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TECHNIQUE

Ce que le PRINS peut faire pour vous

Franck Pellestor

e développement des tech-

niques d’hybridation in situ

fluorescente (FISH) a consti-

tué une véritable révolution

méthodologique dans le
domaine de la cytogénétique, et a
conduit a I’émergence d’'une nou-
velle pratique, la cytogénétique molé-
culaire. La technique FISH et son
vaste champ d’applications ont été
présentés récemment dans ces
colonnes [1]. La FISH n’est cepen-
dant pas la seule innovation qu’ait
connu la cytogénétique au cours des
10 dernieéres années. Une approche
radicalement différente de I'identifi-
cation chromosomique in situ a été
introduite en 1989 par Jorn Koch
(Aarhus, Danemark), sous l'appella-
tion de PRimed IN Situ labeling ou
PRINS [2]. Lentement, mais sure-
ment, la technique PRINS suscite
I'intérét des laboratoires de cytogéné-
tique. Le nombre de ses applications
ne cesse de croitre, tant en recherche
qu’en diagnostic, car cette méthode
présente des avantages qui en font
un complément, voire une alterna-
tive intéressante aux techniques
FISH.

du PRINS

L’originalité du PRINS réside dans
I'utilisation de courtes amorces oligo-
nucléotidiques de synthese (de 18 a
35 nucléotides) qui, une fois appa-
riées in situ a leurs séquences com-
plémentaires sur 'ADN cible déna-
turé, vont servir de points d’initiation
a une réaction d’élongation catalysée
par une polymérase, en présence
d’un mélange de nucléotides. La

I Principe et avantages
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visualisation des fragments d’élonga-
tion engendrés in silu résulte de
I'incorporation enzymatique dans ces
fragments d’un nucléotide fluores-
cent ou couplé a un hapténe détec-
table par chimio-luminescence
(figure 1). La réaction PRINS com-
bine donc la forte spécificité d’une
réaction de PCR a la localisation cyto-
logique de séquences cibles. Comme
pour toutes les réactions de PCR, il
est possible de moduler a I'infini la
séquence des amorces PRINS, leur
synthése pouvant étre réalisée rapide-
ment et a faible cotit sur un synthéti-
seur automatique. A 'opposé, la
réaction FISH est conditionnée par

la nécessité de disposer de sondes
génomiques spécifiques, puis de mar-
quer ces sondes avant I’hybridation.
La production des sondes reste un
processus délicat qui n’est pas a la
portée de tous les laboratoires de
cytogénétique.

La technique PRINS n’est encore
pleinement efficace que pour la
détection in situ des séquences répé-
tées. C’est donc dans ce «créneau»
que le PRINS connait son développe-
ment le plus significatif. L’utilisation
d’amorces de courte taille confere
une tres forte spécificité a la réaction
PRINS, et permet d’éviter les pro-
blémes de marquages croisés rencon-
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Figure 1. Principe de la technique PRINS. De courtes séquences oligonucléo-
tidiques de synthése sont utilisées comme amorces de la réaction. Une fois
appariées in situ a leurs séquences génomiques complémentaires, elles vont
servir de point de démarrage a une réaction d’élongation catalysée par la
Tag DNA polymérase, en présence de nucléotides libres. La visualisation du
fragment d’élongation est liée a I'incorporation d’un nucléotide marqué.
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trés en FISH avec les sondes centro-
mériques. En effet, I’essentiel des
sondes utilisées pour I'identification
chromosomique est produit a partir
des séquences de 'ADN répété des
régions centromériques ou péricen-
tromériques. Or, la forte homologie
de ces séquences dans certains chro-
mosomes (99,7% d’homologie pour
les séquences d’ADN alpha-satellite
des chromosomes 13 et 21) conduit a
des phénomenes d’hybridation croi-
sée, préjudiciables a I'identification
chromosomique in situ [3, 4]. La
technique PRINS permet de contour-
ner ce probléme puisque les
séquences des amorces peuvent étre
définies avec précision en dehors des
zones d’homologie. Des amorces spé-
cifiques ont ainsi été définies et tes-
tées pour la majorité des chromo-
somes humains [5, 6]. Des amorces
consensus pour les différentes
familles d’ADN répétés centromé-
riques (alpha-satellite, béta-satellite,
satellite II, satellite III) et télomé-
riques sont disponibles, ainsi que plu-
sieurs amorces spécifiques des
séquences Alu, réparties sur
I’ensemble du génome humain.
L’utilisation de thermocycles pro-
grammables, adaptés a la technique
PRINS, permet un contrdle tres pré-
cis des températures d’appariement
et d’élongation, qui conditionnent le
succes du marquage chromosomique
par PRINS. Grace a ces appareillages,
le PRINS est aujourd’hui une tech-
nique simple, efficace et reproduc-
tible. Hormis la facilité d’application
et la spécificité de la réaction, le
PRINS présente d’autres avantages.
Les amorces n’étant pas marquées, il
est possible d’en utiliser de fortes
concentrations afin d’augmenter la
cinétique de la réaction, sans risque
de bruit de fond parasite et sans que
la structure chromosomique ou
nucléaire soit endommagée. Contrai-
rement a ’hybridation in situ, I'inten-
sité du signal n’est pas liée a la taille
de I'amorce. De plus, la réaction est
extrémement rapide puisque la
détection in situ d’un chromosome
par PRINS peut étre réalisée en
moins de 10 minutes [7]. Des proto-
coles PRINS multi-couleurs ont été
mis au point permettant la détection
de plusieurs chromosomes sur une

