Cytogenetique en hematologie biologique
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Objectifs

Cytogénétique en hématologie biologique X®ED«h»

®)) Objectif du module
2‘._ )

o A lissue de ce module, vous serez capable de comprendre comment la
cytogenetique intervient dans I'nematologie biologique
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Cytogénétique : définition et technique

L'etude cytogenetique X SEDQD >

Definition de I'etude cytogenetique : fg‘g_ir))
Y

Etude morphologique du matériel chromosomique se présentant sous la forme de chromosomes
dans les cellules.

L'étude du caryotype correspond au déenombrement et a l'identification de tous les chromosomes
cellules en métaphase : identification des anomalies de nombre et anomalies de structure.

Technique de I'etude cytogenetique:

Technique de cytogénétique conventionelle : réalisation du caryotype
(vision globale de I'ensemble des chromosomes)

Technique de cytogéenetique moléculaire : techniques d'hybridation in situ en fluorescence
(technique ciblée) : analyse ciblée sur un gene donne
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Qu'est-ce qu'un chromosome ?

Qu'est ce qu'un chromosome?

.Chromosome constitue d'une
molecule d'ADN associée a de
nombreuses protéines

. Les chromosomes servent de support
a I'information génétique

. Nombre de chromosomes par cellule
caractéristique d'une espece :

»chez I'homme
(2 jeux haploides de 23 chromosomes)
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Chromatides :

chaque chromatide correspond
une molécule d'ADN.
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Techniques d'obtention des préparations métaphasiques

Techniques d'obtention des préparations métaphasiques X ® = O =« » »

. Chromosomes visibles pendant une courte péeriode du cycle cellulaire : division
en métaphase

. Toutes les techniques visent a obtenir un maximum de cellules bloquées a ce
stade de métaphase

Prélevements en hématologie

. Moelle osseuse
. Sang
. Tissu tumoral ou ganglionnaire
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Cultures cellulaires

Cultures cellulaires adl = $ED « > »

. Stérilité +++ (hotte) .-‘:)
. Milieu de culture steérile : milieu synthétique enrichi en sels minéraux, glucose et .
acides aminés, des antibiotiques, auquel on additionne du sérum de veau fcetal

. Temps de culture variable en fonction du type cellulaire et de la quantité de
matériel biologique

Soumes ; Hopital Saint-Louis
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Sang et moelle : hémopathies malignes

Sang et moelle : hémopathies malignes X9 EQD =« »

Numeérisation cellulaire Mise en nuen Falcnn Mise en etuve a 37°C
+/- mitogenes en fonction
des différentes
pathologies plus
proliferatives
spontanément

Cliquez sur le bouton "Suite” pour continuer cet ecran.



Comment obtenir les chromosomes a partir de cette culture ?
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Arrét de la culture Choc hypotonique Fixation des
preparations
meéetaphasiques

Agent bloquant
du fuseau
mitotique
(colchicine)
permet de bloquer
les

cellules en
metaphase

Indlspensahle arl
obtention d’un
étalement correct
des
chromosomes
(KCI) éclatement
des membranes
cellulaires et
dispersion des
chromosomes

leatmn avec un
meélange
methanol/acide
acétique pour obtenir
un culot de cellules
fixees quel’on
remettra en
suspension pour
I'etape suivante :
etalement sur lame

Cliquez sur suite pour decouvrir I'étape suivante




Etalement des préparations chromosomiques sur lame

Etalement des préparations chromosomiques surlam_?ﬁ =0 > »
NG
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| 'étalement a pour but d'obtenir des métaphases avec

des chromosomes bien séparés et non réfringents

— Faire tomber une ou 2 gouttes de suspension cellulaire sur une lame

— Etape dépendantes des conditions atmosphériques
enceinte thermostable

Sowmes : Hipital Saint-Louiz
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Technique de coloration des chromosomes métaphasiques

Technique de coloration des chromosomes métaphasiques X ® = O <« » »

