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Les techniques classiques de cytogéneéetique
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Le caryotype

Détection d’anomalies chromosomiques:
e Délétion

e Duplication

e Translocation et anneau |
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FISH (Hybridation en Fluorescence In Situ)

La suspicion clinique d’'un syndrome va indiquer le choix de la sonde
a hybrider (ex: Del 22g11.2).

Détection d’anomalies
chromosomiques:
9 “de!:EEj

e Délétion
e Duplication
e Translocation

e Bonne Résolution

Mais il faut choisir la sonde :
Technique ciblée




Chromosome Painting CGH sur métaphase

(Hybridation Génomique Comparative)

. = . Metaphase

.

== normale

Information sur les
chromosomes intéresses par un Résolution faible (8-10Mb)
remaniement
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Puce a ADN et CGH array




Technologies de fabrication des puces a ADN

Microarray : support en verre sur lequel sont déposées ou
synthétisées in situ des molécules (ADN, Protéines, lipides ...)

Dépot (= Spotting) Syntheése in situ (Oligomeéeres de 20 a 60
de produits de PCR nucléotides)
BAC/PAC Jet d’encre (Agilent) Photolithographie (Affy)

15000 spots/cm?2 100000 spots/cm?2



Les sondes

1 spot = 1 séquence d’'ADN présente en multiples copies.

1 bonne sonde = séquence d’ADN unique présente dans le

génome humain.
Plus il y a de sondes différentes sur la puce a ADN, meilleure

sera la résolution de la puce (+ d’informations).
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ADN du
patient

La CGH array

ADN de
référence Traitement de I'image, statistiques et
mise en forme

Fragmentation de I’ADN

Marquage flu
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Le résultat de CGH array

1: 19274843-29244590, 9.96 Mb
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Avantages / Limites de la CGH array

La CGH array est une méthode moléculaire qui permet d’explorer
simultanément et sur tout le génome les déséquilibres
chromosomiques entre I’ADN d’une référence et celui d'un patient
(del / dup).

Avantages:

e 25 a 1000 fois + résolutives que le caryotype haute résolution
e Localisation génomique précise des déséquilibres

e Identification du mateériel dupliqué

Limites:

e Anomalies chromosomiques équilibrées : translocations,
Inversions, anneaux

e Interpretations des résultats



Démarche de I'’examen, interprétation
des résultats et techniques de validation



Le laboratoire de cytogénétique de Nantes

Personnel: 3 ETP médecins, 1 ETP ingénieur, 6 ETP techniciens,

1 ETP secrétaire.
Activité 2007:

e Prenatal: ~1000 caryotypes

e Post-Natal: ~ 1000 caryotypes dont ~ 360 pour une indication
de Retard Mental (RM) et / ou Syndrome Polymalformatif (SPM)
10,5% diagnostiqués au caryotype.

Menten et al. (J Med Genet. 2006 Aug;43(8):625-33):

CGH array sur 140 patients atteints de RM/SPM, dont le caryotype
et les telomeres sont normaux. 20% (28/140) présentent une
anomalie en CGH array (>1Mb) qui explique les phéno-
types de RM et SPM.

Potentiellement, 60 diagnostics supplémentaires / an!
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CGH array a Nantes: exploration des causes de

retard mental

La puce utilisée: 4x44K d'Agilent
4.1&'.

1 puce : 4 patients simultanément

44000 sondes : 1 sonde tous les 60 kb en moyenne

1 déséquilibre: 3 sondes consécutives anormales soit
180Kb minimum
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nature Vol 444| 23 November 2006/ doi10.1038 /nature 05329

ARTICLES

Global variation in copy number in the
human genome

Richard Redon’, Shumpei Ishikawa™’, Karen R. Fitch®, Lars Feuk™®, George H. Perry’, T. Daniel Andrews',

Heike Fiegler', Michael H. Shapero®, Andrew R. Carson™, Wenwei Chen”, Eun Kyung Cho’, Stephanie Dallaire’,
Jennifer L. Freeman’, Juan R. Gonzalez®, Monica Gratacos®, Jing Huang®, Dimitrios Kalaitzopoulos',

Daisuke Komura®, Jeffrey R. MacDonald®, Christian R. Marshall®#, Rui Mei', Lyndal Montgomery',

Kunihiro Nishimura®, Kohji Okamura™®, Fan Shen®, Martin J. Somerville®, Joelle Tchinda®, Armand Valsesia',
Cara Woodwark', Fengtang Yang', Junjun Zhang”, Tatiana Zerjal', Jane Zhang®, Lluis Armengol®,

Donald F. Conrad'™, Xavier Estivill®"', Chris Tyler-Smith', Nigel P. Carter’, Hiroyuki Aburatani®'?, Charles Lee™"?,
Keith W. Jones®, Stephen W. Scherer™® & Matthew E. Hurles'

Copy number variation (CNV) of DNA sequences is functionally significant but has yet to be fully ascertained. We have
constructed a first-generation CNV map of the human genome through the study of 270 individuals from four populations
with ancestry in Europe, Africa or Asia (the HapMap collection). DNA from these individuals was screened for CNV using two
complementary technologies: single-nucleotide polymorphism {SNP} genotyping arrays, and clone-based comparative
genomic hybridization. A total of 1,447 copy number variable regions (CNVRs), which can encompass overlapping or
adjacent gains or losses, covering 360 megabases (12% of the genome) were identified in these populations. These CNVRs
contained hundreds of genes, disease loci, functional elements and segmental duplications. Motably, the CNVRs
encompassed more nucleotide content per genome than SNPs, underscoring the importance of CNV in genetic diversity and
evolution. The data obtained delineate linkage disequilibrium patterns for many CNVs, and reveal marked variation in copy
number among populations. We also demonstrate the utility of this resource for genetic disease studies.