messsm—s méme préparation. Le marquage de
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plusieurs chromosomes se fait de
maniére séquentielle, en utilisant
divers fluorochromes et en interca-
lant entre chaque réaction PRINS,
une réaction de blocage du fragment
d’élongation. Enfin, il a été démon-
tré que les marquages par FISH et
PRINS pouvaient étre appliqués
conjointement sur une préparation,
soulignant ainsi le caractére complé-
mentaire des deux techniques.

Applications
et perspectives

Diverses applications cytogénétiques
de la technique PRINS ont d’ores et
déja été développées chez les mam-
miféres (souris, hamster, porc) et les
végétaux (seigle, pois, haricot, blé)
[8, 9]. Toutefois, c’est dans le cadre
de la cytogénétique humaine que
cette technique connait le dévelop-
pement le plus remarquable. Ainsi, le
marquage par PRINS de métaphases
humaines avec une amorce spéci-
fique des séquences Alu engendre un
marquage chromosomique du type
bande R qui permet I'identification
de chaque chromosome (figure2A).
Ce processus extrémement rapide et
spécifique s’avere particuliérement
intéressant pour la détection et la
caractérisation du matériel chromo-
somique humain contenu dans des
hybrides somatiques interspécifiques
(figure 2B). L’utilisation d’amorces
Alu a aussi été mise a profit pour la
détection de I’euchromatine dans les
remaniements des bras courts des
chromosomes acrocentriques et les
petits marqueurs chromosomiques
[10]. De méme, les amorces consen-
sus télomériques sont utilisées pour
I’étude des translocations complexes
(figure 2C) et des chromosomes en
anneau [11]. La taille du signal
engendré par PRINS étant directe-
ment proportionnelle au nombre de
séquences répétés cibles, I’équipe de
Aarhus s’est servie des amorces
consensus télomériques pour mettre
en évidence in situ les variations du
marquage télomérique en fonction
de ’age [12].

L’identification précise des chromo-
somes humains constitue 'applica-
tion majeure de la technique PRINS,
du fait de I’existence de nombreuses
amorces spécifiques (parfois plu-

sieurs pour un méme chromosome).
Cette approche a été adaptée a de
nombreux domaines d’investigation
cytogénétique. Ainsi, la technique a
été utilisée pour l'identification de
diverses anomalies constitutionnelles
de type translocation, chromosome
en anneau ou marqueur chromoso-
mique. Plusieurs équipes ont testé
avec succes la technique PRINS en
diagnostic prénatal, sur lymphocytes,
amniocytes ou villosités choriales, en
utilisant les amorces spécifiques des
chromosomes les plus fréquemment
impliqués dans la pathologie chro-
mosomique [13, 14]. Au méme cha-
pitre, des travaux prometteurs ont
été réalisés par Orsetti el al. [15] sur
I’analyse chromosomique par PRINS
des cellules feetales isolées de la cir-
culation maternelle. De nombreuses
études sont menées dans cette voie,
qui laissent penser que de telles
approches non invasives pourraient
constituer une avancée importante
en matiere de diagnostic prénatal
dans un avenir relativement proche
(m/s n°1, vol. 13, p. 129).

Des résultats satisfaisants ont aussi été
obtenus pour l’analyse chromoso-
mique sur cellules embryonnaires iso-
lées (figure 2D). Dans le cadre parti-
culier du diagnostic chromosomique
pré-implantatoire, la spécificité et la
rapidité de la réaction PRINS peu-
vent constituer des atouts majeurs car
ce type d’examen pratiqué sur une
ou 2cellules, doit étre réalisé en un
minimum de temps pour étre compa-
tible avec les protocoles de féconda-
tion in vitro.

