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Une situation surréaliste...

e Caryotypes
* FISH

* CGH

e MLPA

e Sanger

* NGS

* Nanopore




Watson et Crick - 1953

Maurice Wilkins et Rosalind Franklin




Au commencement...




Au sein de l'ceuf, la matrice...

* UADN peut étre extrait :
e Des cellules nucléées (leucocytes)
e Des cellules tumorales.

* Attention : un patient ayant recu
une greffe de moélle, nécessité le
prélevement d’autres cellules
somatiques que les leucocytes...

1. Cytogénétique
2. Génétique Moléculaire



1. Cytogénétique

e Cytogénétique conventionnelle = Etude des
chromosomes de la cellule en métaphase, par le :

e Caryotype
e Cytogénétique moléculaire = Etude de fragments

chromosomiques avec des sondes moléculaires
fluorescentes.

e FISH (Fluorescence In Situ Hybridization)

e Cytogénétique moléculaire = Etude de fragments
chromosomiques par comparaison avec une
sequence de reférence.

e CGH (Comparative Genomic Hybridization)



Caryotype
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cellules arrét de prélevement montage
la division d'un de la
cellulaire par  échantilion préparation
la colchicine

observation
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classification et découpage de chacun

prise photographique
mise en place

des chromosomes el agrandissement




Caryotype




Caryotype

Klinfelter

Turner

O Ring



Caryotype

Chromosome

Chromatide




Caryotype

-+ Centromere

Bandes G
Extrémités claires
ADN riche en paires A-T

Bandes R (Reverse)
Extrémités foncées
ADN riche en paires G-C




Caryotype

~ Région pseudoautosomique (PAR1) - petite taille (PHOG/SHOX)

. == Syndrome de Kallmann

!’ DAX1 hypoplasie congénitale des surrénales
| = GK, glycérol kinase
i |_ DMD, dystrophie musculaire de Duchenne

Génes qui conditionnent la fonction ovarienne et préviennent le
phénotype du syndrome de Turner

= Récepteur aux androgeénes

| - Locus affectant la fonction ovarienne et prévenant des éléments
| du phénotype du syndrome de Turner

|- site fragile (retard mentah
'GDP (glucose phosphate déshydrogénase)
-1 Hémophilie A
Adrénoleucodystrophie
Région pseudoautosomique (PAR2) ; IL9R




Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)

Préparation de la sonde Réalisation de la préparation microscopique

r -~ ———————————
Chromosome

AON TTTTTITIT cible

Marquage de la sonde

Marqueur

Dénaturation thermique

T

Fragment dADN brin cible
simple brin marqué
complémentaire

defADN T
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Hybridation
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Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
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array-Comparative Genomic Hybridization (aCGH)

Patient Reference
A ' Spot Patient Control sreen : Ked
Mix &
Hybridise: .
- — 1.0:1.0

2 copies 2 copies

@ . 15:10
3 copies 2 copies

. . 05:10
‘ Computer Analysis 1 copy 2 copies

Gains (duplications)

Losses (deletions)




array-Comparative Genomic Hybridization (aCGH)
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En résume...

Caryotype Velloune résojution i
ENIPGEna e \ Hautc\a réesolution
100 a 300 kb 5a 500 kb

Basse résolution
5a10 Mb



2. Génétique Moléculaire

* Genetique moléeculaire = Etude de '’ADN, recherche
de variants dans des genes, apres extraction de
I’ADN des cellules nucléées

* MLPA
e Séquencage Sanger
e NGS

* Nanopore




La Polymérase Chain Reaction (PCR)




La multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)

. Denaturation and Hybridization

PCR prifmer sequence

PCR primer sequence X

Hybridization sequence (left) Hybridization sequence [right)

2. Ligation

3. PCR with universal primers X and Y

exponential amplification of ligated probes only




La multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
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Séquencage Sanger

Nucléotides dNTP
dATP, dTTP, TF)

\, Didésoxyribonucléotides ddNTP
ddA ddTTP ddGTP

W81* Homozygote ?

W81* Heterozygote

OO RFRLODOUICUCU VI AT o



Interprétation des variants

: Recommandations de I’American College
~o-seprepation m-silico P 3 .
x_&".ithtﬁe sttease R Of Medlcal Cler]EthS (2015)

- _._ | Co-oceurrsnce with . )
Integrated - - adeleterious in Faisceau d arguments
algorithms — frans mutation

* En faveur de la pathogénicité

Persondl and PVS (Pathogenic Very Strong) argument tres fort
VUS . famnily history
of cancer of the

Grade/Histology Classification e

PP (Pathogenic Poor or supporting) argument faible

- I_Sé;;en'ty of the > st
ER/PR/Her2 New O protein En faveur du caractére bénin

modification

status \ - BA (Benign stand Alone) argument suffisant

Biochemical

- Lossof S
Tunctional assays

~ leterozygosity

W Interpretation or
gl Classification °




Seconde évaluation des variants

when re-evaluated, variant score:

For variants
with a prior
score of*

(likely benign)

- 153(19.7%) 518 (66.8%) 105 (13.5%) 70
2.88
186 (84.5%) 30(13.6%) 7.56

(VUS, but suggesting 22(5.2%) 341(79.8%)

pathogenic)

(VUS, but suggesting | 227 318(33.2%) 619(64.7%)
benign)




Next Generation Sequencing (NGS)

@ Library preparation @ DNA library bridge amplification

’ Bridge '
amplification
, cycles

qII'l'i I'q'll:
4l
i M i

@ Alignment and data analysis

Séquencing
. cycles

Assembled sequence




Nanopore
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Résultats par nanopore

FMR1
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En résume...

Nanopore



Chromosomes

Caryotype Caryotype Génétique

conventionnel moléculaire moléculaire
(puce a ADN)

détection
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Merci a tous pour votre attention

« Les passions sont les vents qui enflent les voiles du navire ;
elles le submergent quelquefois, mais sans elles il ne pourrait voguer. »

Voltaire
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