐
Myc	  



Conséquences	  Possibles	  des	  Anomalies	  Chromosomiques	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Protéine	  de	  fusion	  BCR/ABL	   Dérégula$on	  du	  proto oncogène c-‐Myc	  



Territoires	  Chromosomiques	  et	  Recombinaison	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Nat.	  Rev.	  2005	  



Recherche	  d’un	  Remaniement	  du	  Chr8	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Sonde	  wcp8	  (whole	  chromosome	  pain/ng)	  
	  -‐>	  S’u/lise	  pour	  voir	  des	  remaniements	  importants	  ou	  mal	  définis	  

C.	  Lefebvre	  –	  IBP	  Grenoble	  

gain 8q	  



Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Suspicion	  d’une	  Délé$on	  de	  P53	  

Sonde	  délé$on	  
	  -‐>	  S’u/lise	  toujours	  avec	  une	  sonde	  «	  contrôle	  »	  hybridant	  le	  même	  chromosome	  

C.	  Lefebvre	  –	  IBP	  Grenoble	   www.cancergene/csitalia.com	  	  



Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Suspicion	  d’Amplifica$on	  du	  gène	  MYCN	  

Sonde	  	  gain/amplifica$on	  
	  -‐>	  S’u/lise	  souvent	  avec	  une	  sonde	  «	  contrôle	  »	  hybridant	  le	  même	  chromosome	  

C.	  Lefebvre	  –	  IBP	  Grenoble	  



Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Doute	  sur	  le	  Remaniement	  d’un	  Gène	  Connu	  

Suspicion	  de	  remaniement	  dans	  la	  région	  11q	  (héberge	  le	  gène	  MLL,	  Mixed-‐Lineage	  Leukemia)	  

C.	  Lefebvre	  –	  IBP	  Grenoble	  

MLL	  
(11q23)	  



Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Doute	  sur	  le	  Remaniement	  du	  Gène	  MLL	  

Sondes	  	  breakapart	  (split	  signal	  ;	  sépara/on)	  
	  -‐>	  Consiste	  en	  l’u/lisa/on	  de	  2	  sondes	  

con/gües	  (ou	  presque)	  hybridant	  la	  même	  région	  

5’MLL	   3’MLL	  

MLL	  
(11q23)	  

C.
	  L
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Profil	  apendu	  



Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Doute	  sur	  le	  Remaniement	  Entre	  2	  Gènes	  Connus	  

Suspicion	  de	  transloca$ons	  mul$ples	  entre	  les	  chr	  6,	  9	  et	  22	  
(chr.9	  héberge	  le	  gène	  ABL,	  chr.22	  héberge	  le	  gène	  BCR)	  

47,XY,t(6;9;22)(p24;q34;q11),+21 

BCR 

ABL 

C.	  Lefebvre	  –	  IBP	  Grenoble	  



Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Réarrangement	  Entre	  les	  Gènes	  ABL	  et	  BCR	  

Transloca/ons	  	  t(9;22)(q34.1;q11.2)	  et	  Chromosome	  Philadelphie	  

C.	  Lefebvre	  –	  IBP	  Grenoble	  

Chromosome	  
Philadelphie	  

=	  

Marqueur	  de	  LMC	  

	  t(9;22)(q34.1;q11.2)	  :	  transloca$on	  réciproque	  



Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Doute	  sur	  le	  Réarrangement	  entre	  les	  Gènes	  ABL	  et	  BCR	  

Sondes	  	  fusion	  (split	  signal	  ;	  sépara/on)	  
	  -‐>	  Consiste	  en	  l’u/lisa/on	  de	  2	  sondes	  

hybridant	  les	  régions	  suspectées	  de	  fusion	  
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Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

Ques$on	  :	  comment	  vérifier	  la	  fusion	  réelle	  entre	  2	  protéines	  ?	  

Effet	  de	  la	  Protéine	  de	  Fusion	  BCR/ABL	  

Augmente	  	  	  	  	  	  	  	  
la	  proliféra/on	  

Réduit	  
l’adhérence	  

Inhibe	  
l’apoptose	  

-‐>	  	  Induit	  une	  forte	  instabilité	  géné$que	  
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Autre	  Remaniement	  Entre	  2	  Régions	  connues	  

Transloca/ons	  	  t(11;14)(q13;q32)	  et	  sur-‐expression	  de	  la	  cycline	  D1	  

C.	  Lefebvre	  –	  IBP	  Grenoble	  
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Doute	  sur	  le	  Réarrangement	  Entre	  les	  Gènes	  IGH	  et	  CCND1	  

Sondes	  	  fusion	  (split	  signal	  ;	  sépara/on)	  
	  -‐>	  Consiste	  en	  l’u/lisa/on	  de	  2	  sondes	  

hybridant	  les	  régions	  suspectées	  de	  fusion	  

C.
	  L
ef
eb

vr
e	  
–	  
IB
P	  
Gr
en

ob
le
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Effet	  du	  Réarrangement	  Entre	  les	  Gènes	  IGH	  et	  CCND1	  

Ques$on	  :	  comment	  vérifier	  la	  surexpression	  de	  CCND1	  ?	  

Cassures	  11q13	  :	  
hot	  spot	  :	  MTC	  120kb	  en	  5’	  de	  CCND1	  

Gène	  IGH	  

Surexpression	  de	  la	  
cycline	  D1	  

Cassures	  IGH	  :	  
entre	  les	  segments	  D	  et	  J	  
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Transloca$on	  t(12;21)	  TEL/
AML1	  accompagnée	  d’une	  
duplica$on	  du	  gène	  AML1	  

Remaniement	  avec	  Amplifica$on	  de	  Signal	  

Sonde	  fusion	  avec	  extra-‐signal	  

C.	  Lefebvre	  –	  IBP	  Grenoble	  



Intérêts	  &	  Limites	  de	  la	  FISH	  

Daniel	  Perazza	  –	  Forma$on	  Génet.	  Humaine	  &	  Diagnos$que	  –	  Bio.	  Cell.	  Mars	  2015	  

	  Analyse	  simple	  et	  rapide	  
	  

	  Informa$on	  plus	  précise	  et	  détaillée	  qu’un	  caryotype	  
	  

	  Iden$fica$on	  de	  nouveaux	  remaniements	  nécessite	  de	  nouvelles	  
sondes	  
	  

	  Fusion	  entre	  gènes	  à	  confirmer	  par	  biologie	  moléculaire	  
(séquençage,	  RT-‐PCR)	  


