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Résumé

Les subtélomères sont des régions hautement dynamiques situées près des

extrémités chromosomiques. Ces régions sont riches en gènes et très susceptibles aux

remaniements chromosomiques. Des remaniements subtélomériques ciyptiques ont été

rapportés par plusieurs études chez environ 6% des patients avec retard mental et traits

dysmorphiqu&malformations congénitales. L’analyse de ces régions fait maintenant partie

de l’investigation de mutine du retard mental. Des malformations congénitales sont

diagnostiquées chez le foetus dans 34% des grossesses et leur étiologie demeure inconnue

dans la majorité des cas. Il nous semblait donc intéressant d’étudier le rôle des

remaniements subtélomériques cryptiques dans le développement des malformations

foetales ce qui n’avait jamais été fait auparavant Premièrement, nous avons dû déterminer

la faisabilité technique de l’analyse multi-subtélomérique par HSH en prénatal. Pour ce

faire, nous avons adapté une trousse de sondes multi-subtélomériques conçue pour les

chromosomes de lymphocytes aux chromosomes d’amniocytes. Nous avons ensuite

effectué l’analyse des régions subtélomériques pour 49 foetus avec malformations majeures

à l’échographie et un caryotype standard normal à une résolution minimale de 400 bandes.

Nous avons identifié six anomalies subtélomériques : deux dérivés de franslocation hérités,

une amplification de signal de signification clinique indéterminée, deux polymorphismes

connus ainsi qu’un nouveau variant familial. Ainsi la fréquence des remaniements

subtélomériques cliniquement significatifs dans notre population est de 4-6%. Cette étude

rapporte la faisabilité technique de l’analyse multi-subtélomérique prénatale sur une seule

lame d’étalement chromosomique ainsi que l’intérêt d’offrir cette analyse dans un contexte

clinique pour l’investigation des malformations foetales.

Mots-dés: Foetus, Malformations congénitales, Hybridation in situ en fluorescence

(nsm, Remaniements subtélomériques
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Abstract

Subtelomeres are dynamic regions oCthe genome found at chromosome extremities.

These rcgions are gene rich and highly susceptible to chromosomal rearrangements. Ciyptic

subtelomeric rearrangcmcnts have bcen rcportcd prcviously in approximately 6% of

patients with mental retardation and dysmorphism/congenital malformations. Subtelomere

analysis is now part of the routine investigation of mental retardation. Congenital fetal

malformations are diagnosed through ultrasound in 3-4% of pregnancies and their etiology

remains unclear in most cases. Therefore, our objective was to investigate the role of

cryptic subtclomeric rearrangements in the development of fetal malformations which had

neyer been donc before. We first had to determine the technical feasibility of multi

subtelomere fISI-i analysis in the prenatal period. We did so by adapting a multiprobe

subtelomcrc assay designed for lymphocyte chromosomes to amniocyte chromosomes. We

then used the assay to study 49 fetuses with major malformations and a normal karyotype at

a minimal resolution of 400 hands. We identified six subtelomeric abnormalities: two

inherited dcrivativc chromosomes, one signal amplification of undctermined clinical

significance, two known polymorphisms as well as one novel family variant. These resuits

show a 4-6% frequency of clinically significant subtelomeric rearrangements in our

population of fetuses with major malformations. This study reports the technical feasibility

of multi-subtelomere FISI-I analysis in the prenatal period on a single siide of metaphase

sprcads as well as the relevance of routine subtelomere screening in the investigation of

fetal malformations.

Keywords: fctus, Congenital malformations, Fluorescence in situ hybridization (fTSH),

Subtelomeric rcarrangements
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Section 1 : Introduction

1.1 Généralités

Le génome humain est réparti en 23 paires de chromosomes (22 paires d’autosomes

et une paire de chromosomes sexuels). Chaque chromosome est composé d’une seule

molécule d’acide désoxyribonucléique (ADN) associée à des protéines. Le tout s’enroule

pour former une chromatide composée d’un bras court (p) et d’un bras long (q) qui sont

séparés par le centromère. Les chromosomes humains peuvent prendre trois formes

métacentrique (bras p et q de la même taille), submétacentrique (bras p plus court que le

bras q) et acrocentrique (bras p très court). L’extrémité des deux bras chromosomiques se

termine par le télomère (Figure 1).

_K

Métacentrique Submétacentriqlle Acrocentrique

Centromère

lEJ Télomère

Figure 1: Représentation schématique des morphologies chromosomiques chez l’humain.
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Les télom&es de tous les vertébrés sont composés d’une séquence d’ADN répété

riche en TG. Chez l’humain, cette séquence télomérique est produite par la télomérase et

est constituée de répétitions (TfAGGG)n en tandem dont la longueur peut varier entre deux

et quinze kilobases (kb) [Moyzis et al., 1988; Alishire et al., 1989]. En association avec des

protéines spécifiques, les séquences télomériques jouent plusieurs rôles importants. Parmi

ces rôles, on retrouve le maintien de la stabilité génomique, la réplication efficace des

chromosomes, la régulation du cycle cellulaire, le vieillissement et l’immortallsation

cellulaire, le déplacement et la localisation des chromosomes à l’intérieur du noyau ainsi

que la régulation nnscriptionnelle des gènes adjacents [Riethman et al., 2005]. La

transition entre les séquences répétées télomériques et les séquences chromosomiques

uniques est assurée par une région hautement dynamique de longueur variable appelée

région subtélomérique.

1.2 Structure des régions subtélomériques

Les régions subtélomériques peuvent s’étendre sur des longueurs allant de 10 à 500

kb et sont composées majoritairement de différents segments d’ADN répété. Chacun de ces

segments d’ADN répété constitue un bloc subtélomérique distinct. La taille des blocs

subtélomériques est très variable (1 à > 200 kb). Chaque bloc subtélomérique est

généralement présent en plus d’une copie dans le génome, mais le degré d’homologie de

chaque bloc est variable; c’est-à-dire qu’un même bloc subtélomérique peut être présent

aux extrémités de plusieurs chromosomes ou de seulement quelques chromosomes.
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Cependant. un même bloc est rarement retrouvé en plus d’une copie à l’intérieur d’une

même région subtélomérique. Ainsi, dans l’ensemble, les régions subtélomériques sont

constituées d’une mosaïque de blocs. Cette structure particulière est le résultat de

duplications des blocs subtélomériques et de leurs transferts à d’autres chromosomes au

cours de l’évolution. Ces mécanismes ont lieu lors des interactions chromosomiques,

particulièrement lors de la recombinaison méiotique [Mefford et Trask, 2002; Reithman et

al., 2004].

Les subtélomêres de diverses espèces, tels que Saccharomyces cerevisice,

Plasnvodiumfalcipantm et Drosophiia melanogaster, sont très semblables du point de vue

de leur structure constituée d’une mosaïque de blocs d’ADN répété [Pryde et al., 1997]. De

plus, pour tous les organismes eucaiyotes étudiés jusqu’à présent, sauf Caenorhabditis

ekgans. les régions subtélomériques présentent beaucoup d’homologie entre les différents

chromosomes de la même espèce [Wicky et al., 1996]. Toutefois, l’étendue des régions

subtélomériques ainsi que les séquences répétées qui les composent varient énormément

d’une espèce à l’autre.

Les régions subtélomériques des chromosomes humains présentent une grande

homologie de séquence. En fait, aucun subtélomère humain ne semble avoir échappé aux

mécanismes de duplication et de transfert de blocs subtélomériques entre les différentes

extrémités chromosomiques qui ont eu lieu au cours de l’évolution. Cette très grande
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homologie a été visualisée par plusieurs études d’hybridation in situ en fluorescence (FJSH,

de l’anglais fluoresence in situ hybridization). Ces études ont utilisé des sondes produites

par le clonage dc segments subtélomériques. La présence de signaux fluorescents d’une

seule sonde aux extrémités de plusieurs chromosomes indique qu’au moins une portion du

segment subtélomérique couverte par la sonde en question est présente à plusieurs endroits

dans le génome. Certains subtélomères humains, tel que celui du bras q du chromosome 7,

ont une structure très simple peu homologue à d’autres chromosomes. Pour d’autres

subtélomères, la structure en mosaïque d’une multitude de blocs subtélomériques entraîne

des patrons d’homologie complexes entre un grand nombre de chromosomes. Par exemple,

le subtélomère 3q comporte des segments d’ADN homologues à 35 autres régions

subtélomédqucs [Mefford et Trask, 2002].

La complexité structurelle et la grande homologie des subtélomères humains lbnt en

sorte qu’il est très difficile d’analyser leur séquence et de construire des caftes génomiques

exactes de ces régions. Les séquences subtélomériques sont sous-représentées dans les

librairies de clones utilisées par les principaux centres de séquençage du génome. Ceci est

probablement dû à la proximité des séquences répétées télomériques ainsi qu’aux patrons

de restriction variables de l’ADN de ces régions. De ce frit, les subtélomères sont

surreprésentés dans les banques de clones orphelins; c’est-à-dire des clones séquencés qui

n’ont pas encore été assignés à un endroit spécifique du génome. Ainsi, les régions

subtélomériques ne sont pas bien caftographiées dans les principales bases de données et la
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localisation des clones subtélomériques est régulièrement remise à jour [Bailey et al.,

2001].

Pour tenter d’élucider l’organisation snctzrelle des régions subtélomériques chez

l’humain, des études comparatives ont été effectuées et ont mis en évidence une structure

particulière commune à plusieurs subtélomères : 4p. 4q. 9q. lOp, lOq, l3p, ISp, l6p, l8p,

2Op, 2lp. 22p, 22q et XqYq. Pour ces chromosomes, les blocs subtélomériques d’ADN

répété semblent être organisés en deux domaines distincts: un domaine distal composé de

blocs de courte taille (<2 kb en moyenne) présentant de l’homologie avec un grand nombre

de chromosomes et un deuxième domaine proximal composé de blocs de plus grande taille

(10-50 kb en moyenne) présentant .de l’homologie avec un nombre restreint de

chromosomes. Ces domaines sont séparés par des blocs internes de séquences (UAGGG)n

dégénérées et de séquences similaires à des origines de réplicafion (Figure 2) [Flint et al.,

1997b; Chute et al., 1997]. Cette structure en deux domaines s’apparente à la structure

subtélomérique de S. cerevtsiae dans laquelle les domaines distal et proximal sont séparés

par un « élément central X », souvent accompagné d’un bloc interne de séquences

télomériques dégénérées [flint et al., 1997b; Piyde et Louis, 1997]. 11 est possible que les

interactions chromosomiques ne soient pas de la même fréquence ou de la même nature

entre les domaines distal et proximal du subtélomère. Ce phénomène pourrait expliquer les

différents taux d’homologie inter-chromosomique pour ces deux domaines. Par conséquent,

les blocs (TFAGGG)n dégénérés internes pourraient avoir un rôle fonctionnel de
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compartimentalisation des deux domaines subtélomériques pour contrôler les interactions

entre chromosomes [Flint et al., 1997b]. Cependant, ce modèle de deux domaines ne

s’applique pas de manière absolue. Par exemple, il existe des segments dc séquences

hautement homologues à l’intérieur de blocs subtélomériques présentant peu d’homologie

et inversement, il existe des segments de séquences peu homologues à l’intérieur de blocs

subtélomériques présentant beaucoup d’homologie [Trask et al., 1998]. Il n’est donc pas

possible actuellement de déterminer la structure exacte des subtélomères humains.

(TTACGG)n

Centromère (

Q Séquences (TTAGGG)n dégénérées

Séquences uniques

Q QQ Domaine distal

Q Q Q Domaine proxirnal

Figure 2 s Modèle de structure subtélomérique en domaines selon Flint et al. [2005]. Les
domaines proximal et distal sont séparés par un bloc de séquences (TTAGGG)n.
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1.2.1 Organisation de l’ADN subtétomérique humain

L’ADN qui compose les régions subtélomériques peut être divisé en tiois

catégories 1) les séquences d’ADN répété qui sont composées dc répétitions

subtélomériques (RS) et de duplications segmentaires (DS), 2) les séquences (TTAGGG)n

dégénérées internes et 3) les séquences d’ADN codants qui s’organisent en gènes uniques,

lamilles de gènes et pseudogènes [Ricthman et al., 2005].

Les RS se définissent comme étant des séquences présentant au moins 9O%

d’identité avec au moins une autre séquence subtélomérique et s’étendant sur une région dc

plus d’une kilobasc. Les DS sont des séquences présentant au moins 90% d’identité avec

une séquence externe aux subtélomères s’étendant également sur une région de plus d’une

kilobase. En général. les RS sont concentrées dans des blocs distaux des subtélomères,

flaquant les séquences télomériqucs (figure 3). Par contre, au niveau de certains

chromosomes, il existe des petits blocs de RS au travers des blocs de DS et de séquences

uniques (2j, 2q, 3q, 5p. 7p, 8p et l2p). Les blocs de DS sont généralement adjacents aux

blocs distaux de RS, mais le nombre et la localisation dc ces blocs varient d’un subtélomère

à l’autre (Figure 3) {Ricthman et al., 2004]. Riethman et collègues [2005] ont avancé que

les subtélomères sont constitués d’environ 13% de RS et de 8% de DS pour un total de 21%

des deux types de séquences répétées dans l’ensemble de l’ADN subtélomérique. Le taux

de répétitions dans l’ADN génomique est d’environ 5% ce qui fait que les subtélomêres

présentent quatre à cinq fois plus d’ADN répété que l’ensemble du génome.
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Les séquences (flAGGG)n dégénérées internes sont organisées en flots dans

l’ADN subtélomérique. Bien que leur distribution et leur fréquence puissent varier d’un

subtélomère à l’autre, les îlots sont souvent plus concentrés aux intersections des blocs

d’ADN de différents types CR5 et DS) et pourraient agir comme barrière physique et/ou

fonctionnelle entre les différents domaines subtélomériques (Figure 3). Selon Riethman et

collègues [2004], l’ADN subtélomérique serait 25 ibis plus riche en séquences

télomériques dégénérées internes que l’ensemble dc l’ADN génomique. De plus, les

séquences (flAGGG)n dégénérécs subtélomériques sont plus longues et mieux conservées

que celles présentes dans le reste du génome. Ceci suggère soit que ces îlots

subtélomériques sont apparus plus récemment dans l’histoire de l’évolution des

chromosomes humains, soit que leur mécanisme d’apparition n’est pas le même, ou encore

qu’ils sont soumis à une pression sélective pour maintenir l’intégrité de leur séquence

[Ricthman et al.. 2005].
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Figure 3 Représentation schématique de l’organisation de l’ADN subtélomérique selon
Riethman et al. [2004]. En partant du télomère, on retrouve dans l’ordre les RS, les DS et
les séquences uniques. Les séquences (TTAGGG)n dégénérées internes sont situées aux
intersections des différents types d’ADN subtélomérique.

Les subtélornères humains sont des régions riches en gènes [Saccoone et al., 1992;

f lint et al., 1997a; Flint et al., 1997b; Riethman et aI., 2001]. En 2004, Riethman et al. ont

démontré que tous les subtélomères humains produisaient des transcrits d’ARNm

confirmant la présence de gènes et/ou de pseudogènes dans l’ADN subtélomérique. Jusqu’à

présent, 1012 transcrits subtélomériques ont été isolés. De ce nombre, 732 proviennent

d’ADN subtélomérique à séquence unique tandis que 280 proviennent d’ADN
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subtélomérique répété dc type RS ou DS. Ainsi, l’ADN subtélomériquc est légèrement plus

riche en séquences codantes (54 flnscdtWmégabase (Mb)) que l’ensemble de l’ADN

génomique (43 transcrits/Mb) [Riehtman ct al.. 2005]. Une proportion inconnue, mais sans

doute importante, de ces transcrits est probablement le produit & pseudogènes,

particulièrement les transcrits provenant de l’ADN répété. Toutefois, ces transcrits de

pseudogènes peuvent avoir des rôles biologiques importants tel que la régulation

transcriptionnelle d’autres gènes [Riethman et al.. 2004]. En plus des gèncs uniques,

plusieurs familles de gènes ont été identifiées au niveau des subtélomères humains. Ces

gènes ont des fonctions variées et codent plusieurs types de protéines des protéines de

chaîne lourde d’immunoglobuline (14q), des protéines â doigt de zinc (zip, 5q, 8p, 8% l2q

et l9q) [Riethman et al., 2005], des récepteurs olfactifs (séquences uniques des

subtélomères lq. 5q, l0q, l5q et séquences répétées des subtélomères lq, 6p, 8p, I lp, l5q,

l9p et 3q) [Tnsk et al., 1998], ainsi que des récepteurs de cytokines, des tubulines, des

facteurs de transcription et plusieurs protéines au rôle encore inconnu [Linardopoulou et al.,

2005]. Puisque les gènes subtélomériques sont situés près des extrémités chromosomiques,

ils sont très propices aux remaniements. De plus, les remaniements subtélomériques

peuvent affecter l’ADN â séquence unique adjacent qui est également riche en gènes. Pour

ces raisons, les subtélomères présentent un intérêt clinique particulier.
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1.3 Évolution des subtélomères

La duplication et le transfert dc blocs subtélomériques entre les différentes

extrémités chromosomiques est probablement le résultat de plusieurs événements incluant

des duplications (entraînant la répétition d’un segment subtélomérique), des transiocations

(entraînant des échanges entre extrémités chromosomiques) ainsi que des conversions de

gènes (entraînant le remplacement en partie ou en totalité d’un segment subtélomérique par

un autre). En terme d’évolution, ces événements ont eu lieu récemment lnsque la séquence

subtélomérique d’une extrémité chromosomique donnée peut être très variable d’un

individu à l’autre: c’est le phénomène de variabilité allélique. En effet, tous les blocs

subtélomériques humains étudiés jusqu’à présent font pretive de variabilité interindividuelle

de par leur emplacement chromosomique et par leur nombre de copies génomiques

[Mefford et Trask, 2002]. Dans une étude récente. Linardopoulou et collègues [2005] ont

démontré de la variabilité allélique pour 14 extrémités chromosomiques en analysant

l’hybridation divergente dc sondes spécifiques à seulement quatre blocs subtélomériques

chez trois individus. Des études à plus grande échelle démontreront sans doute un taux de

variation encore plus élevé.

La variabilité allélique petit être de taille et/ou de structure. Par exemple, les

subtélomères lp. 4q, 6p, 7p, 8p, 9q, lOq, llp, l2p, l4q, l6p, l7p, 19q et 2Oq présentent des

allèles dont la longueur varie de plus de 100 kb. Cette grande variation de taille est

généralement duc à l’addition de séquences d’ADN répété dc type RS [Riethman et al.,
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2005]. L’exemple de variabilité allélique de taille le plus remarquable du génome humain

est celui du subtélomère du bras court du chromosome 16 pour lequel les tailles des trois

allèles retrouvés dans la population différent de 260 kb [Wilkie et aI., 1991]. Pour ce qui est

des subtélomères lq, 2p. 2q, Sq, 6q, 7q, 8q. 12q, 13q, l5q, 16q, l8p, l$q, l9p et 2lp. la

variabilité de leurs allàles est plutôt structurelle c’est-à-dire que l’organisation des blocs

subtélomériques diffère [Riethman et al., 2005]. Par exemple, les deux allèles connus du

subtélomère 1 9p divergent davantage par leur structure que par leur taille [Linardopoulou et

al., 2005]. Les subtélomères sont donc des régions hautement polymorphiques ce qui

complique davantage ta cartographie ainsi que l’interprétation des résultats d’analyses

cliniques de ces régions.