Une application particulierement effi-
cace de la technique PRINS est 'ana-
lyse chromosomique des spermato-
zoides humains. Compte tenu de
l'origine méiotique de la plupart des
anomalies chromosomiques de
nombre, I'analyse cytogénétique des
gametes constitue 'approche la plus
directe pour estimer la fréquence de
ces anomalies et en étudier I’étiologie.
Plusieurs études FISH utilisant des
sondes centromériques sur des étale-
ments de spermatozoides ont été
publiées, rapportant I’estimation
directe du taux d’aneuploidie pour
divers chromosomes. Toutefois,
I’extréme compaction du noyau sper-
matique et la taille des sondes centro-
mériques imposent le recours a des
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Figure 2. Exemples de marquages chromosomiques in situ réalisés par PRINS.
A. Marquage chromosomique de type bande R obtenu sur une métaphase
humaine en utilisant une amorce spécifique des séquences Alu. Ce marquage
permet l'identification des chromosomes. B. Détection par PRINS avec une
amorce Alu du matériel chromosomique humain présent dans un hybride
somatique homme-hamster. C. Marquage des séquences répétées télomé-
riques. Ici, cette approche est utilisée dans I'étude d’une translocation com-
plexe par la détection de séquences télomériques interstitielles (fleche). D.
Double marquage chromosomique réalisé sur un noyau blastomérique, met-
tant en évidence une double aneuploidie des chromosomes 16 (en rouge) et
21 (en vert). E. Triple marquage PRINS sur un noyau de spermatozoide
humain. Trois fluorochromes, fluorescéine (vert), rhodamine (rouge) et cou-
marine (bleu), ont été utilisés pour le marquage séquentiel de trois chromo-
somes. F. Identification du chromosome 1 sur un noyau et une métaphase de
la lignée tumorale colique Caco-2, en utilisant une amorce spécifique de '’ADN
répétitif satellite Il situé dans la région péricentromérique du chromosome 1.

prétraitements de décondensation
nucléaire in situ quelque peu dras-
tiques. La combinaison de ces élé-
ments fait que les taux d’aneuploidie
rapportés sont tres fluctuants, ce qui
laisse subsister un doute sur ’effica-
cité de la technique FISH pour de
telles investigations. L’alternative
PRINS présente 1'avantage d’'une bien
meilleure accessibilité des amorces
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aux séquences centromériques cibles
et d’'une réactivité supérieure (figure
2E), obtenue apreés une tres légere
décondensation du noyau sperma-
tique [16]. Les résultats obtenus par
PRINS apparaissent beaucoup plus
homogénes et reproductibles comme
lont confirmé des tests mettant en
paralleles les marquages FISH et
PRINS sur spermatozoides humains.

Plus récemment, I’application du
PRINS s’est étendue a la cytogéné-
tique tumorale. Deux types de tra-
vaux ont été menés. D’une part,
I’examen cytogénétique interpha-
sique de plusieurs lignées tumorales
coliques et I’analyse de I’hétérogé-
néité caryotypique de ces lignées ont
été effectués en utilisant les amorces
spécifiques d’une dizaine de chromo-
somes (figure 2F). D’autre part, le
suivi d’allogreffes de moelle osseuse
réalisées avec un donneur de sexe
opposé a été rapporté par Marie et al.
[17]. En corollaire a ce travail, 1’effi-
cacité du marquage centromérique
par PRINS a été testé sur des coupes
de tissus sains et pathologiques (car-
cinomes bronchiques, lymphomes,
tumeurs gliales), ce qui permet
d’envisager de nouvelles applications
du PRINS en anatomie et cytologie
pathologique.

Parmi les perspectives, I’adaptation
de la technique PRINS a la détection
in situ des séquences uniques consti-
tue un challenge important, car cette
approche permettrait de s’affranchir
des protocoles fastidieux de prépara-
tion des sondes, voire de disposer
d’une plus grande indépendance vis-
a-vis des sociétés commercialisant les
sondes, du fait de la facilité d’obtenir
des amorces oligonucléotidiques de
synthese. Plusieurs équipes travaillent
sur ce projet et, apres que des résul-
tats préliminaires ont été obtenus
chez le porc [18], des détections de
séquences uniques par PRINS sur le
génome humain ont été rapportées
ces derniers mois [19]. Paralléle-
ment, le développement récent de la
technique du Padlock (ou «sondes-
cadenas») souligne une fois de plus
la complémentarité des approches
FISH et PRINS, puisque les courtes
sondes utilisées dans la méthode
Padlock sont directement issues des
amorces synthétisées pour les réac-
tions PRINS [20].

I Conclusions

La technique PRINS s’avere un outil
particulierement bien adapté a I’ana-
lyse chromosomique in situ. Bien que
n’ayant pas encore un champ
d’applications aussi vaste et diversifié
que I'hybridation in situ fluorescente,
elle fournit un complément, voire
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une alternative intéressante pour
I’identification chromosomique. La
multiplicité des applications déja
développées dans ce domaine et les
nouvelles possibilités qui se profilent,
soulignent I'intérét de cette méthode
en cytogénétique, comme outil de
recherche ou de diagnostic ®
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Summary
What PRINS can do for you

The primed in situ labeling
(PRINS) technique constitutes an
alternative to conventional fluores-
cence n situ hybridization (FISH)
procedure for chromosomal iden-
tification and aneuploidy detec-
tion. Based on the use of chromo-
some-specific primers for repeated
DNA sequences, the PRINS reac-
tion combines the high sensitivity
of the PCR reaction with the cyto-
logical localization of DNA
sequences. PRINS method pre-
sents several advantages (specifi-
city, rapidity, low background, low
cost) that makes it very attactive
for a number of cytogenetic pur-
poses. Various applications have
already been developed on lym-
phocytes, amniocytes, gametes,
tumoral cells, somatic hybrids and
tissue sections. Now, the adapta-
tion of PRINS technique to the in
situ detection of unique sequences
is an important challenge.
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