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Les techniques classiques de cytogénétique



Le caryotype

Détection d’anomalies chromosomiques:
• Délétion
• Duplication
• Translocation et anneau

Mais la résolution est 
faible (~ 5Mb)



FISH (Hybridation en Fluorescence In Situ)

La suspicion clinique d’un syndrome va indiquer le choix de la sonde 
à hybrider (ex: Del 22q11.2).

Mais il faut choisir la sonde :
Technique ciblée

Détection d’anomalies 
chromosomiques:

• Délétion

• Duplication

• Translocation

• Bonne Résolution



Chromosome Painting CGH sur métaphase 

(Hybridation Génomique Comparative)

Information sur les 
chromosomes intéressés par un 

remaniement
Résolution faible (8-10Mb)

ADN de référence ADN du patient

Métaphase
normale



Puce à ADN et CGH array



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

Dépôt (= Spotting)
de produits de PCR 

BAC/PAC 

Synthèse in situ (Oligomères de 20 à 60 
nucléotides)

Jet d’encre (Agilent) Photolithographie (Affy)

<2000 spots/cm²

15000 spots/cm² 100000 spots/cm²

Technologies de fabrication des puces à ADN



Les sondes

1 bonne sonde = séquence d’ADN unique présente dans le 
génome humain.
Plus il y a de sondes différentes sur la puce à ADN, meilleure 
sera la résolution de la puce (+ d’informations).

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



La CGH array

mélange

ADN du 
patient

ADN de 
référence

Fragmentation de l’ADN
+

Marquage fluo

Combinaison des 
cibles

Hybridation

Lavages 
et scan

Puce à ADN

7H

24 à 40 H

Traitement de l’image, statistiques et 
mise en forme

Délétion
vert > rouge

Normal
vert = rouge

Duplication
vert < rouge

4H



Le résultat de CGH array

Trisomie 21



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

Avantages: 
• 25 à 1000 fois + résolutives que le caryotype haute résolution
• Localisation génomique précise des déséquilibres
• Identification du matériel dupliqué

Limites:
• Anomalies chromosomiques équilibrées : translocations, 
inversions, anneaux
• Interprétations des résultats

Avantages / Limites de la CGH array



Démarche de l’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:

• Prénatal: ~1000 caryotypes

• 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 télomères 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 ! 



La puce utilisée: 4x44K d’Agilent

1 puce : 4 patients simultanément

44000 sondes : 1 sonde tous les 60 kb en moyenne

1 déséquilibre: 3 sondes consécutives anormales soit 
180Kb minimum

CGH array à Nantes: exploration des causes de 
retard mental





CGH Array

NormalCopy Number Variants : 
CNVs

Polymorphisme

Connu

(bases de données)
Inconnu

Hérité

CNV causal

CNV
causal

Démarche de l’examen et interprétation des 
résultats

de novo

Analyse 
des parents 
par FISH



Développement d’un outil bioinformatique 
permettant une analyse automatique des CNV 

identifiés par CGH oligoarray Agilent

Poster N°
Legaie Roxane



Exploration d’une cohorte par CGH array

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

Résultats: 

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

Confirmation par FISH et / ou par Q-PCR



Exemples …

délétion de 3Mb non recensée sur les bases de données

1.Cas simple : Délétion de novo

Chr3.

3p

3p



délétion de 1Mb sur le chr 10 non recensée sur les bases de données

1.Cas simple : Délétion héritée

Délétion héritée : 
pas délétère

Chr10

10p

10p

10p



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

Chr3.

Gène majeur du 
syndrome 3p- ?

3p

3p



Duplication de 11Mb non recensée sur les bases de données

3. Cas simple : Duplication de novo

Chr1.

Exemples …

1p

1p

1p



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

Exemples …

Duplication 17p sur 1p

Translocation 
équilibrée 17p

sur 1p

Translocation maternelle héritée

Chr17



5. Cas + difficile: les duplications de petites tailles

Difficile de valider une duplication < 500Kb par FISH

ChrX.

Duplication de 300 Kb, incluant le gène FANCB
impliqué dans l’anémie de Fanconi.
Pas de polymorphisme dans les bases des 
données.

Test à la caryolysine (test de cassure): négatif

Exemples …

Malformation cardiaque et des extrémités des mains
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Donc, il n’y a pas d’arguments pour dire que cette duplication est 
délétère.
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Conclusions

La CGH array est un outil de diagnostic qui est 25 à 1000 fois
plus résolutif que le caryotype haute résolution. 
15 à 20% de diagnostics RM/SPM en plus !

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

Critères retenus pour le diagnostic :
• Caractère de novo
• Présence de l’anomalie sur les bases de données publiques
• Taille de l’anomalie
• Gènes candidats contenus dans l’anomalie 

Interprétation des données : 
• Bases de données : quelles sont les régions du génome qui varient 
en nombre de copies (CNV) chez des individus normaux ?
• Cas particulier: duplication héritée localisée sur l’X chez les
hommes
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