L’étude de la distribution du bloc subtélomérique f7501, qui contient des gènes de

récepteurs olfactifs (famille OR), a confirmé l’évolution dynamique et récente des

subtélomères humains. Le bloc f7501 est présent de sept à onze fois dans le génome

humain, mais est en copie unique chez les primates. Ce bloc a doue été dupliqué et déplacé

à plusieurs reprises tout au long de l’évolution divergente des chimpanzés et des humains

(derniers 15 millions d’années). Chez l’humain, le bloc f7501 est présent de façon

constante au niveau des subtélomères 3p, I 5q et I 9p. Ce patron indique que le bloc s’est

intégré à ces trois chromosomes avant la migration des humains dans le monde entier. Le

bloc f7501 est également présent de façon variable au niveau des subtélomères de Il autres

chromosomes qui ont probablement incorporé le bloc de façon plus récente [Trask et al.,
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1998]. L’évolution et le déplacement constant du bloc [7501 est probablement un modèle

applicable à l’évolution de la majorité des séquences subtélomériques humaines. En effet,

des études similaires pitis récentes ont identifié plusieurs autres polymorphismes de blocs

subtélomériqucs [Der-Sarkissian et al., 2002; Martin et al., 2002; van Geel et al., 2002] et

estiment qu’environ 49°/ des séquences subtélomériques actuelles ont été générées après

l’évolution divergente des chimpanzés et des humains [Linardopoulou et al., 2005].

Decix modèles d’évolution subtélomérique ont été proposés. Dans le premier

modèle, tes blocs subtélomériques évoluent indépendamment les uns des autres selon leur

emplacement chromosomique individuel. Des modifications nucléotidiques s’ accumulent à

l’intérieur des blocs et la divergence allélique ou chromosomique de la séquence

nucléotidique est un indicateur de l’âge de la duplication initiale du bloc en question

(Figure 4A). Cependant, des études récentes ont démontré la présence d’interactions

méiotiques entre les subtélomères dc chromosomes non homologues chez S. ceîevisiae et

P. /,tczc,rzii,i ce qui suggère que le premier modèle ne reflète pas la réalité [Mefford et

Trask, 2002]. Le deuxième modèle se base sur le fait que lors de la prophase méiotique, la

recombinaison homologue est initiée par les régions télomériques [Harper et al., 2004].

Puisque les séquences subtélomériques présentent de l’homologie entre plusieurs

chromosomes et peuvent grandement différer entre chromosomes homologues, les

échanges de séquences subtélomériques entre chromosomes non homologues sont des

événements relativement fréquents. Ce phénomène entraîne le brassage des blocs



14

subtélomériques lors de la recombinaison méiotique; phénomène appelé recombinaison

ectopique. La recombinaison ectopique entraîne le mélange des modifications

nucléotidiques qui s’accumulent à l’intérieur des blocs et rend très difficile, voir

impossible, l’estimation de l’âge de la duplication initiale d’un bloc subtélomérique (figure

4B). Ce deuxième modèle d’évolution de brassage de blocs est celui qui est considéré

actuellement comme le plus plausible [Mefford et Trask, 2002].

A) Modèle d’évolution indépendante B) Modèle de brassage de blocs

AI/i : ÏH <11HI
Iii ‘HI

Bloc subtélomérique

cfl Modifications nucléotidiques

figure 4: Deux modèles d’évolution des régions subtélomériques. Les traits noirs
représentent un bloc subtélomérique ayant été dupliqué au niveau de trois chromosomes. A)
Dans le modèle d’évolution indépendante, le bloc subtélomérique accumule des
modifications nucléotidiques spécifiques à un chromosome. B) Dans le modèle de brassage
de blocs, le bloc subtélomérique est déplacé à plusieurs reprises au cours de l’évolution et il
accumule des modifications nucléotidiques spécifiques à plusieurs chromosomes. Figure
modifiée de Mefford et Trask [2002].
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L’interaction des subtélomères au niveau des cellules somatiques est une autre

cause probable de variabilité subtélomérique. Par exemple, les subtélomères des

chromosomes 4q et lOq comportent plusieurs séquences homologues; ils s’échangent

fréquemment des séquences répétées de type RS du bloc D4Z4. La aille du bloc D4Z4 de

ces deux chromosomes est donc très variable d’un individu à l’autre. L’analyse des

lymphocytes sanguins de certains individus a démontré une mosaYque de translocation

(4:lO)(qtcr;qter) ce qui suggère que les échanges subtélomériques peuvent se produire au

niveau des cellules somatiques; par exemple, lors de la réparation des cassures double brins

de l’ADN [van der Maarel et al., 2000; Linardopoulou et aL, 2005]. En eat les

subtélomères 4q et l0q sont souvent associés l’un à l’autre dans les cellules interphasiques

ce qui explique probablement leur taux élevé de recombinaison mitotique [Stout et al.,

1999].

Pour conclure. l’insertion/délétion d’un segment d’ADN répété de type RS ou DS

contribue grandement aux polymorphismes de aille des régions subtélomériques du

génome humain. L’inserti&délétion d’ADN à copie unique semble beaucoup moins

fréquente, mais un exemple a été identifié au niveau du chromosome 2q. Dans d’autres cas,

le polymorphisme n’entraîne pas de variation de la aille du subtélomère, mais plutôt de

l’organisation des blocs subtélomériques. Cette variabilité à grande échelle est causée par

des mécanismes de recombinaisons ectopiques qui ont lieu principalement lors de la

division méiotique et parfois lors de la mitose et de l’interphase. Ainsi, il sera probablement
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impossible de documenter tous les polymorphismes subtélomériques puisque ces régions

sont en évolution et variation constante [Riethman et al., 2005].

1.4 Rôles des subtélomères

Les régions subtélomériques ne semblent pas avoir de rôle commun conservé car il

n’existe pas d’homologie entre les séquences subtélomériques de difirentes espèces

[Zakian, 1989]. De plus, des études de mutations ont démontré que la délétion de séquences

subtélomériques chez S. cerevisiae et F. fakipanim n’entraîne pas d’effet délétère sur la

viabilité de l’organisme, ni sur la ségrégation des chromosomes lors de la division cellulaire

[Mefford et Tnslç 2002]. Chez l’humain, plusieurs individus porteurs d’une délétion de la

bande terminale du bras court du chromosome 16 (l6pl3.3) ont été identifiés. Ces

individus sont atteints de l’alpha-thalassémie due à la délétion des gènes de l’alpha-globine

(HBA 1 et HBA2 qui se situent entre 162-l 68 kb du télomère). Les individus porteurs d’une

délétion de 268 kb ou moins, pouvant entraîner la perte de jusqu’à 15 autres gènes, ne

présentent aucune autre anomalie phénotypique [Daniels et al., 2001]. De plus, le

chromosome 16 délété ségrègue normalement lors de la mitose et de la méiose [Flint et al.,

1994; Wilkie et al., l990a]. Toutefois, aucune expérience n’a étudié l’efièt de l’absence de

tous les subtélomères dans un organisme, et aucune mutation naturelle de ce type n’a été

identifiée jusqu’à présent. Ainsi, il est possible que certains subtélomères soient nécessaires

à la survie d’un organisme. Au cours des dernières années. les recherches se sont axées

davantage sur les conséquences de la variabilité et de la plasticité des régions
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subtélomériques plutôt que sur les aspects communs à tous les subtélomères ou à tous les

individus. Cettc approche a mené à l’identification de plusieurs rôles pour les régions

subtélomériques.

1.4.1 DIversification des gènes et évolution adaptafive

Le taux de duplication des gènes est quatre fois plus élevé dans les régions

subtélomériques que dans l’ensemble du génome [Linardopoulou et aL, 2005]. De plus, les

nombreuses duplications de segments subtélomériques et le dynamisme de ces régions ont

entraîné l’apparition de nouveaux gènes. Plusieurs auteurs ont suggéré que la plasticité des

régions subtélomériques est en fait un mécanisme qui engendre la diversification des gènes

de ces régions, permettant ainsi une évolution adapative rapide. Des études menées sur P.

falciparum et S. cerevisiae ont confirmé cette hypothèse [Mefford et Trask, 2002].

Les gènes codant les facteurs de virulence (gènes de la famille FAR) de P.

falciparum, un des parasites causant la malaria, sont concentrés dans les régions

subtélomériques des chromosomes du parasite. Ces gènes codent un antigène de surface

variable, PFEMP-l, qui apparaît à la surface des éiythrocytes infectés de l’hôte. Le fait que

les subtélomères soient des régions hautement dynamiques entraîne des variations

fréquentes des gènes FAR et ainsi de l’antigène PFEMP-l. Ce mécanisme fait en sorte que

les antigènes éiythrocytaires sont continuellement diversifiés et permet au parasite

d’échapper au système immunitaire de l’hôte [Scherf A, 2001; Mefford et Tmsk, 2002].
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Chez S. cerevislue, le brassage de gènes subtélomériques permet à l’organisme de

s’adapter rapidement à différents environnements. Les gènes responsables du métabolisme

des sucres de cet organisme s’organisent en familles distinetes (Suc. Mel, Mal, Gal, Rtm et

autres) selon l’activité de l’enzyme qu’ils codent Par exemple, les six gènes membres de la

famille Suc produisent différentes formes de l’enzyme sucrose invertase [Carlson et al.,

1985]. Ces familles de gènes sont localisées dans les subtélomères de S. cerevisiae. Les

gènes membres d’une même famille ont été dispersés dans différentes régions

subtélomériques par des mécanismes de recombinaison ectopique qui semblent avoir eu

lieu de manière sélective [Carlson et Botstein, 1983; Louis et al., 1994; Louis, 1995]. Par

exemple. les souches portant un grand nombre de gènes de la famille Me! portent

généralement peu de gènes de la famille Suc et vice versa [Naumov et al., 1990]. De plus,

toutes les souches utilisées pour la production de bière possèdent plusieurs gènes

subtélomériques de la famille Rin, ce qui leur con&e une résistance à la toxicité de la

mélasse. Chez les souches utilisées pour la production du vin, où la résistance à la mélasse

n’est pas nécessaire, les gènes de la famille Rtm sont rares ou absents. Les variations

observées dans le complément de gènes subtélomériques des diflrentes souches de S.

cerevisiae semblent donc être le résultat de l’adaptation de l’organisme à son

environnement via la plasticité subtélomérique [Ness et Aigle, 1995; Denayrolles et al.,

1997].
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La plasticité des régions subtélomériques contribue également à la diversité des

gènes humains, dont ceux de la famille OR. La famille OR est constituée de 1000 gènes

dont plusieurs sont subtélomériques. Les gènes OR codent des récepteurs permettant la

reconnaissance d’environ 10 000 odeurs différentes [Buck et Axel, 1991; Glusman et al.,

2001]. Linardopoulou et collègues [2001] ont étudié 180 copies différentes d’un membre de

la famille OR localisé au niveau du bloc subtélomérique P501 : le gène OR-A. Sur les 180

copies étudiées, une seule n’était pas fonctionnelle. Ces résultats sont remarquables puisque

seulement 50% des duplications de gènes résultent normalement en des copies

fonctionnelles [Nadeau et Sankoff, 1997]. Les 180 copies du gène OR-A produisent 14

isofonncs de la protéine qui difikent de I à 5 acides aminés. La variabilité de la séquence,

du nombre de copies et de localisation chromosomique de ce gène a sans doute des effets

phénotypiques, mais ceux-ci ne sont pas connus pour le moment [Linardopoulou et al.,

2001]. Par exemple, si les isoformes du récepteur OR-A reconnaissent tous la môme odeur,

le nombre de copies du gène pourrait avoir un efit sur la sensibilité de l’individu face à

l’odeur en question [Mefford et Trask 2002]. Ces premières recherches effectuées sur les

gènes de la famille OR démontrent la complexité de la régulation, de l’expression et de

l’effet des nombreuses familles de gènes subtélomériques.

1.4.2 Contrôle de l’effet de position télomérique

Chez plusieurs organismes, les gènes situés près des séquences télomériques

subissent une répression hanscriptionnelle; ce phénomène est appelé effet de position
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télomérique. Plusieurs auteurs ont proposé que les régions subtélomériques auraient l’effet

de freiner cette répression [Mefford et Tnst 2002]. Chez S. cerevislue, le aux de

répression transcriptionnelle est influencé par la longueur de la séquence télomérique et par

la distance séparant le gène du télomère; c’est-à-dire h taille de la région subtélomérique

[Gottschling et al., 1990; Renauld et al., 1993]. De plus, l’ADN subtélomérique de S.

cereWsiae comprend des éléments qui ont la capacité de bloquer et/ou d’accentuer l’efft de

position télomérique [Fourel et al., 1999; Piyde et Louis, 1999]. Des études menées sur D.

melanogaster ont démontré que les remaniements des régions subtélomériques avaient

parfois des effets sur h transcription des gènes situés près des points de cassure

[Golubovsky et al., 2001]. Une étude de Baur et al. [2001] a démontré que l’effet de

position télomériquc se manifrstait égalemcnt au niveau des cellules humaines. Dans cette

étude, des cellules en culture, ayant un gène rapporteur situé à proximité du télomère,

exprimaient dix fois moins ce gène que les cellules contrôles dans lesquelles le subtélomère

se situait entre le gène rapporteur et le télomère. Lorsque h séquence télomérique était plus

longue, l’expression du gène rapporteur des cellules tests diminuait davantage (deux à dix

fois), mais pas celle des cellules contrôles. Ainsi, il est possible que les subtélomères

humains aient le rôle d’inhiber l’effet de position télomérique.

1.43 Malnden de l’intégrité des télomères en absence de télomérase

Les séquences répétées télomériques protègent les extrémités chromosomiques

contre la digestion enzymatique et les remaniements. À chaque division cellulaire, la
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longueur des télomères diminue de l’ordre de 50-200 paires de bases [Lansdorp. 2000].

Cette perte de séquence télomérique â chaque phase de réplicafion engendre le

vieillissement et éventuellement la mort cellulaire. Le maintien de l’intégrité des télomères

est essentiel pour la stabilité chromosomique et pour h survie cellulaire. Chez h majorité

des organismes eucaiyotes, incluant l’humain, l’intégrité des séquences télomériques est

maintenue par h téloménse [Greider et Blackbum, 1985]. Normalement, les cellules

somatiques, ayant une durée de vie restreinte, n’expriment pas la téloménse alors que les

cellules germinales, immortalisées ou tumorales expriment la télomérase en grande quantité

[Colgin et Reddel, 1999; Stewart et Weinberg, 2000]. Cependant, certains types de cellules

immortelles n’expriment pas la télomérase et un mécanisme alterne permet le maintien de

l’intégrité de leurs télomères. Des études menées sur des cellules de levure et des cellules

humaines ont démontré que ce mécanisme alterne est probablement h recombinaison inter

télomérique qui se produit grâce à l’homologie des séquences subtélomériques.

Chez la levure, lorsque certains gènes codant la téloménse ne peuvent être

transcrits (Tici et Esti), la taille des télomères diminue progressivement et la plupart des

cellules deviennent sénescentes [Lundblad et Szostalç 1989; Signer et Gottschling, 1994].

Certaines cellules échappent à ce phénomène grâce à un mécanisme alterne eontrôlé par

Rzd52, une protéine impliquée dans la recombinaison homologue [Lundbhd et Blackburn,

1993]. Chez l’humain, certaines cellules tumorales n’expriment pas h télomérase, mais

utilisent, elles aussi, un mécanisme alterne qu’on nomme ALT (de l’anglais aften.alive
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[2000] ont démontré que la recombinaison inter-télomériquc était à la base de ce

mécanisme grâce au marquage d’un subtélomère d’une lignée cellulaire ALT avec un

marqueur pouvant être analysé par fISH. Après plusieurs divisions cellulaires, le marqueur

avait été transmis â plusieurs autres télomères des cellules de la lignée. Lorsque le

marqueur était inséré près des séquences subtélomériques, mais dans les séquences

chromosomiques uniques, ce dernier n’était pas transmis à d’autres chromosomes. Ces

résultats démontrent que seul l’ADN subtélomérique et télomérique est impliqué dans la

recombinaison homologue du mécanisme ALT.

1.5 Effets pathologiques des remaniements subtélomériques

Les échanges de matériel chromosomique entre les subtélomères de chromosomes

non homologues surviennent fréquemment lors de la méiose et possiblement lors de la

mitose et de l’interphase [Speed, 1988; van der Maarcl et al., 2000; Linardopoulou et al.,

2005]. Lorsque ces remaniements sont confinés aux régions subtélomériques, il en résulte

habituellement des effets bénéfiques tels que discutés dans les sections précédentes.

Toutefois, les subtélomères sont des régions riches en gènes et les points de cassure des

remaniements peuvent parfois altérer la fonction de ces gènes. Dc plus, l’appariement

méiotique de séquences subtélomériques présentant de l’homologie peut entraîner des

remaniements de plus grande taille au niveau de séquences répétées présentes sur tous les

chromosomes, telles que les séquences Alu. Ainsi, l’échange de séquences chromosomiques
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spécifiques résulte parfois en des transiocations réciproques équilibrées entre chromosomes

non homologues (Figure SA) [Mefford et Trask, 2002]

La ségrégation normale des chromosomes de la cellule méiotique portant un tel

remaniement peut se faire de manière à produire quatre types de gamètes : 1) porteurs des

deux chromosomes normaux (Figure 53 1), 2 et 3) porteurs d’un des deux chromosomes

remaniés (dérivé de transiocation) et de l’autre chromosome normal (Figure 53 II et III) ou

bien 4) porteurs des deux chromosomes remaniés (transiocation équilibrée) (figure 53 IV).

Les gamètes de la première possibilité sont tout à fait normaux et les gamètes de la

quatrième possibilité possèdent un complément chromosomique équilibré qui n’entraîne

généralement pas d’effet phénotypique. Les gamètes de la deuxième et troisième possibilité

possèdent des compléments chromosomiques déséquilibrés qui résulteront en une

monosomie partielle du chromosome remanié et une trisomie partielle du chromosome

normal suite à la fécondation. Ainsi, ces gamètes pourraient entraîner des effets

phénotypiques néfastes sur la descendance. La sévérité du phénotype dépend de la taille du

segment chromosomique remanié ainsi que du nombre de gènes et de la nature des gènes

impliqués.
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A’ et B’ der(A) et B’ A’ et der(B) der(A) et der(B)

Figure 5 Mécanisme de formation des remaniements subtélomériques lors de la méiose.
A) Il y a recombinaison méiotique entre chromosomes non homologues via l’appariement
des séquences subtélomériques homologues. B) Les gamètes produits peuvent avoir un
complément chromosomique normal (I), anormal mais équilibré (IV) ou anormal et
déséquilibré (II et III). Figure modifiée de Mefford et Trask [2002].
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Les remaniements subtélomériques sont de plus en plus associés à des syndromes

génétiques dysmorphiques syndrome de délétion l(p36) [Salvotinek et aI., 1999],

syndrome de Wolf-Hirschhorn (4p) [Altherr et al., 1991; Goodship et al., 1992], syndrome

de dystrophie musculaire facioscapulohumérale (4q) [Wijmenga et al., 1992; Van

Deutekom et al., 1993], syndrome du cri-du-chat (5p) [Overhauser et al., 1989], alpha-

thalassémie avec retard mental (16p) [Lamb et al., 1989; Wilkie et aï., 1990b], syndrome

de Miller-Dieker (l7p) [Kuwano et aI., 1991] et syndrome de délétion 22(q13) [Phelan et

al., 200!]. Ces remaniements sont souvent cryptiques, c’est-à-dire de trop petite taille (< 1—

2 Mb) pour être détectés lors de l’analyse cytogénétiquc standard. L’effet pathologique des

remaniements subtélomériques ne petit donc pas être évalué uniquement par l’étude du

caryotype. Grâce aux techniques dc cytogénétique moléculaire, la prévalence des

remaniements subtélomériques chez des patients présentant des anomalies phénotypiques

peut maintenant être évaluée. Les populations de patients actuellement d’intérêt sont celles

qui présentent un risque élevé d’anomalies chromosomiques, mais pour qui l’étiologie

demeure généralement inconnue.