Démarche de I'examen et interprétation des
résultats
CGH Array
Copy Number Variants : Normal
CNVs
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Développement d’un outil bioinformatique
permettant une analyse automatique des CNV

identifiés par CGH oligoarray Agilent

I sans titre - Bloc-notes
Fichier Ediion Formet Affichage 7
anomalies du patient 51194 :

MADMIX
o anatysor
wix pglétion de 51.44 kb en 1g31.3 (chrl:105012487-105063027) *wx

uence parmi les patients du CHU de Nartes
€25/58 patients

Fréguence dans Toronto ;
—> Vvdus dans un CNv répertorié de taille 91.341 kb : cnv_14891
B

1 0 duplicarion(s) - 1 délétion(s
i et a1. k20085

—> inclus dams un CNV répertorié de taille 215.878 kb : crv_13069
10 cas i 0 duplication(s) - 10 delerionCs

Perry et al. (2008)

[t A

Hetlo, Rosane Lessic CGH
—> inclus dans un CNV répertorié de taille 111.61 kb : crv_11844

15 cas : 15 duplication(s) - 0 délerion(s)

Perry et al. (2008)

S e e P e
omparica with datafrom the Universiy Hospial of Nantes and puslc data rom

wione Torrt.
Toronto > inclus dans un Chy répertorié de taille 356.851 kb : cnv_1862
54 cas : 10 méphcgtmn(s) ~"44 déletion(s)

Trmrptoms
frey data Redon et al.
et oot I 3 ST ) S G (3 SR 96T [ @ G
her tools Input e =) 18 cas : ication(s) - 18 déletion(s
- (Resut fle from CGH ansytis : Pationt_InriaEssedRopert x ou 1) Sharp et 31 (200 - Lotks et 31. (2005
Y > inclus dans un chv répertorié de taille 92.84 kb : cnv_14854
e 1 cas : 0 duplicarion(s) - 1 delérion(s)
B Kidd et a1.” (20083
D 57 dnclus dans un chv répertorie de taille 185.185 kb i cnv14609
2 g2, R tcationgs )7 0 delétion(s)
Zoaopoulos et ale (20
—> chevauchant un CNv répertorié de taille 2.975 kb : crv_1065
1 cas : 0 diplication(s) - 1 délérion(s)
Conrad’et al. (2005)
7> inclus dans un e répertorie de taille 82.898 kb : cnv 10013
Links e sl fcation(s)’ - 1 delerionts)
ot * orbel et alt (20675
> dnclus dans un chv répertorte de taille 168.62 kb : cnv 7330

] 3 gulication(s) - ¢ déletionts)
Pifto ettt (2007

> inclus dans_un Chv répertorié de taille 84.007 kb : cnv_6300
28 cas : 6 dugﬁ(a(inn(s - 22 delérion(s)

Qe smith et al. 7)

Genes touchés par 1'anomalie
= CRiR3 "compTemant factor Worelated 3
~ CFHRL Complement factor H-related 4

5111_graphs. pdf - Adobe Reader
Fehier_Edkion Affchage Document OutisFendre. Ade

2 & D[1]i7 i © @ [eon] 5 [ i[Feeee |-

Genes touches par le cnv duplique du chr7 de 586 93kb Genes touches par le cnv delete du chrl de 51.44kb

Poster N°
Legaie Roxane

CNVs repertories autour du en duplique du chr de 586.93kb. CNVs repertories autour du cnv delete du chrl de 51.44kb

— e




Exploration d'une cohorte par CGH array

64 patients atteints de RM +/- SPM dont les caryotypes sont
normaux.

Résultats:

e 38/64 (57.5%) de normaux.
e 26/64 (42.5%) d’'anormaux : 20 anomalies de novo (31,25%) et
6 cas restants a explorer.

Confirmation par FISH et / ou par Q-PCR




Exemples ...
1.Cas simple : Délétion de novo

délétion de 3Mb non recensée sur les bases de données
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1.Cas simple : Délétion héritée
délétion de 1Mb sur le chr 10 non recensée sur les bases de données

Délétion héritée :
pas délétere




Exemples ...

2.Cas simple : microdélétion de novo: < 300Kb
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Exemples ...

3. Cas simple : Duplication de novo
Duplication de 11Mb non recensée sur les bases de donnees




Exemples ...

4. Cas simple: duplication de 11Mb issue d’une translocation
parentale

Translocation
equilibrée 17p
sur 1p
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Duplication 17p sur 1p
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Translocation maternelle héritée
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Duplication de 300 Kb, incluant le gene FANCB
impliqué dans |'anémie de Fanconi.

Pas de polymorphisme dans les bases des
donnees.

aaaaa

Test a la caryolysine (test de cassure): négatif

Malformation cardiaque et des extrémités des mains

Difficile de valider une duplication < 500Kb par FISH
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Malformations
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Dong, il Ny a pas d’arguments pour dire que cette duplication est
délétere.




Conclusions

Criteres retenus pour le diagnostic :

e Caractere de novo

e Présence de I'anomalie sur les bases de données publiques
e Taille de I'anomalie

e Genes candidats contenus dans I'anomalie

Interprétation des données :

e Bases de données : quelles sont les regions du génome qui varient
en nombre de copies (CNV) chez des individus normaux ?

e Cas particulier: duplication héritée localisée sur I'X chez les
hommes

La CGH array est un outil de diagnostic qui est 25 a 1000 fois

plus résolutif que le caryotype haute résolution.
15 a 20% de diagnostics RM/SPM en plus!

2008: Colt / patient (4X44K) = 250 euros (réactif)
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