Bandes R ou G 7 !_‘ )
R : Coloration au Giemsa des lames apres dénaturation thermique en milieu salin

a pH determine
G: Coloration au Giemsa apres dénaturation a la trypsine
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Soures : Hopital Saint-Lowis
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Observation au microscope

Observation au microscope X ®E O« > »

. Visualisation des lames au microscope optique ‘ ’))

. 20 métaphases au moins sont saisies et analysées dans une logiciel d'analyse de
caryotype

Sowmes : Hipital Saint-Lowis
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Caryotype - analyse pan-génomique

Classement du caryotype 2 4

. ..f.-._*'.- - ldj)
Caryotype humain : 46 chromosomes @ )
. Autosomes : 1 au 22 M%;w
. Gonosomes : X et Y 1] . o
_ fermme : 46,XX d|° ; : L Métacentriques
! L& bras coert et le braz fong ant
_homme : 46, XY # H 9 v une taille équialente
a bk P T ’ &
. Index centromérique rapport p/(p+Q) =——— | 7 | e e TS
l" 1'1, |l‘t ’ petit que le bras long
. Reconnaissance aprés marquage
p P
de chaque chromosome dont le B €I . ¥ Acrocentriques
.r e T ‘-“ |ql n " q Le bras court oot quasi nexirtant
nombre et |la repartition des bandes s S
Sﬂnt Spéc|f|ques é Chaque pa”—E Aspects morphologiques des chromosomes en fonction de |'indice centromérique

chromosomique

Nomenclature internationale (ISCN ) définit pour chague chromosome des régions
chromosomiques qui comporte des bandes et des sous-bandes
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Classement du caryotype

CARYOTYPE = analyse pan-génomique X®ED D »

Moyen simple et efficace d'avoir en un seul temps une vue d'ensemble du géno !‘ ’))
les anomalies de nombre et de structure ®
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Cytogénétique conventionnelle : caryotype

Cytogénétique conventionnelle : CARYOTYPE X @

AVANTAGES :

+ Analyse globale du génome

+ Detecte la majorite des anomalies
anomalies de nombre ( trisomies, monosomies ... )
anomalies de structure ( translocations, deletions ... )

INCONVENIENTS :

- Metaphases seulement
- Ne detecte pas les remaniements cryptiques
Limite de resolution : 5 -10 megabases (Mb)

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation



Outils

Outils EEEEEER
Cytogeneétique moleculaire FISH technique complémentaire du "))
caryotype
Nucleus e
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FISH principe

Slide015

Hybridation in situ en fluorescence ( FISH ) est une technique de biologie moléculaire d'hybridation

in situ utilisant des sondes marquées a l'aide d'un marqueur fluorescent, spécifique d'un locus

donné, et utilisées sur lames étalées de culot de cytogénétique

Fluorescence In-Situ Hybridizatlion
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FISH - technique

FISH technique

Denaturation par chaleur >65°C

4««’

Heat denature
l chromosomal
DNA ~ Lame étalée avec
“7 culotde
cytogenétique

Hybridation de la séquence Sondes speclﬁques marquées

Contre coloration au DAPI (bleu)

der(8) H""-_

Image capture
& Analysis

metaphasique
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Anomalies chromosomiques en hématologie

Anomalies chromosomiques en hématologie e E O N

Anomalies Acquises = anomalies chromosomiques apparues au cours de la vie
et ne touchant qu'un seul organe

Intérét du caryotype en hematologie cancerologie

. Diagnostique
. Pronostique

. Prise en charge thérapeutique
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Merci d'avoir suivi cette sequence |
Maintenant rendez-vous pour la séquence "Vers la semaine 3"
pour un resumé des éléements essentiels de cette semaine et un
descriptif de ce que vous allez voir la semaine prochaine.

Et n'oubliez pas de remplir le questionnaire "\otre avis" qui ne vous
prendra que 5 minutes.
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