La technique de marquage chromosomique de routine utilisée dans les laboratoires

de cytogénétique clinique est le marquage en bandes G. Ce type de marquage ne révèle pas

toujours les remaniements qui affectent des bandes avec une coloration de même intensité.

Ceci présente un problème particulier pour la sensibilité de l’analyse des extrémités

chromosomiques puisque les subtélomères sont généralement pâles en bandes G. La
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sensibilité de l’analyse chromosomique varie également avec le niveau de résolution

obtenue c’est-à-dire la longueur des chromosomes. Lorsque la résolution chromosomique

est faible, il est difficile de détecter les remaniements de petite taille tels que ceux des

régions subtélomériques. Ce manque de sensibilité est particulièrement marqué pour les

tissus où le niveau de résolution moyen obtenu est moindre. C’est le cas des cellules du

liquide amniotique (amniocytes) utilisées pour le diagnostic prénatal où l’analyse

cytogénétiquc standard atteint un niveau de résolution de 400 bandes en comparaison de

500-550 bandes pour les lymphocytes sanguins généralement utilisés pour le diagnostic en

postnatal. La quantité d’ADN contenue dans une bande cytogénétique varie selon le niveau

de résolution. Par exemple, à une résolution de 400 à 450 bandes, une bande

chromosomique contient environ 10 Mb d’ADN. tandis que lors d’une étude à haute

résolution dc 600 à 850 bandes, la limite de détection cytogénétique se situe entre 2 et 5 Mb

d’ADN.

Pour détecter les remaniements chromosomiques clyptiques, des techniques de

cytogénétiquc moléculaire doivent être utilisées. La méthode la plus accessible aux

laboratoires de cytogénétique clinique est actuellement le HSH. Cette technique consiste en

l’hybridation d’une sonde d’ADN spécifique marquée par un fluorochrome avec l’ADN des

chromosomes étalés sur une lame (Figure 6). Les sondes cytogénétiques sont généralement

produites à partir de cosmides (taille moyenne de 40 kb), de chromosomes artificiels de

phage PI (PACs. de l’anglais, phage PI-based artificicil chromosome) (taille dc 100-300



27

kb) dc chromosomes artificiels bactéi-iens (BACs, de l’anglais bactc’riaÏ artificial

chromosome) (taille dc 100-300 kb) ou de chromosomes artificiels de levures (YACs, de

l’anglais veast cirtificial chromosome) (taille pouvant aller jusqu’à 1Mb).
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Figure 6 Principe dc la technique dc fISH. figure modifiée de AtonMc’clLi,ie 2000
thttp://\’R\’.monmedIine.com/medIeginsan.htnI]
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Une première série complète de sondes subtélomériques spécifiques pou;- la

séquence unique la plus distale possible de chaque bras chromosomique a été développée et

mis en marché en 1996. Cette première génération de sondes était constituée

majoritairement de clones de type cosmide et de quelques clones de type PAC. Comme les

régions subtélomériques présentent beaucoup d’homologie et de polymorphisme, la petite

taille de ces sondes faisait en sorte qu’elles manquaient de spécificité. Effectivement,

quelques polymorphismes (2q, Xp, Yp) et plusieurs hybridations croisées (5p avec le bras p

dc chromosomes acrocentriques, 5q avec le centromère de chromosomes acrocentriques, 8p

avec I p, iip avec 1 7p ainsi que l2p avec 6p et 20q) ont été rapportés pour la première

génération dc sondes subtélomériques. Une deuxième génération de sondes a par la suite

été développée, cette fois uniquement à partir de clones de type P1 et de type BAC. Ces

sondes sont d’une taille moyenne de 100 kb et présentent plus de spécificité. sans diminuer

pour autant leur sensibilité. Cependant, en raison de la plasticité structurelle des

subtélomères, les sondes hybrident à une distance variable (8-600 kb) du télomère pour

chaque chromosome ce qui fait que les remaniements subtélomériques dont les points de

cassure sont plus distaux que les loci spéciflques des sondes ne seront pas détectés par le

FISH. De plus. le FISH ne permet pas la détection des duplications de petite taille,

particulièrement dans le fISH métaphasiques alors que l’ADN est à son état le plus

condensé. Ainsi, la limite de détection des sondes subtélomériques doit être considérée lors

de l’interprétation des résultats d’analyse [Ning et al., 1996; Knight et al., 1997, Knight et

Flint. 2000].
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13.1 Les remaniements subtélomériques et le retard mental

Le retard mental est un handicap commun qui affecte environ 3% de la population.

L’analyse cytogénétique standard détecte des anomalies chromosomiques chez environ

40% des patients avec un retard mental sévère et chez 10-20% des patients avec un retard

mental modéré [flint et al., 1995]. Au cours des dernières années, plusieurs études ont

rapporté une fréquence élevée de remaniements subtélomériques chez les patients avec

retard mental d’étiologie indéterminée, associé ou non à des traits dysmorphiques et des

malformations congénitales, pour lesquels l’analyse cytogénétique standard était normale

[flint et al., 1995; Knight et al., 1999; Rossi et al., 2001; Baker et al., 2002]. La fréquence

moyenne rapportée est de 6% [Biesecker, 2002] et ce chime a été confirmé dans notre

population par une étude multicenifique québécoise menée par l’Axe de cytogénétique du

Québec du Réseau de médecine génétique appliquée entre 2000 et 2004 [Frédétique Tihy et

Emmanuelle Lcmyre. Remaniements subtéomériques du postnatal au prénatal. C Journées

Génétiques, RMGA, mai 2006).

L’analyse des régions subtélomériques par FISH sur les chromosomes de

lymphocytes sanguins ftit maintenant partie de l’investigation de routine du retard mental

d’étiologie inconnue. Toutefois, les critères cliniques de l’analyse ne sont pas encore bien

établis en raison du phénotype très variable des patients porteurs de ce type de

remaniement Les signes cliniques rencontrés peuvent aller d’un léger retard de

développement à un retard mental sévère avec malformations congénitales majeures.
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Toutefois, il semble exister une corrélation entre la sévérité du phénotype et la fréquence

des remaniements subtélomériques. En effet les patients avec retard mental sévère et traits

dysmorphiques sont plus souvent porteurs de remaniements subtélomériques que les

patients avec retard mental léger [Knight et al., 1999]. De plus, aucune anomalie

subtélomérique n’a été détectée dans les deux cohortes de 72 et 104 individus autistes

étudiées jusqu’à présent [Baffaglia et Bonaglia, 2006; Wassink et al. 2006]. Ainsi, des

systèmes dc pointage ont été suggérés par de Vries et al. [2001] et Walters et al. [2004]

pour tenter de standardiser les critères d’analyse subtélomérique pour les patients avec

retard mental. Cependant, aucun de ces deux systèmes n’a thit preuve d’une sensibilité

adéquate. Le défi actuel des cliniciens et des cytogénéticiens est de raffiner la sélection des

patients admissibles à l’analyse.

1.5.2 Les remaniements subtélomériques et les avortements spontanés à répétition

Des avortements spontanés à répétition surviennent chez environ 2% des femmes

fertiles [Stirrat, 1990]. Des remaniements chromosomiques équilibrés sont diagnostiqués

chez 2-5% des couples présentant des avortements spontanés à répétition [Jacobs et ai,

1992]. Chez les individus porteurs d’un remaniement chromosomique équilibré, une grande

proportion des gamètes produits a un complément chromosomique déséquilibré pouvant

être transmis à la progéniture. Ce phénomène peut entraîner des problèmes de fertilité, des

avortements spontanés, un bébé mort-né ou la naissance d’un enfant avec anomalies

[Jacobs et al., 1975].
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Afin dc vérifier s’il existe un lien entre les avortemetits spontanés répétés et les

anomalies subtélomériques, des études ont été menées sur des couples individuels et sur

quelques cohortes dc patients. Ces études ont démontré que la fréquence des remaniements

subtélomériques ne semble pas être plus élevée dans cette population de patients que dans

la population contrôle rapportée par Joyce et al. en 2001 [Benzacken et al., 2002; fan et

Zhang, 2002; Cockwell et al., 2003]. Dans cette population contrôle de 150 individus, des

anomalies stibtélomériques ont été détectées chez deux individus (1,3%) apparemment

phénotypiquement normaux une délétion 4qter chez un individu dont la mère était

porteuse du même variant ainsi qu’un dérivé Y d’une translocation (Y:l 7)(pter:q25.3) chez

un individu dont la famille était porteuse d’une translocation (11; 1 7)(pter;pter) [Joyce et al.

en 2001].

Ces résultats suggèrent que les remaniements subtélomériqucs ne sont probablement

pas impliqués dans le développement d’anomalies létales pour l’embryon ou le foetus, ce

qui peut être attribué à leur petite taille. En effet, la viabilité d’un foetus ayant hérité d’un

complément chromosomique déséquilibré varie en fonction du pourcentage du génome

impliqué. Les compléments chromosomiques déséquilibrés viables ont généralement une

petite taille inférieure à 5% du génome haploïde total pour les trisomies et inférieure à 3%

du génome haploïde total pour les monosomies [Cohen et al., 1994]. Vu la petite taille des

remaniements subtélomériques. il n’est pas surprenant que ces derniers ne soient pas

fréquemment en cause chez les couples avec avortements spontanés à répétition.
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1.53 Les remaniements subtélomériques et les malformations congénitales

Les malfonnafions congénitalcs surviennent de façon fréquente et constituent une

cause majeure de morbidité et de mortalité infantile au Canada La fréquence des

malformations congénitalcs à la naissance a été estimé *3% [Lemyre et aL. 1999]. De plus,

selon les dernières études statistiques de l’institut Canadien en Santé infantile [2000], le

taux d’anomalies congénitales était deux fois plus élevé au Québec que la moyenne

canadienne en 1996. Les anomalies congénitales sont donc responsables d’une grande

proportion des hospitalisations chez les bébés et les enfants de nofl population. L’étiologie

de ces mallbrmations est variable, mais demeure le plus souvent inconnue malgré des

investigations complexes mutations monogéniques (—2O% des patients), anomalies

chromosomiques (—l0-20% des patients), infections virales (—2-10% des patients) et

idiopathiques (> 50% des patients) [Queier-Luft et al., 2002]. Un diagnostic spécifique

permet un meilleur suivi des patients affectés et aide à l’évaluation de leur pronostic et du

risque de récidive. L’absence de diagnostic limite le conseil génétique pouvant être offert

aux familles concernées.

La majorité des malformations congénitales peuvent maintenant être diagnostiquées

de façon prénatale grâce à l’évolution des technologies échographiques. L’analyse

cytogénétique standard des cellules du liquide amniotique fait partie de l’investigation de

routine des malformations foetales et détecte une anomalie chromosomique chez environ
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18% des foetus affectés. Dans les cas dc malformations foetales multiples, la fréquence

d’anomalies chromosomiques peut atteindre 29% [Eydoux et al.. 1989].

Puisque plusieurs patients avec retard mental porteurs de remaniements

subtélomériques avaient également des traits dysmorphiqucs et des malformations

congénitales, il nous semblait possible que ces remaniements jouent un rôle dans le

développement des malformations foetales. Quelques cas de remaniements subtélomériques

avaient été rapportés chez des foetus avec malformations multiples [Kflby et al., 2001;

Souter et al., 2003]. mais letir prévalcuce n’avait pas encore été étudiée dans cette

population de patients. En 2005, un autre cas a été publié [Iqbal et al., 2005] ainsi qu’une

étude dc cohorte utilisant l’hybridation génomique comparative (CGH. de l’anglais

colnparitive genoinic !nbricÏizcition) sur micro—puces rapportant une fréquence d’anomalies

subtélomériques cryptiques de 4-6% dans une population dc 49 foetus avec malformations

multiples [Le Caigncc et al., 2005]. Cette fréquence n’a pas encore été confirmée par

d’autres études.
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Section 2 : Hypothèse et objectifs

2.1 Hypothèse

Les déséquilibres chromosomiques causent très souvent un retard mental. 11 en est

de même pour les remaniements subtélomériques ciyptiques déséquilibrés qui sont

diagnostiqués chez environ 6% des patients avec retard mental et caryotype standard

normal. Un grand nombre des patienta porteurs de tels remaniements présentent également

des traita dysmoiphiques et des malformations congénitales [Flint et al., 1995; Knight et al.,

1999; Rossi ct al., 2001; Baker et al., 2002]. De plus, une proportion significative de foetus

avec malfonnafions à l’échographie développera un retard mental. Ainsi, il existe

possiblement un chcvauchement entre les phénotypes de ces deux populations. II nous a

donc semblé intéressant d’investiguer la pertinence de recourir à l’analyse par FIS!! des

régions subtélomériqucs chez les fietus avec malformations dont le caryotype ne révèle pas

d’anomalie.

Nous avons établi l’hypothèse que les remaniements subtélomériques cryptiques

peuvent être la cause dc malformations finIes majeures diagnostiquées à l’échographie et

que leur fréquence est semblable ou supérieure au 6% des études postnatales puisque la

résolution de l’analyse cytogénétique standard sur amniocytes est inférieure à celle sur les

lymphocytes sanguins.
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2.2 Objectifs

Dans un premier temps, nous avons voulu établir la faisabilité technique de

l’analyse des régions subtélomériques par FISH sur les amniocytes cultivés in situ

(directement sur des lames de microscopie) à l’aide d’une trousse multisondes. Ceci nous

permettait dc déterminer si l’analyse pouvait s’effectuer sur le liquide amniotique ou si elle

nécessitait le prélèvement du sang fietal par cordocentèse qui est une technique beaucoup

plus invasive et risquée pour le foetus.

Dans un deuxième temps. nous voulions 1) établir la fréquence des remaniements

subtélomériques chez les foetus avec malformations majeures diagnostiquées à

l’échographie et ayant un caryotypc standard normal à unc résolution minimale de 400

bandes; 2) déterminer l’origine parentale des remaniements identifiés au cours de l’étude

afin de raffiner le conseil génétique offert aux familles concernées; 3) cartographier les

points de cassure des remaniements trouvés à l’aide de BACs afin d’établir des corrélations

génotype-phénotype pour chacun des foetus concernés et 4) ajouter des données sur les

polymorphismes sans conséquence clinique des régions subtélomériques détectables par

FJSH.
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ABSTRACT

Cryptic unbalanccd subtelomeric rearrangements have becn identified as an

impol-tant contributor (6%) to the etio!ogy of mental retardation and dysmorphism. Our

objective xvas to study the role of these rearrangements in the developrnent of fetal

malformations. Multi-subtelomere fISH was perforrned on ceils from 48 fetuses with major

malformations diagnosed by prenatal ultrasound with a normal kaiyotype at a minimal 400

band resolution. Wc deveÏoped a method ofperforming multi-scibtelomere FISH on a singLe

siide of amniocyte metaphase spreads. We identified five subtelomeric abnormalities: two

derivative chromosomes inherited from a parent canying a balanced translocation, two

known polymorphisms and one nove! familial variant. These results show a similar

frcqucncy (4%) of clinically significant subtelomeric rearrangements to that found in

chiidren with multiple malformations. This studv adds to a growing number of reports of

cryptic subtelomeric rearrangements associated with congenital malformations and

highlights the relevance and technical feasibility of multi-subtelomere FISH screening of

prenatal samples.
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INTRODUCTION

Congenital malformations are an important cause of morbidity and mortality in

newborn infants and are diagnosed in about 3% of the population. Technological evolution

of ultrasound diagnosis bas made it possible to detect most major malfoiniations trcnatatly.

Standard cytogenctic analysis of amniotic fluid celis is part of the routine investigation of

thesc congenital malformations and reveals chromosomal aberrations in about 1 8% of the

affected fetuses [Eydoux et al., 1989]. In cases of polymalformations, the frequency of

chromosomal abnormalities riscs as high as 29% [Eydoux et al.. 1989]. However, in more

than haif of the patients, the etiology of congenital malformations remains unclear. This

limits the evaluation of the prognosis and the recurrence risk. Cryptic subtelorneric

rearrangcments bave been idcntified as a significant cause of mental retardation and

mal formations in chiidren witb a normal standard resolution kaiyotype [Flint et al., 1995;

Knight et al., 1999; Rossi et aI.. 2001; Baker et al., 2002]. Previous studies have reported

the molecular identification of subtelomeric rearrangements in this population of patients

witb an averagc detection rate of 6% [Biesecker, 2002]. Reccntly, Le Caignec et al. [2005]

rcported a frequency of 8-10% of chromosomal imbalances in a cohort of 49 fetuses with

multiple malformations using array—based comparative hybridization (CGI-I) and about haif

of tbcsc (4-6°/o) wcre subtclomeric. These results have not yet been confirmed by other

studi es.

The aim of our study vas to invcstigate the role of subtelomeric rearrangements in

the development of fetal malformations. Subtelomeric abnomialities can 5e detected using
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varlous molecular technologies including multi-subtelomere fluorescence in situ

hybridization (FISH), anay-based CGH and multiplex ligation-dependent probe

amplification (MLPA) (reviewed by Rooms et al., [2005]). M anay-based CGH is not

available to most clinical labontories due to die high cost and equipment required [Rooms

et ai.. 2005], wc chose mulfi-subtelomere FISH to screen for subtelomeric abnormalifles.

Wc adapted a muitiprobe lymphocyte FISH assay for use in amniocytes. because amniotic

fluid specimens are iimitcd in volume and contain few ceils.

MATERIALS AND METHODS

Patient adecifon

Sixty-three frtuses with major fetal malformations that were referred to our

labomtoiy for standard prenatal cytogenetic analysis were recmitcd for this study between

2002 and 2005. For ail patients, 400 band resoluflon cytogenetic analysis was pefformed

and was normai. If the fetus had cardiac abnormalifles, 22q 112 FISH was perfbrmed. M

the clinicai relevance of some subtelomeric variants b not yet wdll undentood, the parents

were infonncd that the rcsuits of die study would not be avaiiabie to them in die pmcess of

making a decision conceming die minent pregnancy, but wouid be availablc to them later

on. They wen then asked to sign a consent fonu aflowing die use ofthe backup cultures of

amniocytes for this swdy. This study was appmved by die Research Ethics Board.
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Subtelomere FISH

Multi-subtelomere FISJ-1 was performed on in sittt amniocyte subcultures from T25

flasks. “Epithelial ceil-like” colonies in thc flasks were eliminated with a ccli scraper. The

amniocytes were trypsinized and inoculatcd onto the surface of fotir to eight siides. The

subcultures were incubated for 4$ hours and harvested accoi-ding to standard protocols.

We used a subtelomere muhiprobe FISH kit (Mziltiprohe-T, Cvtocetl Technologies).

For the first 20 amniotic fluid samples, thc siides underwent the fISH pre-treatment

recommended by the manufacturer. We then modificd the protocol to adapt the use of the

device to amniocytes as follows: siides were flrst washed in a 2 x SSC solution at 60 °C for

2 minutes and incubated in a pepsin (P7000, Sigma—AÏclrich) solution (0.5mg/mL in 0.01 M

HCI) at 37 °C for 4-6 minutes depending on the amount of cytoplasm and debris observed

in contrast phase microscopy. Siides were then rinsed and fixed through a series of PBS,

formaldehyde (F1635, Sigina-Atdrich)/PBS 2.5%, and then P35 solutions at room

temperature [or 5 minutes each. Finally, siides were dehydrated according to standard

protocols. The siides were then divided into 24 sections with a diamond pencil and

hybridization of the multiprobe clevice was perforrncd according to the manufacturer’s

instrctctions. If the resuEs were ambiguous or when subtelomeric rearrangements needed to

be confirmed, FTSH was performed on a second siide wEb specific probes (CvtoceÏÏ

Technologies or Vvsis). 1f available, peripheral biood lymphocytes from the parents and/or

other relatives were studied when a subtelomeric rearrangement was found.
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Other F1S11 studies

Bactcrial arti1cia1 chromosome (BAC) clones mapping to the regions of interest

werc used to map the breakpoints of the rearrangements. These included: RP1 1-483K13,

RPII-404P21, RPII-872J2t, RP11-487K10, RP1I-6818, RP1I-111F22 and RP11-12811

for l4qter as welI as RP11-457K7, RP11-542M13, CTB-$A9, RP11-863P13, RPI 1-21321,

RPIÏ-46C24, RPII-7D23 and RPÏI-133L7 for l6qter (patient 13); RPY1-Ï10K9, RPÏI

I 18M12, RPI I-475G3 and RPI 1-47F2 for 2qter as well as RP1l-158L12, RPÏ l-205M16.

RPI l-526P6 and RPI 1-9131 for l2qter (patient 16); RPI 1-664N22, RP1 l-379N10 and

RPÏ I-168K7 for 2pter (patient 27) (fni’itrogen LiJ Technologies). The localization ofthe

hreakpoints was estimated according to publicly available physical maps. BAC clones were

culturcd in 30 mL of Luria-Bcrtani (LB) broth containing chloramphenicol. DNA was

extracted by the sahing out method (Qiagen. hic). DNA was then labeled with

spccttumgrcen-dUTP or spectrumred-dUTP ( Visis) using nick translation. Pre-treatment of

the fISI-I siides xvas performed as described earlier and hybridization of the labeled probes

was donc according to standard protocols.

Electronic Databa ses:

iVailonal CenterJr Biotechnolov fnformation (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Ensembi (http ://dcv.ensembl .org/index.html)
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RESULTS

Sixty-three patients wcre recruited for this study. We completed subtclomere FISH

analysis for 48 of them. We were unable to obtain a complete resuit for 15 samples

anaÏyzcd at the beginning of thc study For various reasons (sec discussion). The average age

of ccli cultures that produced successful resuits was 17 days as opposed to 32 days for the

oncs that were unsuccessful. Ccli culture and FISH techniques wcre modified for 24

samplcs and 22 of these were succcssful (92%). Also, 14 samples were hybridizcd on the

samc day as the harvest and ail were successfiul. 0f the 48 samples for which we completed

subtelomere analysis, 43 (90%) wcre normal, wc identified subtelomeric rearrangements in

two familial cases (4%), a novel family variant in onc patient (2%) and known

polymorphisms in two patients (4%). Thc overail frequcncy of clinically significant

subtelomeric rearrangements in our cohort of 48 fetuses witb major malformations is 4%.

Details of the laboratory and clinical findings for ail studied fetuses can ho found in Table I.

Clinically signifïcant subtelomeric rearrangernents

Patient 13: The mother of this fetus was 27 years old and pregnant with her second

child. Thc family histoiy vas significant for one maternai first cousin born with a

congcnital hand malformation. The ultrasound performed at 20 weeks of gestation revealcd

corpus callosum agenesis, ventriculomcgaly, dorso-lumbar scoliosis, bilateral radial

agenesis, rocker bottom feet and hyperfiexion of fingers and tocs, hydrops fetalis with

increased nuchal fold measurement, possible esophageal atresia with non visualization of

the stomach, trunccis arteriosus with possibly anomalous great arteries and high forchead.
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After having bcen offercd gcnetic counsefling, following the ultrasound resuits, the parents

decidcd to terminatc the pregnancy. The autopsy report confirmcd the fetal abnormalities

diagnosed by prenatal ultrasound and additional malformations were observcd. These

includcd: cystic hygroma, horseshoe kidneys, absence of pulmonaiy lobulation, ventricular

septal dcfect, cleft palate, apparent hypertelorism, apparent microphtalmia, microstomia,

micrognatia, pointcd clin, long phultrum, short neck, high prominen forehcad, Iow set cars

and down-slanting palpebral fissures.

Multi-subtelomcre FTSH analysis detected tIc following rearrangernent: ish

dcr(14)t(I416)(qter;qter)(DÏ4Sl420-,240G10+) (Figure lA-B). BAC analysis localized

thc brcakpoints to l4q32.2, bctwceu clones RP1 1-487Kb (96.9 Mb) and RP1 1-6818 (97.8

Mb), at approximately 9 Mb from tIc tclomere and to 16q24.3, betwcen clones RP11-

21321 (87.2 Mb) and RP1 Ï-46C24 (87.7 Mb), at approximatcly 1 Mb from the telomere.

The mothcr ofthis fetus was found to carry the balanccd transiocation.

Patient 16: The mothcr of this feats was 22 years old and pregnant with her first

dhuld. TIc famiiy history was significant for tIc maternai grandmothcr having multiple

scierosis and hydrocephalus and a maternai haif-brother with polycystic kidneys and

lyduocephalus. The fatlcr of tIc fetus also lad a brother with hydroccphalus. Four

ultrasounds pcrformed bctween 18 and 30 weeks of gestation revealed completc corpus

cailosum agenesis, increased nuchai fold measurement, horseshoc kidneys with cortical

cysts, right aortic arch and intra—uterinc growth retardation. After genetic counselting,
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fo]Iowing ultrasound and karyotype resuits. the parents decided to continue the pregnancy.

The last post—natal clinical assessment at seven months of age conflrmcd the fetal

abnormalities and additional malformations were diagnosed. Thcsc included: growth

retardation (weight 6.275 kg (< 5%), length 6! .2 cm (< 5%), hcad circumference 4.2 cm (<

-2SD)), patent ducis arteriosus, atrial septal defect with arterial hypertension, a right

multicystic dyspiastic kidney, a left ectopic kidney resulting in renal failure, a right primary

bronchus implantation anomaly, congenital glaucoma, hypcrtclorism (interpupiflary

distance 4.8 cm (> +2SD)), thin lips, downturned mouth and apparently small cars.

Multi-subtelomcrc FISH analysis detected the following rearrangcment: ish

der(l2)t(2:12)(qterqter)( D12S2343-,D2S29$6+) (Figure 2A-B). BAC analysis localized

thc breakpoints to 2q37.3. betwcen clones RPI 1-118M12 (241.4 Mb) and RPI 1-475G3

(242 Mb). at approxiniately 1 Mb from the telomere and to 12q24.32, between clones

RP1J-205M16 (126 Mb) and RPI1-526P6 (126.7 Mb), at approximately 6 Mb from the

telomere. Thc mother, maternai grandmother and maternai great grandmothcr of this fetus

werc found to carry the balanced transiocation.

Nove! farnily variant

Patient 27: The mother of this fcWs was 25 years old and had had two prcvious

miscarriages. The family histoiy was significant for onc paternal aunt with autisrn. An

ultrasound performed at 23 wccks of gestation reveaied ventricular septal defect, echogenic

horseshoe kidneys with possible cortical cysts, hepatomegaly and severe polydramnios. A
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fetal MRI was inter1)reted as suggeslivc of abnormal cortical gyration. After genetic

counsciling, following the ultrasound and kaiyotype results, the parents decided to continue

the pregnancy. The post-natal clinical assessment confirmed the fetal abnormalities and

additional malformations were diagnoscd. These included: macrosomia (birth weight 4.420

kg (> 97%), birth length 54 cm t> 97%)), neonatal hypotonia. splenomegaly,

hydronephuosis, atrial septal defect (type ii), pectus excavatum, bifid uvula, high-arched

palate, submucous cieft palate, macroglossia, as well as apparent hypertclorism, bulbous

nose and macrostomia.

Multi-subtelomere fISH analysis detected the following anomaiy: isb

del(2)(pter)(D2S2983-, VIJyRIvI2O52-) (figure 3). BAC analysis localized the breakpoints

to 2p25.3, between clones RP1 l-664N22 mapping to 137.5 Kb from the telomere and

RPI1-379N10 mapping to 330 Kb from thc telomere. The unaffected father and patemal

grandmother of this fehis were found to carry the same deiction. We concludcd that this

variant was not pathogenic. Howevcr, at least two genes map to the deleted region (SHYL]

and A CPI). Therefore, wc cannot mie out the recessive effect ofthesc genes or the effect of

maternally imprinted genes on the phenotype of the fetus.

Know’n polymorphisrns

Patient 32: Muiti-subtelomere FISH analysis detectcd the foliowing variant: ish

del(2)(qter)(D2S447+, D2S2986-). The parents ofthis fetus were not investigatcd since this

2qter variant is weii documented [Hengstschlger et ai., 2005].
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Patient 34: Multi-subtelomere FISH analysis detectcd an enhancement ofthe signal

on 4qtcr with die dJ963K6 (Cwocell Technologies) probe but not with die D4S2930 (Vysis)

probe (Figure 4A-C). fle parents ofthis feIns have flot been available for investigation. A

segmental dosage variant of this locus has been pnviously repofted [HengstschlAger et al.,

2005]. However, in our case, we did not observe a duplication or ffiplication ofthe signal in

interphase ceils.

DISCUSSION

Technical feaslblllty ofprenatal multi-subtelomere flSH

The first objective of this stidy was to determine if it was possible W perform

multi-subtelomere FISH on amniocytes cultured in situ. 0f the 63 amniotic fluid samples

diat wcre availabie for this study, we completed subtelomere FISH analysis successfiilly in

48. For seven of die 15 unsuccessfiil assays analyzed early on in die study, we did flot

attempt mulfi-subtelomere HSH due to poor quality chromosome preparations. Therefore,

successfiil analysis was obtained in 86% of samples where mulfi-subtelomere FISH was

perfonned. but in 76% of sampies overali (42/63).

Our first step towards adapting die multiprobe kit to amniocytes cuitured in situ was

to modi& ceil culture techniques. Amniocytes come from many different tissue types that

do not ail produce good quality chromosomes. We identified two ccli types. resembiing

epitheliai ceils, diat bd a tendency to overgrow ccli cultures and diat did not produce good
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quallty chromosomcs, particularly in flasks that had afready been trypsinized for subculture

and in oldcr ccli cultures. fle overgrowth of “epitheliai-like” ceils was the cause of die

poor quaiity of siides for nine of the 15 unsuccessfid samples. This highlights die

importance of eady maintenance of ccii cultures destined tu subtelomere tesling. To

address this problem, we began tu eliminate unwanted ccli colonies with a ccli scmpper as

weii as maintain and subculture amniocytes eariy on. For tee of die 15 unsuccessffii

samples, die siides were ofgood quality, but FTSH was unsucccssffii Therefore, our second

stcp towaixis adapting die muitiprobe kit was tu modi& die pre-fltment of the FISH

siides. We trcatcd die siides widi a pcpsin/HCL solution to eliminate cytoplasm and debris

that inhibit the hybridizafion of probes. Wc aiso noted diat FISH resuits were of better

quality when die siides werc hybridized on dic same day as die harvcst (14/14). Overall,

modification ofccli culture and FISH techniques nsuited in a 92% success rate (22/24).

Wc have determined diat it is possible tu perfonn multi-subtelomere FISH on a

single siide of metaphase spreads from amniocytes cuitured in situ. We believe die current

success rate of die assay tu be underestimated due tu a number of carly failures diat

occurrcd while adapting die device to amniocytes. In a clinicai setting, in which ail thrcc

conditions neccssary for good quality resuits can be cnsurcd: 1) young ccli cultures, 2)

aatment of slidcs widi a pepsin/HCL solution prior tu HSH and 3) hybridizafion of die

device on frcshiy harvested meaphascs, die success rate of amniocyte muld-subtelomcrc

testing shouid be comparable tu odier weii-cstablished flSH techniques. We have rccendy

begun to impiement this approach by offering prenatal multi-subtelomere FISH in a ciinical
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scifing. We have obtained successfrl rcsults for die six samples analyzed so far and,

dcpending on the quality of die celI cultures, we have been able tu make die nsults

available to physicians within six tu 14 days ofdie karyotype resuit

ClinlcalIy significant subtelomeric rearrangements

A total of five subtclomeric abnonnalides were identified during this study: two

inhcrited unbalanced reanangements (patients 13, 16), two known polymorphisms (patienta

32 and 34) and one novel family variant (patient 27). 0f these five, two (4%) were of

clinical significance. These data an consistent widi die 4-6% frequency of such

rearrangements detected by army-based CGH [Le Caignec et al., 2005].

Polymorphlsms and family varlants

We idenfified three subtelomcric polymorphisms in this stidy (6%). These results

confirm those of odicr studies dia suggcst subtelomeric regions are prone tu variation

[Ballif et al., 2000]. This is likcly due tu dieir high content in repeat motifs [flint et al.,

1997]. These neutral polymorphisms complicate die clinical interpretation of subtelomeric

abnonnalities, particularly in cases of de novo rearrangementa. Precaution should be taken

when it is impossible tu confinn die phenotypic significance of subtelomeric

rearrangemen. This is of particular importance in a prenatal diagnosis context when

decisions must bc taken within a timely fashion and can lead tu die terminadon of a

pregnancy. Furdiennore, subtelomeric imbalances may be associated widi a variable

phenotype making it difficuli tu establish a clear relation between die chmmosomal



49

abnormality and the fetal phenotype. it is important to identify and report novel familial

variants as welÏ as more common polymorphisms in ordcr to cstablish the prevalence of

these neutral rearrangements.

Subtelomere testing is currently recommended for patients presenting mental

retardation/developmental delay and dysmorphism [Battaglia et aI., 2003: Sheveli et al.,

2003]. There is an overlap of the clinical signs found in these patients and in the fetuses we

have studied. Some patients with mental rctardation tested for subtelomere abnormalities

also have congcnital malformations and it could be expected that somc fetuses with

malformations could also present mental retardation. However, most pregnancies with

major fetal malformations are terminated making it difficuit to evaluate the extent of this

overlap. The malformations diagnosed in the patients described here were generatly more

severe than the ones seen in patients with mental retardation and it could have been

expected that oniy large chromosomal rearrangements would have been implicated as is the

case for couples with recurrent spontaneous abortions [Benzacken et al., 2002; Fan and

Zhang, 2002; Cockwell et al., 2003]. However, one must consider that the standard

cytogenetic resolution with amniocytes is lower than with lymphocytes [Horsman, 1994].

More saidies are necessaiy to corroboratc the 4-6% frequency of subtelomeric

rearrangements. but it appears these rearrangements play an important role in the

developmcnt of major congenital malformations.
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LEGENDS

Figure 1: Mu]tiprobe FISH analysis of patient 13. A) fISH ofDl4Sl42O on one l4qter

(arrow) and not on the homolog (arrowhead): B) FISH of 240G 10 on both normal l6qter

(arrows) as well as on one 1 4qter (arrowhead).

Figure 2: Multiprobe fISH analysis of patient 16. A) FISH of D2S2986 on both normal

2qter (arrows) as welI as on one l2qter (arrowhead); B) FISH ofDl2S2343 on one l2qter

(arrow) and not on the homolog (arrowhead).

Figure 3: Multiprobe FISH analysis of patient 27. fISH ofD2S2983 on one 2pter (arrow)

and not on the homolog (arrowhcad).

Figure 4: Multiprobe FJSI-I analysis of patient 34. fISH ofdJ963K6 on A) fetal metaphasc

chromosomes and B) fetal interphase celis showing a normal signal on one 4qter (arrows)

and an enhanccd signal on the homolog (arrowheads) C) FISH of D4S2930 on fetal

metaphase chromosomes showing normal signais on both 4qter (arrows).
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Section 4 : Matériel et méthodes

4.1 Recrutement de patients

Les patientes recrutées pour cette étude étaient d’abord référées en clinique de

génétique suite A la présence de malformations ftetales A l’échographie. Un prélèvement de

liquide amniotique était fbit pour analyse cytogénétique standard. Suivant un résultat de

caiyotype normal (résolution minimale de 400 bandes), les parents étaient rencontrés en

conseil génétique. Le généticien demandait alors le consentement des parents pour

l’utilisation des amniocytes de réserve (en flacon T-25) pour l’analyse des régions

subtélomériques. En raison de b présence de polymorphismes dans ces régions, rendant

l’interprétation des résultats parfois difficile, les parents devaient signer un formulaire de

consentement stipulant que les résultats de l’analyse ne seraient pas disponibles pour

prendre une décision sur la grossesse en cours, mais leur seraient dévoilés plus tard. Nous

avons recruté de cette manière 63 échantillons de liquide amniotique ainsi que deux

échantillons de sang de cordon pour un total de 65 flEtus recrutés pour l’étude.

4.2 flSH multi-subtélomérique

La série complète des sondes subtéloméfiques est disponible commercialement sous

forme de deux trousses: h frousse ToTelvysion Multi-color DNA Probe Mixtures (Vysis)

[http:llwww.vysis.com] et la frousse de Cytoceil Technologies [http:llwww.cytocell.com].
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Chaque trousse consiste en une série dc 41 sondes subtélomériques spécifiques au bras

court et au bras long de chaque chromosome avec l’exception dti bras court des cinq

chromosomes acrocentriques (chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22). Ceux-ci sont constitués

d’ADN répété ribosomique et les remaniements de ces régions n’ont pas d’effet

phénotypique. La trousse de Vvs/s est constituée de 15 mélanges de sondes. Chaque

mélange est composé des sondes spécifiques au subtélomère du bras p (marquée en vert) et

du bras q (marquée en rouge) d’un chromosome et parfois du subtélomàre du bras p ou q

d’un deuxième chromosome (marquée en jaune). Cette trousse nécessite l’hybridation d’au

moins trois lames de préparation chromosomique par patient (cinq régions d’hybridation

par lames) (Figure I A). Cet aspect présente un désavantage important pour les échantillons

plus l)au\’res en cellules, tels que les échantillons de liquide amniotique. La trousse de

CvtoceÏt Technologies consiste en une lamelle de verre divisée en 24 carrés. Sur chaque

carré, il y a les sondes lyophilisées spécifiques au subtélomère du bras p (marquée en vert)

et du bras q (marquée en rouge) d’un seul chromosome ce qui simplifie l’analyse. Cette

trousse permet également l’hybridation de la série complète de sondes subtélomériques sur

une seule lame de préparation chromosomique du patient ce qui économise le matériel

cellulaire et diminue les délais d’analyse (Figure 13). De plus, cette deuxième trousse est

moins coûteuse que la première ce qui est un aspect important â considérer dans

l’éventualité où l’analyse serait transférée dans un contexte clinique. Nous avons donc

choisi d’utiliser la trousse MuÏtipmbe-T(cvtocell Technologies) pour cette étude.



A) Lames d’étalements
chromosomiques dénaturés
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14253
00000
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910 0 0
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Ajout d’une mixture (1 à 15) de sondes
dénaturées par région d’hybridation

HybridationlLavages
Analyse au microscope

en fluorescence

B) Lame d’étalement chromosomique Lamelle divisée en 24 carreaux
(sondes lyophilisées p et q sur chaque carré)

Ajout de milieu d’hybridation
sur chaque carré de la lamelle

/
Superposition larne/lamelle

j,
, Dénaturation/Hybridation/Lavages

Analyse au microscope en fluorescence

Figure 1 Deux trousses commerciales de sondes subtélomériques. A) Trousse
ToTelVysion MztÏti-coÏor DNA Probe Mixtures (Vvsis) qui nécessite l’hybridation d’au
moins trois lames d’étalement chromosomique du patient. B) Trousse MuÏtiprobe-T
(CytoceÏï TecÏmotogies) qui permet l’hybridation de toutes les sondes subélomériques sur
une seule lame d’étalement chromosomique du patient. f igure modifiée de Knight et Flint [2002j.
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La frousse muhisondes que nous avons utilisée est conçue pour les chromosomes de

lymphocytes sanguins. Nous avons donc dû modifier le protocole du manufacturier pour

adapter la frousse aux amniocytcs cultivés in situ pour les 63 échantillons de liquide

amniotique. Le protocole adapté aux amniocytes est décrit sommairement dans l’article

(Section 3, page 40). Ici, nous abordons chaque étape de la mise au point de manière plus

détaillée, la détermination de la faisabilité technique de l’analyse subtélomérique sur les

chromosomes d’amniocytes étant le premier objectif de cette étude.

4.2.1 MIse au point de la technique de culture cellulaire

Pour que l’hybridation de toutes lcs sondes de la frousse soit possible, les cellules

doivent être disposées sur la surface entière des lames de façon à ce qu’il y ait des

chromosomes vis-à-vis de chaque carré de la lamelle. Puisque les lymphocytes poussent en

suspension. il est possible d’obtenir un étalement adéquat en déposant une goutte de

suspension cellulaire vis-à-vis de chaque carré de la lamelle. Les amniocytes, qui ne

poussent pas en suspension, donnent une meilleure qualité lorsque cultivés directement sur

des lames de microscopie. Ainsi, il est difficile d’obtenir des lames où la croissance des

amniocytes est homogène et recouvre la surface entière des lames. De plus, les amniocytes

proviennent de plusieurs tissus différents et ne produisent pas tous des chromosomes de

bonne qualité. Nous avons donc dû modifier la méthode de culture cellulaire pour assurer

l’obtention de lames de qualité homogène.
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Les lames utilisées pour l’hybridation avec la trousse multisondes ont été faites à

partir de cultures d’amniocytcs dc réserve en flacons T-25 puisque les parents étaient

généralement sollicités pour l’étude à la suite de l’analyse cytogénétique standard. Il était

important que les cellules recouvrent la surface entière des lames, sans que les cultures ne

deviennent trop confluentes, afin d’obtenir des étalements chromosomiques adéquats. Pour

assurer ces conditions, nous avons dû modifier la technique de passage des cultures de

réserves sur lames de microscopie. Nous avons d’abord augmenté le facteur de dilution des

amniocytcs trypsinisés pour le passage d’environ trois fois. Nous avons ensuite modifié la

technique d’ensemencement dc manière à ce que la suspension cellulaire recouvre la

surface entière des lames pour assurer une. iissancc homogène des amniocytes. Par

ailleurs. au cours dc l’étude, nous avons identifié deux types dc cellules qui ressemblaient

aux cellules épithéliales et qui ne produisaient pas des étalements chromosomiques de

bonne ciualité. Ces cellules avaient tendance à envahir les cultures et inhiber la croissance

des autres cellules, produisant des chromosomes adéquats. Ce phénomène s’observait

particulièrement dans des flacons qui avaient déjà été trypsinisés et dans les vieilles

cultures cellulaires que nous ne traitions pas en attente du consentement des parents. Suite à

cette observation, nous avons développé une méthode de sélection du meilleur type

d’amniocytes en éliminant les colonies cellulaires de type épithélial à l’aide d’un grattoir.

Nous avons également commencé à entretenir les cultures de cette façon plus précocement

et à conserver les préparations chromosomiques à -20°C jusqu’à l’analyse subtélornérique
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par fISH. La récolte et l’étalemcnt des chromosomes ont été faits selon les méthodes

standard utilisées au laboratoire.

Pour ce qui est des deux échantillons de sang de cordon, la culture et la récolte ont

été faites selon des méthodes standard. Les chromosomes de lymphocytes ont ensuite été

étalés en déposant une petite goutte (4 pi) de suspension cellulaire vis-â-vis de chaque

carré de la lamelle multisondes selon les recommandations du manufacturier (i’vlultiprohe T.

CvtoceÏl Technologies).

4.2.2 Mise au point dc la technique dc FISH

La croissance in situ des amniocytes entraîne une accumulation de débris sur les

lames. De plus. la croissance plutôt conftuente des cellules fait en sorte que le cytoplasme

n’est pas complètemetit éliminé lors dc l’étaLement des chromosomes. La présence de

débris cellulaires et de cytoplasme â la surface des lames diminue l’hybridation des sondes.

Ainsi, nous avons dû modifier le prétraitement des lames pour le fISH multi

subtélomérique.

La principale modification que nous avons effectuée est le prétraitement des lames

avec une solution de pepsine (0,5 mg/mL dans HC1 0,01 M) . Ce traitement élimine les

substances protéiques présentes â la surface des lames et permet l’hybridation des sondes

subtélomériques. Le temps d’incubation (quatre à six minutes) des lames dans la solution
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de pepsine dépendait de l’appréciation au microscope en contraste de phase de la quantité

dc cytoplasme et de débris.

Au cours de l’étude, nous avons également observé que l’hybridation des sondes

était de meilleure qualité lorsque les lames étaient hybridées le même jour que la récolte

des chromosomes ou avant d’avoir été entreposées à -20°C. Toutefois, ces deux derniers

critàres étaient difficiles à respecter dans un contexte de recherche puisque nous devions

attendre le consentement des parents avant de pouvoir effectuer l’analyse des subtélomères.

Pour ce qui est des échantillons de sang de cordon, nous avons remarqué que le

protocole recommandé par le manufacturier (Muiltiprobe- T Cvtocelt Technologies) ne

donnait pas une hybridation de bonne qualité. Nous avons donc tenté d’utiliser le protocole

d’hybridation que nous avions mis au point pour les amniocytes ce qui n’a pas donné de

meilleurs résultats. Finalement, nous avons effectué l’analyse des sangs de cordon en

hybridant la trousse multi sondes selon les recommandations du manufacturier (MuÏtiprobe—

T Cvtocell Technologies), mais avec des lames fraîchement étalées ce qui a amélioré

légèrement la qualité des résultats.

4.3 Analyse des points de cassure

Nous avons analysé les points de cassure des remaniements subtélomériques

identifiés au cours de notre étude, par FISH, à l’aide de BACs. La sélection des BACs s’est
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frite à l’aide des caftes génomiques des régions subtélomériques concernées dans deux

bases de données: National Center for Biotechnology Information (NCBI)

[hftp:llwww.ncbi.nlm.nih.gov/] et Ensembl [http9/dev.ensembl.org/index.hbnl]. Nous

avons choisi des clones, préférablement déjà caftographiés par F1511, distancés d’environ

une mégabase de manière à couvrir l’ensemble de la région d’intérêt pour chacun des

remaniements subtélomériques trouvés: 2p25.3-2pter (dix clones) (Figure 2), 2q37.2-2qter

(neuf clones) (Figure 3), 12q24.3 l-l2qter (neuf clones) (Figure 4), l4q32.2-14q32.32 (neuf

clones) (Figure 5) et 16q24.l-l6qter (neuf clones) (Figure 6). Ces régions d’intérêts ont été

sélectionnées après révision des caryotypes foetaux et parentaux.

L’ADN des BACs a été préparé selon la procédure recommandée par le fournisseur

telle que décrite dans l’article (Section 3, page 41) et a, par la suite, été marqué par la

méthode de déplacement de coupures à l’aide d’une frousse commerciale (Nick Translation

Kit. vsLv). Dans cette réaction, l’ADN est mis en présence d’un mélange d’enzymes

(DNase 1 et ADN pol 1) et d’un mélange de nucléotides dont un est marqué par un

fluorochrome vert (spectnsmgreen-dUTP) ou rouge (spectrumred-dU7fl La DNase I a

pour fonction d’introduire aléatoirement des coupures simple-brin dans l’ADN. Ces

coupures stimulent l’activité exonucléasique de l’ADN polI ce qui entraîne l’hydrolyse des

nucléotides sur une courte distance dans le sens de la synthèse de l’ADN (5’-’ 3’). Ccci

stimule l’activité polymérase de l’ADN pol I et il y a synthèse d’ADN complémentaire

avec incorporation de nucléotides marqués. L’ADN pol I ne comble pas complètement les

coupures initiales ce qui entraîne l’obtention de fragments de sondes marqués (Figure 7).
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Cette réaction se Ibit pendant 12-16 heures à 15°C et est stoppée par une incubation de 10

minutes à 70°C. Par la suite, 0,2 volumc d’ADN COT-1 (lpg/ pL), 0,4 volume d’ADN de

sperme & saumon (lpW iaL) et 0,2 volume d’eau purifiée sont ajoutés à la solution de

marquage en préparation à la précipitation des sondes. L’étape de précipitation est réalisée

en ajoutant 0,1 volume de NaOAc (3 M, pH 5,5) et 2,5 volumes d’éthanol (100%). Le mut

est incubé à -80°C pendant 15 minutes et centrifuger à 12000 rpm pendant 30 minutes. Le

surnageant est décanté et le culot de sonde séché à la température de la pièce pendant 10-15

minutes. Finalement, la sonde est resuspendue et conservée dans un tampon d’hybridation

standard à -20°C.

Nous avons procédé à la détermination des points de cassure en hybridant tout

d’abord deux BACs simultanément (un marqué en vert et l’autre en rouge) localisés aux

extrémités de chaque région subtélomérique étudiée ainsi que deux autres BACs localisés à

l’intérieur de la région d’intérêt. Nous avons ensuite sélectionné les BACs suivants à

hybrider en fonction des résultats de la première hybridation. Ainsi, selon la présence ou

l’absence de chaque BAC, la région à analyser devenait de plus en plus restreinte jusqu’à ce

que le point de cassure du remaniement soit situé entre deux BACs distancés d’une

mégabase ou moins. L’hybridation des BACs a été %ite selon le protocole que nous avions

préalablement mis au point pour la trousse multisondes (Section 3, page 40). Les points de

cassure ont par la suite été confirmés sur les chromosomes de lymphocytes sanguins des

parents grâce à des techniques d’hybridation standard.
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Figure 2 BACs du chromosome 2pter. A) Idiogramme du chromosome 2 montrant la
taille de 243 Mb du chromosome complet. B) Grossissement des 3 Mb d’ADN terminal du
chromosome 2p (2p25.3-2pter) montrant la localisation des dix BACs couvrant la région
d’intérêt. Les BACs utilisés pour déterminer le point de cassure sont en rouge ou en vert
selon le fluorochrome qui a été utilisé pour les marquer. Le BAC identifié par un astérix
(RP1 l-163G21) n’était pas bien localisé; il a hybridé sur le chromosome 12p. Figure modifiée
de NCBI Map Viewer [http://www.nebi.nlm.nih.gov!rnapview/].



Figure 3: BACs du chromosome 2qter. A) Idiogramme du chromosome 2 montrant la
taille de 243 Mb du chromosome complet. B) Grossissement des $ Mb d’ADN terminal du
chromosome 2q (2q37.2-2qter) montrant la localisation des neuf BACs couvrant la région
d’intérêt. Les BACs utilisés pour déterminer le point de cassure sont en rouge ou en vert
selon le fluorochrome qui a été utilisé pour les marquer. Figure modifiée de NCBI Map Viewer
[http :!/www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/1.
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Figure 4: BACs du chromosome l2qter. A) Idiogramme du chromosome 12 montrant la
taille de 132 Mb du chromosome complet. B) Grossissement des 8 Mb d’ADN terminal du
chromosome 12q (12q24.31-l2qter) montrant la localisation des neuf BACs couvrant la
région d’intérêt. Les BACs utilisés pour déterminer le point de cassure sont en rouge ou en
vert selon le fluorochrome qui a été utilisé pour les marquer. Le BAC identifié par un
astérix (CTB-1G1O) n’était pas bien localisé; il a hybridé sur un chromosome
acrocentrique. Figure modifiée de NCBI Map Viewer [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/j.
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Figure 5 BACs du chromosome l4qter. A) Idiogramme du chromosome 14 montrant la
taille de 106 Mb du chromosome complet. B) Grossissement des 12 Mb d’ADN terminal
du chromosome 14q (14q32.2-l4qter) montrant la localisation des neuf BACs, marqués en
rouge ou en vert, couvrant la région d’intérêt (14q32.2-14q32.32). Figure modifiée de NCBI
Map Viewer [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/].



Figure 6: BACs du chromosome 1 6qter. A) Idiogramme du chromosome 16 montrant la
taille de 89 Mb du chromosome complet. B) Grossissement des $ Mb d’ADN terminal du
chromosome 16q (16q23.3-l6qter) montrant la localisation des neuf BACs couvrant la
région d’intérêt. Les BACs utilisés pour déterminer le point de cassure sont en rouge ou en
vert selon le fluorochrome qui a été utilisé pour les marquer. figure modifiée de NCBI Map
Viewer [http:!/www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/].
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Figure 7 Principe de la technique de marquage par déplacement de coupures. La DNase I
induit des coupures simple-brin à l’ADN. L’activité exonucléase de l’ADN poT I enlève les
nucléotides terminaux dans le sens 5’—÷ 3’. L’activité polymérase de l’ADN p01 I permet
l’incorporation de nucléotides, dont un est marqué par un fluorochrome. Le produit final
constitue des fragments de sondes marqués.
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Section 5 : Résultats

Nous avons recruté un total de 65 fins avec malformations majeures

diagnostiquées à l’échographie dont le caryotype était normal à une résolution minimale de

400 bandes. De ce nombre, nous avions des échantillons de liquide amniotique pour 63

foetus et des échantillons de sang de cordon pour deux foetus (exclus de l’article). L’ajout de

ces deux derniers échantillons change la valeur de certains résultats rapportés dans l’article.

5.1 FaisabilIté technique

L’analyse des régions subtélomédqucs par FISH a été tentée pour deux échantillons

de sang de cordon et a été techniquement impossible pour un des deux. Cependant, les

résultats de ces deux échantillons ne sont pas considérés pour l’évaluation de la Ihisabilité

technique de l’analyse sur les chromosomes d’amniocytes. Ainsi, les résultats de l’article

demeurent inchangés pour cc premier aspect de l’étude (Section 3, page 42).

5.2 Fréquence des remaniements subtélomériques

Avec l’ajout de l’échantillon de sang de cordon pour lequel l’analyse

subtélomérique a été possible. nous avons étudié une cohorte de 49 foetus au total: 48

liquides amniotiques (patients 1 à 48) et un sang de cordon (patient 49). De ce chiffre, 43

échantillons étaient normaux (88%) et nous avons identifié des anomalies subtélomédques

dans six échantillons : deux dérivés de nnslocadon 1miliaux (patients 13 et 16) (4%), une
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amplification de signal dont la signification phénotypique demeure incertaine (patient 49)

(2%), un nouveau variant familial (patient 27) (2%) ainsi que deux polymorphismes

sublélomériques connus (patients 32 et 34) (4%). La fréquence des remaniements

subtélomériques cliniquement significatifs dans notre cohorte de 49 foetus est de 4-6%,

selon la signification finale dc l’amplification de signal du patient 49. Les résultats

d’analyse subtélomériquc ainsi que la description clinique sommaire des 4$ foetus pour

lesquels nous avons analysé des échantillons de liquide amniotique sont présents dans le

Tableau I de l’article (Section 3, page 53). Ici, nous décrivons dc façon plus détaillée les

patients présentant des anomalies subtélomériques, incluant le patient 49 qui n’est pas

décrit dans l’article.

5.2.1 Remaniements subtélomériques cliniquement significatifs

Patient 13 : Les descriptions cliniques prénatale et autopsique de ce foetus sont

détaillées dans l’article (Section 3, page 42). L’analyse cytogénétiquc standard a donné un

résultat normal à une résolcition de 400 bandes (Figure 1). L’analyse subtélomérique des

amniocytes a mis en évidence le remaniement suivant ish

der(l4)t(l4;16)(qtcr;qter)(D14S1420-.240G10+) (Figure 1 de la Section 3, page 55). Cette

anomalie chromosomique a été héritée de sa mère qui est portetise de la translocation

équilibrée suivante t ish t(]4t16)(qtcrqter)(D14S1420-,240GI0+ 240Gl0-,D14S1420+)

(Figure 2). L’analyse des chromosomes lymphocytaires de la mère a démontré que la

transiocation était davantage visible sur le dérivé l6qter que le dérivé l4qter (Figure 3).
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Nous avons analysé les points de cassures de cc remaniement subtélomérique sur les

amniocytes foetaux et sur les lymphocytes sanguins maternels à l’aide de BACs RP1 1-

98617, CTB-22MlO, RP11-4$3K13, RPI1-404P21. RP11-$72J21. RP1I-487K10, RP11-

681$, RPJ I-Il 1F22 et RPI l-128L1 pour le chromosome l4qter (Figure 4) ainsi que RPI1-

457K7, RPI l-542M13, CTB-8A9, RPI l-863P13, RPÏ l-21B21, RP1 1-46C24, RP1 1-7D23

et RPII-133L7 pour le chromosome l6qter (Figure 5). Les points de cassures du

remaniement se situent entre les BACs RPY 1-487Kb (96,9 Mb) et RP1 1-6818 (97,8 Mb)

en 14q32.2 à environ 9 Mb du télomère (figure 5 de la Section 4, page 70) ainsi qu’entre

tes BACs RPI t-21321 (87.2 Mb) et RPY l-46C24 (87.7 Mb) en 16q24.3 à environ 1 Mb du

télomère (figure 6 de la Section 4, page 71).
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Figure 2: FISH subtélomérique sur les chromosomes Iymphocytaires maternels du patient
13. A) Hybridation de la sonde D14S1420 (jaune) sur le chromosome l4qter normal ainsi
que sur le chromosome l6qter transloqué (flèches), mais pas sur le chromosome l4qter
transloqué. B) Hybridation de la sonde 240G10 (rouge) sur le chromosome l6qter normal
ainsi que sur le chromosome l4qter transloqué (flèches), mais pas sur le chromosome
l6qter transloqué (tête de flèche).
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FIgure 3: Montage des chromosomes dérivés amniotiques foetaux et lymphocytaires
maternels du patient 13. A) Montage du der(14)t(14;16)(qter;qtcr) du patient 13 montrant
quc l’anomalie est difficilemcnt visible à une résolution de 400 bandes. B) Montage de la
t(14;l6Xqterqter) maternelle du patient 13 montrant que la résolution à >450 bandes
permet dc mieux visualiser le remaniement chromosomique et que celui-ci est davantage
visible sur le dérivé l6qtcr que sur le dérivé l4qter. Gracieuseté du laboratoire de cytogénétique
prénatale du CHU Sainte-Justine.
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Figure 4 : Détermination du point de cassure du chromosome l4qter à l’aide de BACs pour
le patient 13. A) Hybridation de RP1 1-96$E7 (vert) et de CTB-22M10 (rouge) sur les deux
chromosomes l4qter (flèches). B) Hybridation de RP1 l-483K13 (vert) sur les deux
chromosomes l4qter (flèches). C) Hybridation de RPÏ l-404P21 (vert) et de RP1 1-$72J21
(rouge) sur les deux chromosomes l4qter (flèches). D) Hybridation de RP1Y-487K10 (vert)
sur les deux chromosomes l4qter et hybridation de RP1 l-6818 (rouge) sur le chromosome
l4qter normal (flèche), mais pas sur le chromosome l4qter remanié (tête de flèche)
indiquant que le point de cassure se situe entre ces deux BACs. E) Hybridation de RPYY
11 1f22 (vert) et de RPY1-128L1 (rouge) sur un seul des deux chromosomes l4qter
(flèche). F) Confirmation du point de cassure sur les chromosomes lymphocytaires de la
mère. Hybridation de RP1 1-487Kb (vert) sur les deux chromosomes l4qter et hybridation
de RP11-6818 (rouge) sur le chromosome l4qter normal (flèche) ainsi que sur le
chromosome 1 6qter transloqué mais pas sur le chromosome 1 4qter transloqué (têtes de
flèche).
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figure 5 Détermination du point de cassure du chromosome l6qter à l’aide de BACs pour
le patient 13. A) Hybridation de RP1 1-457K7 (vert) et de RP1 1-542M13 (rouge) sur les
deux chromosomes l6qter (flèches). B) Hybridation de CTB-8A9 (rouge) et de RPÏ 1-
863P13 (vert) sur les deux chromosomes l6qter (flèches). C) Hybridation de RP11-21B21
(vert) sur les deux chromosomes 1 6qter et hybridation de RP 11 -46C24 (rouge) sur les deux
chromosomes l6qter (flèches) ainsi que sur le chromosome l4qter remanié (tête de flèche)
indiquant que le point de cassure se situe entre ces deux BACs. U) Hybridation de RPÏ 1-
7D23 (rouge) sur les deux chromosomes l6qter (flèches) ainsi que sur le chromosome
l4qter remanié (tête de flèche). E) Hybridation de RP1 1-133L7 (rouge) sur les deux
chromosomes 1 6qter (flèches) ainsi que sur le chromosome 1 4qter remanié (tête de flèche).
f) Confirmation du point de cassure sur les chromosomes lymphocytaires de la mère.
Hybridation de RP11-21B21 (vert) sur les deux chromosomes l6qter et hybridation de
RP11-46C24 (rouge) sur le chromosome l6qter normal (flèche) ainsi que sur le
chromosome 1 4qter transloqué, mais pas sur le chromosome 1 6qter transloqué (têtes de
flèche).
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Patient 16 Les descriptions cliniques prénatale et postnatale de ce patient sont

détaillées dans l’article (Section 3, page 43). L’analyse cytogénétique standard a donné un

résultat normal à une résolution de 400 bandes (figure 6). L’analyse subtélomérique des

amniocytes a mis en évidence le remaniement suivant ish

der(12)t(2;12)(qter;qter)(D12S2343-,D2S2986+) (figcire 2 de la Section 3, page 55). Cette

anomalie chromosomique a été héritée de sa mère qui est porteuse de la translocation

équilibrée suivante : ish t(2;l2)(qterqter)( 02S2986-,D12S2343+;D12S2343-,D2S2986+)

(Figure 7). L’analyse des chromosomes lymphocytaires de la mère a démontré que la

translocation était détectable à une meilleure résolution de >500 bandes et était davantage

visible sur le dérivé 2qter que sur le dérivé l2qter (Figure 8). La grand-mère et l’arrière-

grand-mère maternelles de ce foetus sont également porteuses de la même transiocation

équilibrée.

Nous avons analysé les points de cassure de ce remaniement subtélomérique sur les

amniocytes foetaux et sur les lymphocytes sanguins maternels à l’aide de BACs : RPI 1-

11 0K9, RP 11-118M 12, RP li -475G3 et R? li -47F2 pour le chromosome 2qter (Figure 9)

ainsi que RPI l-l58Ll2, RPI l-205M16, RP1 l-526P6 et RPI l-91B1 pour le chromosome

l2qter (Figure 10). Les points de cassure de ce remaniement se situent entre les BACs

RPl l-l 18M12 (241.4 Mb) et RP1 1-475G3 (242 Mb) en 2q37.3 à environ 1 Mb du

télomère (Figure 3 de la Section 4, page 68) ainsi qu’entre les BACs RPI 1-205M16 (126

Mb) et RPll-526P6 (126.7 Mb) en 12q24.32 à environ 6Mb dti télomère (Figures 4 de la

Section 4, page 69).
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Figure 7 : FISH subtélomérique sur les chromosomes lyrnphocytaires maternels du patient
6. A) Hybridation de la sonde D2S2986 (rouge) sur le chromosome 2qter normal ainsi que
sur le chromosome l2qter transioqué (flèches), mais pas sur le chromosome 2qter
transioqué (tête de flèche). B) Hybridation de la sonde D12S2343 (rouge) sur le
chromosome 1 2qter normal ainsi que sur le chromosome 2qter transloqué (flèches), mais
pas sur le chromosome l2qter transloqué (tête de flèche).
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Figure 8: Montage des chromosomes dérivés amniotiques foetaux et lymphocytafres
maternels du patient 16. A) Montage du der(12)t(2;l2xqterqter) du patient 16 montrant que
l’anomalic cet difficilement visible à une résolution de 400 bandes. Gracieuseté du laboratoire de
cytogénédque prénatale du CHU Sainte-Justine. B) Montage de la «2; l2)(qter;qter) maternclle du
patient 16 montrant que la résolution à >500 bandes permet de mieux visualiser le
remaniement chromosomique et quc celui-ci est davantage visible sur le dérivé 2qter que
sur le dérivé 1 2qter. Gracieuseté du laboratoire de cytogénétique du CHU Sainte-Jusline.
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Figure 9: Détermination du point de cassure du chromosome 2qter à l’aide de BACs pour
le patient 16. A) Hybridation de RP11-110K9 (rouge) sur les deux chromosomes 2qter
(flèches). B) Hybridation de RPYY-118M12 (vert) sur les deux chromosomes 2qter et
hybridation de RPÏ 1-475G3 (rouge) sur les deux chromosomes 2qter (flèches) ainsi que sur
le chromosome l2qter remanié (tête de flèche) indiquant que le point de cassure se situe
entre ces deux BACs. C) Hybridation de RPY 1-47F2 (rouge) sur les deux chromosomes
2qter (flèches) ainsi que sur le chromosome l2qter remanié (tête de flèche). D)
Confirmation du point de cassure sur les chromosomes lymphocytaires de la mère.
Hybridation de RPYY-118M12 (vert) sur les deux chromosomes 2qter et hybridation de
RPÏ 1-475G3 (rouge) sur le chromosome 2qter normal (flèche) ainsi que sur le chromosome
l2qter transioqué, mais pas sur le chromosome 2qter transloqué (têtes de flèche).
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Figure 10: Détermination du point de cassure du chromosome l2qter à l’aide de BACs
pour le patient 16. A) Hybridation dc RP11-15$L12 (vert) sur les deux chromosomes
l2qter (flèches). B) Hybridation de RP11-205M16 (vert) sur les deux chromosomes l2qter
et hybridation de RP 11 -526P6 (rouge) sur le chromosome 1 2qter normal (flèche), mais pas
sur le chromosome l2qter remanié (tête de flèche) indiquant que le point de cassure se situe
entre ces deux BACs. C) Hybridation de RP11-91B1 (vert) sur le chromosome l2qter
normal (flèche), mais pas sur le chromosome l2qter remanié (tête de flèche). D)
Confirmation du point de cassure sur les chromosomes lymphocytaires de la mère.
Hybridation de RP11-205M16 (vert) sur les deux chromosomes l2qter et hybridation de
RP1 1-526P6 (rouge) sur le chromosome l2qter normal (flèche) ainsi que sur le
chromosome 2qter transioqué, mais pas sur le chromosome l2qter tranloqué (têtes de
flèche).
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Paticiit 49 : Il s’agissait d’une première grossesse chez une femme de 25 ans.

L’histoire familiale n’était pas pertinente. Une échographie effectuée à 21 semaines de

gestation a démontré des tissus mous occipitaux augmentés, un front fuyant, une

microcéphalie, une holoprosencéphalie semi-lobaire et une scoliose à double courbure de

50 degrés avec anomalie de segmentation vertébrale. Suite au conseil génétique, les parents

ont décidé d’interrompre la grossesse. Un prélèvement dc sang de cordon a été réalisé à

l’expulsion du foetus. Le rapport dc l’autopsie foetale a confirmé les anomalies

diagnostiquées à l’échographie et a démontré d’autres trouvailles hypertélorisme, langue

longue, microtic droite, oreille gauche au lobe volumineux, traits grossiers, brachydactylie,

pli transverse unique droit et anomalie des vertèbres sacrées.

L’analyse cytogénétique standard a donné un résultat normal à une résolution dc

400 bandes (figure Il). L’analyse des régions subtélomériques par FISH a mis en évidence

une amplification du signal 20qter avec les sondes 81f12 (Cvtocelt Technologies) et

2OQTEL1 4 (Vi’sis) pour un des deux chromosomes 20 ish

enh(20)(qtcr)(81f12,2OQTELI4) (Figure 12A). L’amplification du signal des deux sondes

était également visible en noyau interphasique (figure 123). Cette anomalie

subtélomérique semblait de novo car les lymphocytes sanguins des parents ne présentaient

pas l’amplification du signal 20qter (figure 1 2C-D). Le remaniement n’a pu être analysé

plus en profondeur car les lames d’étalement chromosomique d’amniocytes ont été

éliminées en 2003 et la suspension cellulaire, effectuée à partir des lymphocytes sanguins

foetaux. a été épuisée.
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Figure 12 t FISH subtélomérique pour le patient 49 et ses parents. A et B) Hybridation de
la sonde $1 F12 (rouge) sur A) les chromosomes lymphocytaires métaphasiques du foetus et
B) les noyaux interphasiques lymphocytaires du foetus montrant un signal normal pour un
des deux chromosomes 2Oqter (flèche) et un signal amplifié pour l’autre (tête de flèche). C
et D) Hybridation de la sonde 81F12 (rouge) sur les chromosomes lymphocytaires
métaphasiques de C) la mère du foetus et D) le père du foetus montrant des signaux de taille
normale pour les deux chromosomes 2Oqter
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5.2.2 Nouveau variant familial

Patient 27: Les descriptions cliniques prénatale et postnatale du htus sont

détaillées dans l’article (Section 3, page 44). L’analyse cytogénétique standard a donné un

résultat normal à une résolution de 400 bandes (Figure 13). L’analyse subtélomérique a mis

en évidence une délétion au niveau du subtélomère 2pter avec les sondes D2S2983

(Qvtocell Technologies) et VUyRM2O52 (Vystv) (Figure 3 de la Section 3, page 56). Cette

anomaliç subtélomérique a également été mise en évidence chez le père (Figure 14) et la

grand-mère paternelle, phénotypiquement normaux. L’analyse des chromosomes

lymphocytaires paternels à une résolution de >500 bandes n’a pas permis de mieux

visualiser la délétion 2pter (Figure 15).

Nous avons analysé le point de cassure de ce remaniement subtélomérique sur les

amniocytes foetaux et sur les lymphocytes sanguins paternels à l’aide de BACs : RPI1-

664N22, RPI l-379Nl0 et RP1I-168K7 (Figure 16). Le point de cassure se situait entre les

BACs RPI 1-664N22 localisé à 137,5 kb du télomère et RPI l-379NlO localisé à 330 kb du

télomère en 2p25.3 (Figure 2 de la Section 4, page 67).
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figure 15 t Montage des chromosomes dérivés amniotiques foetaux et lymphocytaires
paternels du patient 27. A) Montage de la del(2)(pter) du patient 27 montrant que
l’anomalie n’est pas visible à une résolution de 400 bandes. B) Montage de la del(2)(pter)
du patient 16 montrant que l’anomalie est difficilement visible à une résolution de >500
bandes. Gracieuseté du laboratoire de cytogénétique prénatale du CHU Sainte-Justine.
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Figure 14: FISH subtélomérique sur les chromosomes lymphocytaires paternels du patient
27. Hybridation de la sonde D2S2983 (vert) sur le chromosome 2pter normal (flèche), mais
pas sur le chromosome 2pter délété (tête de flèche).
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Figure 16 Détennination du point de cassure du chromosome 2pter à l’aide de BACs pour
le patient 27. A) Hybridation de RPYY-664N22 (rouge) sur le chromosome 2pter normal
(flèche), mais pas sur le chromosome 2pter délété (tête de flèche) et hybridation de RP1 1-
379N10 (vert) sur les deux chromosomes 2pter indiquant que le point de cassure se situe
entre ces deux BACs. B) Hybridation de RP11-168K7 (vert) sur les deux chromosomes
2pter (flèches). C) Confirniation du point de cassure sur les chromosomes lymphocytaires
du père. Hybridation de RP11-664N22 (rouge) sur le chromosome 2pter normal (flèche),
mais pas sur le chromosome 2pter délété (tête de flèche) et hybridation de RP1 1-379N10
(vert) sur les deux chromosomes 2pter.
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Polymorphismes connus

Patient 32: L’analyse subtélomérique a mis en évidence un polymorphisme

fréquent de délétion au niveau du subtélomère 2qter avec la sonde D2S2986 (CytocelÏ

Technologies), mais pas avec la sonde D2S447 (Vysis) (Figure 17).

figure 17: FISH subtélomérique pour le patient 32. A) Hybridation de la sonde D2S2986
(rouge) sur un des deux chromosomes 2qter (flèche), mais pas sur l’autre (tête de flèche).
B) Hybridation de la sonde D2S447 (rouge) sur les deux chromosomes 2qter (flèches).
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Patient 34: L’analyse subtélomérique a mis en évidence un polymorphisme rare

d’amplification du signal 4qter avec la sonde dJ963K6 (Cetoceli Technologies), mais pas

avec la sonde D4S2930 (Vvsis) (figure 4 de la Section 3, page 56).

5.2.3 BACs mal cartographiés

Sur l’ensemble des 26 BACs que nous avons hybridés au cours de cette étude, deux

d’entres eux (7%) n’avaient pas été bien cartographiés. Selon les bases de données que

nous avons consultées, les clones RP1I-163G21 et CTB-1G1O devaient être localisés sur

les subtélomères 2p et 12q respectivement, mais le clone RP11-163G21 a hybridé sur le

bras p du chromosome 12 (Figure 18A) et le clone CTB-1G1O a hybridé sur le bras q d’un

chromosome acrocentrique (13, 14 ou 15) (Figurel$B).

figure 18: BACs mal cartographiés. A) Hybridation de RP11-163G21 (rouge) sur le
chromosome 12p (flèches) et non sur le chromosome 2pter. B) Hybridation de CTB-1GIO
(rouge) sur un chromosome acrocentrique (flèches) et non sur le chromosome l2qter.
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Section 6 : Discussion et conclusion

6.1 Mise au point technique

Le premier objectif de cette étude était de déterminer si l’analyse multi

subtélomérique par HSH était possible pour les chromosomes d’amniocytes cultivés in

situ. Sur l’ensemble des 63 échantillons de liquide amniotique que nous avons recrutés,

l’analyse complète a été possible pour 48 (76%) échantillons et impossible pour 15

échantillons (24%). Toutefois, très tôt dans l’étude, avant les mises au point techniques,

nous n’avons pas tenté l’analyse pour un total de sept échantillons car les préparations

chromosomiques n’étaient pas d’une qualité suffisante. Ainsi, l’analyse mufti

subtélomérique par FISH a été possible pour 86% des échantillons pour lesquels nous

avons tenté l’analyse (48/56).

Dans l’ensemble, les échecs ont eu lieu de ftçon précoce dans l’étude au moment où

nous travaillions à mettre la technique au point En plus des sept échantillons pour lesquels

nous n’avons pas tenté l’analyse, des préparations chromosomiques de piètre qualité ont été

analysées sans succès pour deux autres échantillons. Nous avons donc apporté plusieurs

modifications à nos techniques de culture cellulaire et de récolte chromosomique ainsi que

d’entreposage des lames tel que décrit dans la section matériel et méthodes (Section 4, page

61). Pour trois autres échantillons, les préparations chromosomiques étaient de relativement

bonne qualité, mais les sondes subtélomériques ne s’hybridaient pas aux préparations

chromosomiques ce qui nous a amené à modifier le pr&aitement des lames pour le HSH.
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Ces modifications sont également décrites dans la section matériel et méthodes (Section 4,

page 63). Ainsi, sur l’ensemble des 15 échecs que nous avons connus au cours de l’étude,

seulement trois échecs demeurent sans explication. Vers la fin de l’étude, 24 échantillons

ont été analysés selon les nouvelles conditions de culture et de FTSH que nous avions mis

au point Sur ce nombre, l’analyse a été possible et complète pour 22 échantillons (92%).

Nous avons donc atteint notre premier objectif en déterminant que l’analyse muid

subtélomérique par HSH est possible pour les chromosomes d’amniocytes cultivés in situ.

Nous sommes confiantes que le transfert de l’analyse dans un contexte clinique aura

comme effet d’améliorer le rendement de la technique car les trois conditions nécessaires &

la réussite de l’analyse pourront être respectées sans contraintes: I) le passage de cultures

cellulaires jeunes sur lames, 2) le traitement des lames de préparations chromosomiques

avec une solution de pepsine/HCI avant le FISH et 3) l’hybridation de la trousse

mulfisondes sur des lames de préparations chromosomiques fraîchement récoltées. Le

laboratoire clinique a maintenant commencé à offrir cette analyse dans un contexte

clinique. Un résultat complet a été obtenu pour les 13 échantillons analysés jusqu’à présent

et les résultats ont été transmis aux cliniciens dans un délai raisonnable (6-14 jours après

l’analyse du caryotype).

Nous avons également tenté l’analyse pour deux échantillons de sang de cordon et

l’analyse a été impossible pour l’un d’eux. Pour l’autre échantillon, l’analyse a été possible,
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mais difIcilc, et nous avons dû reprendre l’hybridation de plusieurs sondes individuelles.

Bien que les préparations chromosomiques aient été de bonne qualité et que la trousse

Multiprobe-T (CvtocelÏ Technologies) soit conçue pour les chromosomes de lymphocytes,

l’hybridation n’a pas semblé efficace poux les échantillons de sang de cordon. Ceci

s’explique probablement par la présence dc protéines dans le sang de cordon qu’on ne

retrouve pas dans le sang périphérique après la naissance. Les échantillons de sang de

cordon sont généralement contaminés pal- le tissu conjonctif muqueux de soutien du cordon

ombilical (gelée de Wharton). Ainsi, le protocole d’hybridation recommandé par le

manufacturier n’est pas idéal pour ce type d’échantillon. Nous avons donc tenté le

prétraitement de FISH que nous avions mis au point pour les chromosomes d’amniocytes

cultivés in situ pour ces deux échantillons et ce, sans succès. Nous n’avons pas analysé un

nombre suffisant de spécimens de sang de cordon pour affirmer que le protocole de

multisondes standard n’est pas efficace pour ce type d’échantillon, mais nos résultats

suggèrent que les spécimens de sang de cordon devront être traités différemment des

spécimens de sang veineux et de liquide amniotique pour l’analyse multi-subtélomérique.

6.2 Remaniements subtélomériques cliniquement significatifs

En plus des cinq remaniements subtélomériques décrits dans l’article, nous avons

identifié une sixième anomalie d’intérêt clinique possible dans l’échantillon de sang de

cordon du patie1t 49. 11 s’agit d’une amplification dc signal apparemment de novo. La

fréquence des remaniements subtélomériques cliniquement significatifs dans notre
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population dc 49 foetus avec malformations majeures et caryotype normal est donc de 4-6%

(2-3/49) tout dépendant si nous considérons cette sixiàme anomalie comme significative ou

non. Cette fréquence est identique à celle rapportée récemment par Le Caignec et al. [2005]

dans une autre population de 49 foetus avec malformations multiples.

Chez le patient 13, le foetus a hérité un dérivé d’une transiocation équilibrée

maternelle résultant en une monosomie l4qter et une trisomie l6qter. Chez le patient 16, le

foetus a également hérité un dérivé d’une translocation équilibrée maternelle résultant dans

ce cas en une trisomie 2qter et une monosomie I 2qter. Cette môme transiocation a été

identi1ée chez d’autres membres dc la famille. Dans les deux cas, la translocation

équilibrée était visible sur les chromosomes lvmphocytaires maternels à plus haute

résolution, surtout pour un des deux dérivés de translocation (le dérivé l6qter pour le

patient 1 3 et le dérivé 2qter pour le patient 16). Dans les deux cas, le foetus a hérité de

l’autre dérivé de translocation rendant le remaniement d’autant plus cryptique à une

résolution de seulement 400 bandes. Ces résultats soulignent les limites de l’analyse

cytogénétiq ue prénatal e et montrent que certains remaniements chromosomiques peuvent

être plus difficiles à distinguer à l’état déséquilibré en raison de la présence d’un dérivé

pour lequel I’ anomalie est moins apparente.

Les remaniements subtélomériques des patients 13 et 16 ont été hérités d’un parent

porteur d’une translocation équilibrée. Ainsi, deux des trois remaniements subtélomériques
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ayant une signification clinique possible sont tbmiliaux. Une fréquence élevée (50%) de

remaniements subtélomériques familiaux a déjà été rapportée par plusieurs études [Knight

et al., 1999; flint and Knight, 2003; Adeyinka et al., 2005]. De plus, la fréquence des

remaniements chromosomiques familiaux semble être encore plus élevée (65%) lorsqu’il

s’agit d’un dérivé de translocation comme c’est la cas pour nos deux patients 13 et 16

[Adeyinh et al., 2005].

Chez le patient 13, les anomalies foetales diagnostiquées à l’échographie et à

l’autopsie corrèlent avec plusieurs traits phénotypiques décrits dans la littérature, pour soit

la monosomie l4qter (menton pointu et petite bouche) [de Vries et al., 2003; van

Kamebeek et al., 2002], soit la trisomie l6qter (anomalies rénales, pulmonaires, vertébrales

et cérébrales ainsi que hyperfiexion des doigts et des orteils) [Brisset et al., 2002] soit les

deux types d’anomalies chromosomiques (anomalies cardiovasculaires, hypertélorisme,

implantation basse des oreilles, fissures palpébrales basses, microstomie, philtrum long,

fente palatine, cou court, micrognafie ainsi que front haut et proéminent) [de Viles et al.,

2003; van Karnebeck et al., 2002; Brisset et al., 2002]. Ainsi, le phénotype de ce foetus

semble être le résultat de la combinaison des deux aberrations chromosomiques et donc des

gènes distaux situés en l4qter et en l6qter.

Chez le patient 16, les anomalies sévères diagnostiquées à l’échographie et à

l’examen clinique postnatal ne corrèlent pas avec le phénotype décrit dans la littérature

pour la trisomie 2qter. Les seules malformations majeures rapportées pour la trisomie 2qter
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sont des anomalies cardiaques et du système urinaire [Bird et Mascarello, 2001]. Le

phénotype très sévère de ce patient est donc possiblement davantage causé par la

monosomie l2qtcr pour laquclic il n’existe actuellement aucune description dans la

littérature. 11 est possible que la monosomie 12q de plus grande aille ne soit pas viable,

mais que la perte du petit segment de 6 Mb de notre patient ne soit pas suffisante pour

engendrer un avortement spontané. Nous avons ainsi publié la première description

clinique de la monosomie l2qter dans le cadre de cette étude.

Chez le patient 49, le signal du bras q était amplifié pour un des deux chromosomes

20 avec les deux sondes subtélomériques 81F12 (Cytoceil Technologies) et 2OQTELI4

(Vysis) qui sont produites à partir du même marqueur STS (de l’anglais Sequence Taged

Site) (2OQTEL14). Ceci suggère que la région couverte par les sondes pourrait être

dupliquée. Généralement, les duplications peuvent être visualisées et confirmées par le

FISH sur noyaux interphasiques qui peut montrer deux signaux distincts puisque les

chromosomes sont moins condensés. Toutefois, le FTSH interphasique chez ce foetus a

montré un signal amplifié sans révéler de duplication du signal 20qter. Il est également

possible que l’amplification du signal 20qter soit simplement un polymorphisme détecté

par les deux sondes ou un variant subtélomérique sans conséquence phénotypique.

Cependant, aucun cas semblable n’a été décrit dans la littérature et puisque l’anomalie n’est

pas portée par les parents du foetus, on ne peut éliminer la possibilité d’un effet

phénotypique. Quatre gènes sont localisés dans la région d’hybridation des sondes
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subtélomériques selon la carte génique NC3I (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) OPRLJ,

NPBWR2, MYT] et PCMT2 (figure 1). Dc plus, des malformations du système nerveux

central ont été diagnostiquées chez ce foetus et trois de ces gènes sont impliqués dans le

développement ou le fonctionnement de ce système OFRL] code un récepteur dc protéine

G qui est possiblement impliqué dans plusieurs activités cérébrales (particulièrement la

régulation des réactions instinctives et émotionnelles), NPBWR2 code un récepteur de

protéine G exprimé dans le cortex frontal et MYTJ code un facteur de transcription de la

myéline neurospécifique. Il serait donc intéressant d’investiguer davantage l’amplification

de signal 2oqter observée au FISH métaphasique et interphasique.
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figure 1: Gènes possiblement dupliqués sur le chromosome 20qter. A) Idiogramme du
chromosome 20 montrant la taille de 62 Mb du chromosome complet. B) Grossissement
des 500 kb d’ADN terminal du chromosome 20q (20q13.33) montrant la localisation des
sondes subtélomériques commerciales (rouge) produites à partir du marqueur STS
2OQTELI4 ainsi que les quatre gènes (bleu) localisés dans la région d’hybridation des
sondes. figure modifiée de NCBI Map Viewer [http://www.ncbi.nlm.nihgov/mapview/j.
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La technique de Fiber-FISH avec les deux mêmes sondes subtélomériques 81F12

(Çvtocell Technologies) et 2OQTEL14 (Vysis) aurait permis de mieux étudier

l’amplification du signal 20qter chez le patient 49. Cette technique consiste à étirer

mécaniquement la chromatine chromosomique en des filaments avant l’hybridation des

sondes ce qui nous aurait permis de visualiser une duplication dc très petite taille (1 kb) par

la présence de deux signaux fluorescents séparés. Cependant, la suspension de cellules

fixées du foetus a été épuisée, cc qui nous a empêché de tenter cette technique. Toutefois,

du tissu foetal hépatique serait disponible. II serait donc possible d’eflctuer une technique

de RT-PCR (de l’anglais, real lime polymerase chain reaction) à partir d’amorces

spécifiques aux quatre gènes de la région 20qter. La comparaison du nombre de copies des

gènes de l’ADN du foie foetal et de l’ADN lymphocytaire des deux parents permettrait de

confirmer s’il s’agit réellement d’une duplication vraie affectant des gènes actifs ou d’un

simple polymorphisme détectée par les sondes subtélomériques.

63 Polymorphismes et variants familiaux

Les subtélomères sont des régions hautement polymorphiques en raison de leur

structure complexe et dc l’homologie des blocs subtélomériques de diffifrents

chromosomes. Ces caractéristiques favorisent la recombinaison ectopiquc qui, en retour,

crée d’autres polymorphismes [Mefford et Trask 2002]. Un taux élevé de polymorphismes

sans conséquence clinique des régions subtélomériques a été rapporté par plusieurs études
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[Ballif et al.. 2000]. Nous avons observé le même phénomène dans notre population de

foetus avec malformations majeures en identifiant trois polymorphismes ou variants

subtélomériques (6%). La présence de polymorphismes dans ces régions peut compliquer

considérablement l’interprétation des résultats d’analyse, particulièrement dans les cas de

remaniements subtélomériques de novo. De plus, les polymorphismes détectés par les

sondes subtélomériques commerciales ne sont pas encore mus bien décrits. En effbt, dans le

cadre de notre étude, nous avons identifié un polymorphisme fréquent (patients 32), un

polymorphisme décrit une seule fois dans la littérature (patient 34) ainsi qu’un nouveau

variant fhmilial jamais été décrit auparavant (patient 27). fi est donc important de rapporter

les polymorphismes détectés par les sondes subtélomériques des trousses commerciales afin

de déterminer leur fréquence et permettre une meilleure interprétation des résultats

d’analyse.

Chez le patient 32, la sonde D2S2986 (Cytoceil Technologies) n’a pas hybridé au

niveau du subtélomère du bras q d’un des deux chromosomes 2. Toutefois, la sonde

D2S447 (CytoceIl Technologies) localisée à 17 kb en proximal de D2S2986 était présente.

Ce polymorphisme de délétion 2qter a déjà été rapporté dans 54 cas et semble être le

polymorphisme subtélomérique le plus fréquent [Hengstschlàger et al., 2005]. En 2000,

Ballif et collègues ont rapporté une fréquence de 5% dans une cohorte de 154 patients.

Toutefois, la fréquence réelle de ce polymorphisme est difficile à évaluer car la majorité

des groupes de recherche ne le rapporte plus. Pour permettre la détection de ce
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polymorphisme, les deux sondes subtélomériques, D2S2986 et D2S447, sont maintenant

présentes dans la frousse Muftiumbe-T(Cytoceil Technologies).

Chez le patient 34, le signal du bras q d’un des deux chromosomes 4 était amplifié

avec la sonde dJ963K6 (Cvtocell Technologies), mais pas avec la sonde D4S2930 (15’sis).

Ce polymorphisme a déjà été rapporté une fois dans la littérature. Dans le cas rapporté,

l’amplification dc signal apparaissait comme une duplication ou une triplication sur noyaux

intcrphasiques, nous n’avons pas observé ce phénomène chez notre patient [Hengstscfflàger

et al., 2005]. Un autre polymorphisme 4q a déjà été observé au laboratoire avec la même

sonde subtélomérique. Dans ce cas, le signal 4qter était très faible chez un enfant avec

retard mental ainsi que chez sa mère normale [Frédérique Tihy et Emmanuelle Lemyre.

2006. Remaniements subtéomériques: du postnatal au prénatal. C Journées Génétiques.

RMGA]. De plus, dans l’étude d’une population contrôle, une délétion 4q a été rapportée

chez deux individus normaux [Joyce et al., 2001]. Malheureusement, les parents du patient

34 n’étaient pas disponibles pour confirmer que l’amplification de signal 4qter du ftetus

était héritée.

Chez le patient 27, les deux sondes subtélomériques D2S2983 (Cytoceil

Technologies) et WJyRM2O52 (Jvsis) n’ont pas hybridé au niveau du bras p d’un des deux

chromosomes 2 indiquant une délétion 2pter. Le père et la grand-mère paternelle sains du

foetus portent la même anomalie subtélomérique ce qui suggère que la délétion n’explique
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probablement pas le phénotype anormal du foetus. Toutefois, selon la carte génique NCBI

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/], deux gènes sont localisés dans la région chromosomique

possiblement délétée SH3YL] dont le rôle est inconnu et ACF] qui code une

phosphotyrosine phosphatase (Figure 2). Ainsi, nous ne pouvons éliminer la possibilité

d’un effet récessif de ces gènes sur le phénotype du foetus. Le phénotype normal des

porteurs de cette microdélétion pourrait aussi être expliqué par un effet d’empreinte

maternel, mais le phénomène d’empreinte parentale n’a pas été rapportée dans cette région

du génome jusqu’à présent [1-leide et al., 2000]. Ainsi, l’hypothèse la plus plausible est

qu’il s’agisse d’un variant familial rare.
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Figure 2 Gènes possiblement délétés sur le chromosome 2pter. A) Idiogramme du
chromosome 2 montrant la taille de 243 Mb du chromosome complet. B) Grossissement
des 500 kb d’ADN terminal de 2pter (2p25.3) montrant les deux BACs (rouge et vert)
délimitant le point de cassure situé entre 137-330 kb du télomère ainsi que les deux gènes
(bleu) localisés dans la région possiblement délétée. Figure modifiée de NCBI Map Viewer
[www.ncbinlm.nih.gov/mapview/1.
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En effet, de plus en plus de variants chromosomiques familiaux sans conséquence

phénotypique commenccnt à être décrits depuis l’instauration des techniques de marquagc

dc hautc résolution et de cytogénétique moléculaire en laboratoire clinique. Ces vadants

fkmiliaux sont généralement de deux types: 1) les anomalies chromosomiques

déséquilibrées où le nombre de copies dc plusieurs gènes est soit diminué ou augmenté

d’unc copie suite à une délétion ou une duplication et 2) les variants euchromatiques qui

résultent d’une variation du nombre de copies d’un segment d’ADN contenant des gènes et

des pseudogènes qui sont polymorphiques dans la population générale et qui apparaissent

comme des duplications lorsque de multiples copies sont présentes. Barber [2005] a étudié

les conséquences phénotypiques dc 200 Ihmilles dont 130 portaicnt des anomalies

chromosomiques déséquilibrées ct 70 portaient un des cinq variants euchromatiques

documentés jusqu’à présent: 8p23.l, 9p12, 9q12, l5ql 1.2 et l6pl 1.2. Les résultats de cette

étude démontrent que pour 54% des familles porteuses d’un variant euchromatique, aucun

individu ne préscnte un phénotype anormal comparativement à seulement 12% des familles

porteuses d’une anomalie chromosomique déséquilibrée. Inversement, seulement 2% des

familles porteuses d’un variant cuchromatique comportent plusieurs individus ayant des

traits phénotypiques anonnaux communs comparativement à 59% des familles porteuses

d’une anomalie chromosomique déséquilibrée. Ces résultats soulignent l’importance de

déterminer l’origine de l’absence, et plus particulièrement de l’amplification, d’un signal

lors des techniques de cytogénétique moléculaire et de demeurer vigilant lors dc

l’interprétation de la signification clinique de ces résultats [Barber, 2005].
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6.4 BACs mal cartographiés

Un total de 7% (2/26) des BACs que nous avons hybridés pour déterminer les

points de cassure des remaniements subtélomériques étaient mal cartographiés. Ces

résultats sont comparables à cc qui a déjà été rapporté dans la littérature. En 2005, Bejjani

et al. ont étudié par HSH 906 BACs sélectionnés à partir des cartes génomiques des bases

de données NCBI [hup:llwww.ncbi.nlm.nih.gov/] et UCSC Genome Browser

[http://genomc.ucsc.edu/]. Sur ces 906 BACs, ils ont trouvés des problèmes avec 317

clones (35%): 61 BACs (7%) étaient mal cartographiés, 149 BACs (16%) présentaient de

l’hybridation croisée et 107 BACs (12%) ne s’hybridaient pas selon les conditions

expérimentales standard. Ces résultats démontrent qu’il est primordial de localiser les

BACs sur un contrôle avant dc les utiliser, même s’ils ont déjà été cartographié par d’autres

groupes dc recherche comme c’était le cas pour nos deux BACs mal cartographiés. Les

BACs étudiés par Bcjjani et al. [2005] ainsi que ceux que nous avons utilisés au cours de

notre étude n’étaient pas tous situés au niveau des subtélomôrcs et on peut supposer qu’un

plus grand nombre de clones seront mal cartographiés et présenteront de l’hybridation

croisée au niveau de ces régions due à leur structure hautement variable et à leur

homologie.

6.5 Impact clinique

La fréquence moyennc des remaniements subtélomériques chez les enfants avec

retard mental est d’environ 6% [Bieseker et aI., 2002]. Certains auteurs estiment qu’environ
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50% des remaniements subtélomériques sont détectables à une résolution chromosomique

dc 500-550 bandes ce qui suggère que la fréquence des remaniements réellement cryptiques

est peut-être surévaluée dans les études postnatales [Jalal et al., 2003z Yu et al., 2005].

Effectivement, la plus importante étude de cohorte publiée jusqu’à présent a rapporté une

fréquence de remaniements subtélomériques cryptiques de seulement 2,5% dans une

cohorte de li 688 patients avec retard de développement et caryotype normal à une

résolution de 550 bandes [Ravnan et al., 2005]. La résolution standard de l’analyse

cytogénétique prénatale des amniocytes est moindre que celle des lymphocytes sanguins,

soit 400 bandes [Horsman, 1994]. Nous avons rapporté une fréquence de remaniements

subtélomériques de 4-6% dans une cohorte de 49 foetus avec malformations majeures à

l’échographie et un caryotype normal à une résolution standard d’au moins 400 bandes. Il

en est de même pour la seule autre étude de cohorte prénatale publiée jusqu’à présent [Le

Caignec et al., 2005]. À priori, notre hypothèse s’est avérée valable avec une fréquence de

remaniements subtélomériques chez les foetus avec malformations comparable à celle

retrouvée chez les enfants avec retard mental. Cependant, d’autres études similaires seront

nécessaires pour confirmer nos résultats et vérifier la validité de cette hypothèse.

Nos résultats semblent montrer que les remaniements subtélomériques jouent un

rôle important dans le développement dc malformations congénitales. De plus, le résultat de

l’analyse multi—subtélomérique a un impact majeur oir la famille. La détection de ce type

de remaniement dans la période prénatale permet d’offrir aux parents un conseil génétique
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approprié afin qu’ils soient en mesure de prendre une décision éclairée sur la poursuite ou

l’interruption de la grossesse. fi est cependant important de noter que la nature hautement

polymorphiquc des subtélomères fuit en sorte qu’il hut être très prudent lors de

l’interprétation des résultats d’analyse; surtout lorsque la signification clinique d’un

remaniement subtélomérique n’est pas confirmée, et ce, particulièrement dans un contexte

prénatal. À plus long terme, les résultats de l’analyse multi-subtélomérique sont utiles pour

le suivi médical des bébés et des autres membres de la famifle porteurs de remaniements

subtélomériques ainsi que pour la planification de futures grossesses. fi nous semble donc

indiqué d’offrir cette analyse dans un contexte clinique, ce qui a été implanté dans le

laboratoire clinique depuis quelques mois.

Il a été difficile jusqu’à présent de déterminer les indications cliniques de l’analyse

dans les populations postnatales [de Vries et al., 2001; Walter et al., 2004]. Les critères

d’inclusion sont très différents d’une étude à l’autre, ce qui explique probablement la

grande variabilité dans la fréquence de remaniements subtélomériques rapportée par les

différents groupes de recherche (2-29%) [Ravnan et al., 2005]. Pour le moment, nous avons

observé que tous les foetus présentant un remaniement subtélomérique dans notre

population et dans les autres cas rapportés jusqu’à présent avaient des malformations

multiples [Kilby et al., 2001; Souter et ai, 2003; Iqbal et al., 2005; Le Caignec et al., 2005

et autres]. Ainsi, les indications de l’analyse multi-subtélomérique prénatale devraient
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pmbablcment inclure la présence dc plus d’une malformation majeure à l’échographie,

mais un plus grand nombre d’études sera nécessaire pour raffiner ces indications cliniques.

6.6 Perspectives futures

Même si les critères cliniques de l’analyse seront mieux définis dans quelques

années grâce à un plus grand nombre d’études, il est fort possible que ceux-ci demeureront

larges comme c’est le cas chez les enfants avec retard mentaL Cependant, les remaniements

subtélomériques sont souvent des dérivés de nnslocation impliquant deux chromosomes

cc qui contribue largement à la variabilité des phénotypes observés. Ainsi, le phénotype

clinique donne rarement des indices sur les chromosomes impliqués dans les remaniements

ce qui engendre la nécessité d’analyser tous les chromosomes pour chaque patient.

L’analyse multi-subtélomérique est susceptible d’être efièctuée pour un grand nombre de

foetus ce qui risque de surcharger les laboratoires cliniques. Effectivement, une centaine des

échantillons référés au laboratoire de cytogénétique prénatale du CHU Sainte-Justine

présentent des anomalies foetales majeures à l’échographie et un caryotype normal. Ce

chiffre se traduit en 200-300 cas par année pour l’ensemble de la province du Québec. Le

FISH mulfi-subtélomérique est actuellement la technique la plus utilisée et la plus

accessible aux laboratoires cliniques, mais elle requiert beaucoup de temps. Ainsi, il sera

intéressant de trouver d’autres méthodes possiblement automatisables si l’analyse

subtélomérique prénatale devient une pratique courante en laboratoire clinique. Nous

discutons ici des avantages et désavantages des principales méthodes d’analyse possibles.
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6.6.1 FISH mulficouleun

Au cours des dernières années, plusieurs techniques de HSH multicouleurs ont été

développées permettant la visualisation du caqotype entier dont le SKY (de l’anglais,

spectral karyotyping), le M-FTSH (de l’anglais, multipla fluorescence in situ

hybridization) et le COBRA (de l’anglais, combined binwy ratio labeling). Ces techniques

sont basées sur l’utilisation de sondes de peinture chromosomique et de différentes

combinaisons de fluorochromes. Elles permettent ainsi d’attribuer une couleur particulière

à chacune des paires de chromosomes. Elles sont très utiles pour l’analyse des cellules

cancéreuses puisqu’elles permettent la visualisation simultanée plusicurs remaniements

d’un complément chromosomique [Speicher et al., 1996; Tanke et al., 1999]. Cependant,

les tcchniqucs de FISH multicouleurs ne permettent pas la détection de certaines anomalies

impliquant l’ADN d’un même chromosome, telles que les délétions et les inversions. De

plus, ces techniques nc permettent pas une résolution suffisante pour la détection des

remaniements subtélomériques de petite aille puisque les sondes disponibles contiennent

peu de séquences spécifiques à ces régions [Holinski-Feder et al., 2000].

Des techniques dc HSH multicouleurs utilisant des sondes spécifiques aux régions

subtélomériques ont donc été développées tels que les techniques de HSH télomériques

multiplex (M-TEL et TM-FISH de l’anglais, telomeric multipla fluorescence in situ

hybrUization). Ces techniques utilisent différentes combinaisons de fluorochromes

produisant un nombre suffisant de différentes couleurs pour visualiser les régions

subtélomériques de tous les chromosomes après deux hybridations successives dans le cas
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du M-TEL et après une seule hybridation pour le TM-FISH [Bmwn et al., 2001; Henegariu

et al., 2001]. Le principal avantage de ces techniqucs est leur rapidité d’exécution et

d’analyse par rapport au HSH multi-subtélomérique standard qui est beaucoup plus ardu

puisqu’il faut analyser chaque chromosome individuellement Cependant, les techniques de

FISH multicouleurs sont très coûteuses et très peu de laboratoires cliniques possèdent

actuellement l’équipement informatique et microscopique nécessaire à l’analyse.

6.62 MAPH

Récemment, le MAPH (de l’anglais, ,nuftila ampflflable probe 4vbfldizadon) a

été développé pour déterminer l’altération du nombre de copies de difièrents segments

génomiques spécifiques [Ânnour et al., 2000; White et al., 2004]. Le principe de cette

méffiodc est l’hybridation de sondes spécifiques à l’ADN génomique immobilisé sur une

membrane de nylon. Après l’hybridation, les sondes liées à la membrane de nylon sont

amplifiées par PCR (de l’anglais, polymerase chain reaction) grâce à des amorces

marquées à la fluorescence ou à la radioactivité (Figure 3). Les fragments amplifiés sont

séparés sur gel en fonction de leur aille ce qui permet de déterminer le nombre de copies

de chaque segment génomique [Rooms et al., 2005]. Différentes séries de sondes

permettant l’analyse simultanée des régions subtélomériques de tous les chromosomes

(avec l’exception du subtélomère du bras p des chromosomes acmcenffiques) ont été

développées dont une incluant des sondes spécifiques à des segments interstitiels [Sismani

et al., 2001; Hollox et al., 2002; Kriek et al., 2004]. La détection de microduplications de

plus petite aille que le FISH, la possibilité d’analyser des segments interstitiels et les
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faibles coûts de l’analyse sont les principaux avantages du MAPH. Toutefois, cette

technique ne détecte pas les remaniements chromosomiques équilibrés ce qui est un

inconvénient majeur puisque la détection de ce type de remaniement a un impact important

sur le conseil génétique offert aux familles concernées pour la planification de futures

grossesses. De plus, les résultats d’analyse doivent être confirmés par une autre méthode,

telle que le FISH [Rooms et al., 2005].

Ensemble de sondes pouvant
être amplifiées par une seule

Separation sur gel et analyse
paire d amorces.

des resultats
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Dénaration PCR avec amorces
marquées

Figure 3 t Principe de la technique de MAPH. Figure modifiée de Leiden ivfuscular Dvstrophv

pages 2004 [http://www.dmd.nl/DMDMAPH.htmll.
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6.6.3 MLPA

La méthode dc MLPA (dc l’anglais, Multiplex ligation-dependent peobe

amplification) est semblable au MAPH, mais clic est techniquement plus simple puisqu’elle

ne requiert pas l’immobilisation dc l’ADN génomique sur une membrane de nylon

[Schouten et ai., 2002; White et al., 2004]. Cette technique consiste en l’hybridation de

sondes adjacentes qui sont par ia suite liées par une étape dc ligation. Comme dans le

MAPI-I, suite à l’hybridation, les sondes sont amplifiées par PCR grâce à des amorces

marquées à la fluorescence ou à la radioactivité (figure 4). Les fragments d’ADN amplifiés

sont par la suite séparés en fonction dc leur taille par électrophorèse capillaire sur gel cc qui

permet dc déterminer le nombre de copies de chaque segment génomique [Rooms et ai,

2005]. Cette méthode présente les mêmes avantages et inconvénients que le MAPH.
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6.6.4 RT-PCR

Le principe du RT-PCR (de l’anglais, Rail tinte polymerase chaine reaction) se

base sur le fait que la quantité d’ADN dans l’échantillon du patient détermine le nombre de

cycles d’amplification qui est nécessaire pour atteindre un plateau. La quantification de

l’ADN amplifié se fait en ajoutant un fluorochrome intercalant tel que le SYBR-green dans

le milieu réactionnel. Cette étape permet de déterminer le nombre de copies de chaque

segment d’ADN amplifié et assure la détection de microduplications de plus petite taille

quc lc HSH [Rooms et al., 2005]. Une série d’amorces permettant l’amplification des

régions subtélomériques de mus lcs chromosomes, incluant les chromosomes

acrocenffiques, a été développée et testée sur une cohorte de 20 patients ayant des

remaniements subtélomériques connus et 20 contrôles négatifs. Dans cette étude, tous les

remaniements ont été identifiés et aucun résultat faussement positif n’a été détecté ce qui

démontre l’intérêt clinique potentiel de cette méthode [Boehm et al., 2004]. De plus, cette

technique est automatisable et permet l’ajout d’amorces spécifiques à des segments

interstitiels. Curieusement aucune étude de cohorte de patients avec retard mental n’a été

rapporté jusqu’à présent ce qui serait nécessaire pour mieux évaluer l’intérêt et la faisabilité

de cette technique dans un contexte clinique. Les principaux désavantages du RT-PCR sont,

tout comme les autres techniques décrites, l’impossibilité de détecter les remaniements

chromosomiques équilibrés et la nécessité de confirmer les résultats par une autre technique

comme le FISH [Rooms et 42005].



120

6.6.5 Analyse de marqueurs polymorphiques

L’analyse de marqueurs polymorphiques situés près des télomères peut être utilisée

pour détecter les remaniements subtélomériques [Overliauser et al., 1989; Wilkie, 1993].

Des études de cohortes utilisant des marqueurs VNTR (de l’anglais, variable number

tandem repeat) et des marqueurs de type microsatellite ont été rapportées jusqu’à présent

[Flint et al., 1995; Slavotinek et al., 1999]. L’analyse des VNTR est trop laborieuse pour

être applicable à un contexte clinique puisque cette méthode requiert l’analyse de l’ADN du

patient et des deux parents par buvardage de type Sotitheru. L’analyse des marqueurs de

type microsatellite ne présente pas ce problème puisqu’il est possible d’automatiser la

techniqcte [Colleaux et al., 2001]. Cependant, il n’est pas possible d’analyser les régions

subtélomériques de tous les chromosomes d’un patient par l’analyse de marqueurs

microsatellites. Malgré le polymorphisme de ces marqueurs, chaque patient est homozygote

pour un certain nombre d’entre eux au niveau de quelques extrémités chromosomiques.

Dans ces cas, il n’est pas possible dc reconnaître la différence entre l’homozygotie et la

délétion d’un marqueur [Rooms et al., 2005]. Théoriquement, ce problème peut être évité

en analysant un plus grand nombre de marqueurs pour les chromosomes concernés

[Borgione et al., 2001]. Cependant, peu de marqueurs microsatellites sont situés près des

télomères et il n’est pas toujours possible dans la pratique d’en analyser un plus grand

nombre. Les principaux avantages de l’analyse des marqueurs polymorphiques est qtie ces

techniques permettent la détection de la disomie uniparentale et des duplications de très

petite taille ce qui n’est pas le cas des techniques de FISH. Toutefois, ces techniques ne
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détectent pas les rcmaniements chromosomiques équilibrés. De plus, plusieurs résultats

faussement positifs ont été rapportés jusqu’à présent dû à des polymorphismes de taille des

régions subtélomériqucs ce qui engendre la nécessité de confirmer les résultats d’analyse

par une autre méthode, telle que le FISH [Rooms et aL, 2005; Rosenberg et al., 2001].

6.6.6 Criblage génomique

Les nouvelles techniques permettent la détection de microremaniements

chromosomiques dans l’ensemble du génome; elles ne sont pas restreintes aux régions

subtélomériques. Le CGH est une méthode conçue à partir d’une modification du FISH.

Dans cette technique, l’ADN génomique du patient (marqué par un fluorochrome vert) et

d’un confrôlc (marqué par un fluorochrome rouge) sont hybridés sur une lame de

préparation de chromosomes métaphasiques normaux. Des altérations du nombre de copies

de segments génomiques de l’ADN du patient sont détectées par la différence du ratio des

deux fluorochromes: un gain d’ADN se voit en vert alors qu’une pcrte d’ADN se voit en

rouge (Figure SA). Ainsi, le CGH permet d’étudier toute la longueur des chromosomes et

non seulement les régions subtélomériques. Cependant, la résolution de la technique du

CGH est limitéc (-.3-10 Mb) puisque l’hybridation est effectuée sur des chromosomes

métaphasiques ce qui a amené le développement du CGH sur micropuces [R.ooms et al.,

2005].
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Les micropuces de CGH consistent en un support solide sur lequel sont fixés des

clones (BACs) génomiques. L’hybridation de l’ADN génomique du patient et de l’ADN

génomique d’un contrôle (marqué respectivement en vert et en rouge) permet la détection

de duplications et de délétions dc pius petite taille que le CGI-I standard et acigmente

considérablement la résolution de l’analyse (Figure 53) [Solinas-Toldo et al., 1997]. La

série de sondes subtélomériques commerciales a été optimisée et adaptée au CGH sur

micropuces par Vcltman et al. en 2002. Par la suite, une micropuce de CGH constituée de

BACs distancés de 1-3 Mb couvrant l’ensemble du génome a été développée [Snijders et al,

2001; F iegler et al., 2003; Vissers et al., 2003] et commercialisée (AcacÏemia/Spectral

Genomics) permettant la détection des duplications et délétions subtélomériques et

interstitielles. Plus récemment, une micropuce composée de plus de 32 000 clones distancés

dc seulement 100 kb pour couvrir l’ensemble du génome a été développée [Ishkanian et al.,

2004] et est maintenant disponible sur le marché (AcacÏemia).

Des cohortes de patients avec retard mental ont commencé à être étudiées avec cette

micropuce et la fréquence des microremaniements chromosomiques retrouvée est d’environ

l0Y0 (5-20Yo) [Vissers et al., 2003; Shaw-Smith et al., 2004 Schoumans et al., 2005]. Ces

résultats postnataux sont comparables à la fréquence de 8-10% dc microremaniements

chromosomiques rapportés dans la seule cohorte prénatale de foetus avec malformations à

l’échographie étudiée par CGI-l sur micropuce [Le Caignec et al. 2005]. Certains groupes

dc recherche ont commencé à investiguer l’application de cette analyse dans un contexte



123

clinique prénatal [Larrabee et aI., 2004; Rickman et al., 2006; Sahoo et ai, 2006, Van den

Veyver et Beaudet, 2006]. Cependant comme les polymorphismes détectables par les

BACs utilisés ne sont pas encore décrits, il est très difficile d’évaluer la signification

clinique des résultats de l’analyse. De plus, on estime qu’environ 35% des clones utilisés

pour construire les micropuces ne sont pas efficaces pour des raisons variables: mal

caftographiés, hybridation croisée et absence d’hybridation.

Malgré que le CGH sur micropuces soit une technique très rapide et sensible, elle

est peu utilisée actuellement car elle est très coûteuse et la majorité des laboratoires

cliniques ne possèdent pas l’équipement nécessaire. De plus, il faut demeurer très prudent

lors de l’interprétation des résultats en raison des polymorphismes possibles et du manque

de spécificité des clones. Pour ces raisons, l’ADN des parents doit toujours être analysé

parallèlement à l’ADN du patient ce qui triple les coûts. Un autre désavantage considérable

de cette technique est qu’elle ne permet pas la détection des remaniements chromosomiques

équilibrés.



A) ADN génomique à tester marqué
par un fluorochrome vert

ADN génomique contrôle marqué
par un fluorochrome rouge

— —
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-
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B)
ADN génomique à tester marqué

par un fluorochrome vert
ADN génomique contrôle marqué

par un fluorochrome rouge

figure 5: Principe de la technique de CGH. A) CGH sur chromosomes métaphasiques. B)
CGH sur micropuce. f igure modifiée de Siffroi et Chantot-Bastaraud [2004].
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Récemment, un autre type de micropuce a été développé permettant l’analyse du

génome complet à l’aide dc marqueurs polymorphiques de type SNP (de l’anglais, single

nucteoticle polemoiphisin). Le principe de la technique se base sur l’hybridation d’une très

petite quantité d’ADN génomique (marqué par un fluorochrome) sur un support solide

contenant des oligonucléotides spécifiques à des SNPs couvrant l’ensemble du génome.

L’analyse de l’ADN du patient et de ses deux parents doit se faire en parallèle. Lors de

l’analyse des résultats, les duplications/délétions sont identifiées en comparant les ratios de

fluorescence dc chaque SNP du patient et de ses parents. Ainsi, cette méthode est simple,

efficace et automatisable. De plus, l’analyse des SNPs permet de la disornic uniparentale ce

qui constitue avantage considérable [AÏtug-Teber et al., 2005; Brucc et al., 2005; Slater at

al., 2005].

Friedman et al. [2006] ont étudié la fréquence des remaniements chromosomiques

clyptiqctes à l’aide de micropuces dc SNPs dans une cohorte de 100 enfants avec retard

mental et ont rapporté une fréquence de 11%. Ce résultat est comparable à ceux des études

avec les micropuces de CGH, mais les remaniements détectés étaient de plus petite taille (

37,6 kb). En effet, les micropuces de SNPs offre une meilleure résolution que le CGH. Au

cours des dernières années, des micropuccs constituées de SNPs distancées 300 kb, 30 kb,

10 kb et 6 kb ont été développées [Rauch et al., 2004; Slater et al., 2005; Friedman et al.,

2006; Peiffer et al., 2006] et commercialisées (Ajfrnetrix/Illutmina). Ainsi, le criblage

génomique par des marqueurs SNPs est actuellement la méthode offrant la meilleure
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résolution pour la détection des microremaniements chromosomiques ce qui fut qu’elle est

très attrayante. Le désavantage majeur de cette méthode par rapport au CGH sur

micropuces est la sous-représentation des SNPs dans les régions subtélomériques. Aussi,

comme pour les autres études de marqueurs polymorphiques, les polymorphismes détectés

ne sont pas décrits, les remaniements chromosomiques équilibrés ne sont pas détectés et les

résultats snonnaux doivent être confirmés par une autre technique comme le HSH.

6.7 ConclusIon

Nous avons mis au point une technique de FISH multi-subtélomérique efficace pour

la détection des remaniements subtéloméiiques sur les chromosomes d’amniocytes. À

l’aide de cette technique, nous avons identifié une fréquence significative (4-6%) de

remaniements subtéloméiiques ciypdques dans une première cohorte québécoise de foetus

avec malformations majeures à l’échographie. De plus, nos résultats confirment ceux de h

seule autre étude de cohorte publiée jusqu’à présent [Le Caignec et al., 2005]. 11 nous

semble donc indiqué d’offiir cette analyse dans un contexte clinique prénatal.

Malgré son efficacité, ic HSH multi-subtélomérique est une technique laborieuse ct

cet aspect devra être considéré pour l’implantation de l’analyse subtélomérique de façon

routinière dans l’investigation des malformations foetales. Nous avons discuté plusieurs

autres méthodes dc détection des remaniements subtélomériques qui ont été développées au

cours des dernières années. Cependant, il est difficile de comparer le rendement de ces
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différentes techniques puisque plusieurs d’entre elles n’ont été testées que sur des

remaniements connus. De plus, les critères d’inclusion des patients diffèrent largement dans

les différentes études de cohorte. Ainsi, le choix de la méthode d’analyse devra se faire en

fonction du nombre de patients à analyser et des infrastructures de chaque laboratoire.

Les techniques permettant le criblage de l’ensemble du génome pour des

remaniements cryptiques subtélomériques et interstitiels sont d’un intérêt clinique

particulier. Des microdélétions interstitielles connues sont responsables de plusieurs

syndromes dysmorphiques syndrome de DiGeorge (délétion 22q1 I), syndrome de Prader

Willi (délétion paternelle 1 5q 11-13), syndrome d’Angelman (délétion maternelle 1 5q Il -

13), syndrome de Williams-Beuren (délétion 7ql 1.23) et syndrome de Smith-Magenis

(délétion l7pl 1.2) [Budarf et Emanuel, 1997]. En sachant qu’environ 6% des enfants avec

retard mental et que 4-6% des foetus avec malformations majeures présentent des

remaniements subtélomériques, on peut supposer qu’un pourcentage significatif de ces

deux populations de patients présentera également des remaniements chromosomiques

clyptiques interstitiels. Les études récentes effectuées à l’aide de micropuces de CGH ou de

SNPs tendent à confirmer cette hypothèse en rapportant une fréquence d’environ 10% de

microremaniements chromosomiques, tant chez les patients avec retard mental que chez les

foetus avec malformations à l’échographie.
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Les recherches des prochaines années se pencheront sans doute davantage sur le

criblage génomique à l’aide de micropuces de CGH ou de SNPs afin de connaître le rôle de

l’ensemble des remaniements chromosomiques cryptiques dans le développement du retard

mental et des malformations congénitales ainsi que la pertinence d’offrir l’analyse.

Cependant, il est important de considérer que les régions subtélomériques, qui sont riches

en gênes et très propices aux remaniements, ne sont pas bien représentés dans les banques

de clones et d’oligonucléotides utilisées pour construire ces micropuces, particulièrement

pour les micropuces de SNPs. De plus, nous manquons actuellement de connaissances sur

les polymorphismes détectés par ces méthodes.

Malgré que le criblage génomique soit d’un intérêt marqué, cette technique ne

démontre pas encore une fiabilité suffisante pour une implantation en clinique. Ceci est

particulièrement vrai dans un contexte prénatal où les résultats d’analyse peuvent mener à

l’interruption d’une grossesse. De plus, les méthodes de criblage génomique ne permettent

pas la détection des remaniements chromosomiques équilibrés ce qui limite le conseil

génétique pouvant être offert aux parents ainsi que le dépistage prénatal lors d’une

prochaine grossesse. Le FISH demeure donc la méthode la plus sûre, la plus accessible et la

plus utilisée actuellement pour la détection des remaniements subtéloméfiques cryptiques

dans les laboratoires cliniques.
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