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L 'hybridation in situ 
en cytogénétique 

Grâce à l'hybridation in situ, la cytogénétique, c'est-à-dire 
l'examen des chromosomes, est devenue moléculaire. Il est 
maintenant possible de localiser directement un gène sur un 
chromosome, ce qui a déjà d'importantes implications pour le 
diagnostic de maladies congénitales ou cancéreuses. 

L
, hybridation in situ (HIS) 

chromosomique permet de 
localiser sur des chromoso­
mes métaphasiques la ou 
les molécule(s) d'ADN 

complémentaire(s) d'une séquence 
donnée d'acides nucléiques. Cette 
technique, réalisée pour la première 
fois en 1969 sur des chromosomes 
d'amphibiens [1] ,  fut appliquée à 
l'homme quelques années plus tard 
pour localiser les séquences d'ADN 
satellite* [z, 3]. Néanmoins, jus­
qu'en 198 1 ,  l'utilisation de l'HIS 
était limitée, soit à la localisation de 
séquences d'ADN répétées un 
grand nombre de fois dans le 
génome, soit à la localisation de 
séquences uniques sur les chromo­
somes tout à fait particuliers que 
sont les chromosomes polytènes* de 
certaines espèces animales. Les pro­
grès techniques réalisés, comme 
l'utilisation de sondes clonées et 
l'adjonction de sulfate de dextran à 
la solution d'hybridation [ 4] 
permettent actuellement de localiser 
par HIS n'importe quelle séquence 
unique d'une taille au moins égale à 
soo paires de bases. L'HIS nécessite 
tout d'abord le marquage radio-actif 

� Voir Glossaire page 41. 

d'une séquence d'ADN ou sonde, 
puis son hybridation* avec l'ADN 
chromosomique, et enfin, après au­
toradiographie, l'identification de la 
ou des région(s) chromosomique(s) 
hybridée(s) [5]. 1 Préparation 

de la sonde 

La sonde purifiée (généralement 
fragment d'ADN inséré dans un 
plasmide), est marquée par nick 
translation* avec des nucléotides tri­
tiés (figure I ,  voir p. 36). L'utilisa­
tion du tritium pose moins de pro­
blèmes techniques que celle de 
l'iode 125, et les sondes tritiées ont 
par ailleurs l'avantage de pouvoir 
être conservées plus longtemps. 
L'ADN radio-actif est alors dissous 
dans une solution contenant diffé­
rents facteurs destinés à favoriser 
l'hybridation (formamide, sulfate de 
dextran . . .  ). La sonde est dénaturée 
à 70°C avant la réaction d'hybrida­
tion. 1 Hybridation a vec 

l'ADN chromosomique 

Les préparations chromosomiques 
sont réalisées selon les procédés ha­
bituels. L'incorporation de s-bro­
modéoxyuridine (5 BrdU) pendant 
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Figure 1 .  Schéma reproduisant les différentes phases de ·r hybridation in situ : 
sol. d'hybrid. : solution d'hybridation; BrdU : s-bromodéoxyuridine; RNase : ribonu­
cléase A. 
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Figure 2. (a) Métaphase colorée au Giemsa après autoradiographie : un grain d'argent est aisément décelable (flèche). ( b) La 
même métaphase après marquage chromosomique : le grain d'argent est localisé précisément sur le bras court d'un chromosome 1 .  

les sept dernières heures de  culture 
permet d'obtenir ultérieurement un 
marquage chromosomique de bonne 
qualité. Les lames portant les 
métaphases fixées sont traitées par 
la ribonucléase A pour éviter toute 
hybridation non spécifique avec 
l' ARN endogène. Elles sont ensuite 
immergées dans la formamide à 
température adéquate, de telle façon 
que l'ADN chromosomique, déna­
turé, soit accessible à la sonde. 
Sonde radioactive et préparations 
chromosomiques ainsi traitées sont 
mises en contact et incubées à 42°C 
pendant une nuit environ. 

1 Autoradiographie 

Après hybridation, les lames sont 
recouvertes d'une émulsion photo­
graphique constituée d'une gélatine 
contenant des cristaux de bromure 
d'argent, susceptibles d'être réduits 
en argent métallique par le rayonne­
ment p du tritium. Les préparations 
chromosomiques sont alors expo­
sées pendant 8 à 2 1  jours à l'abri de 
la lumière, puis révélées et fixées. l lnterprétation 

des résultats 

Les lames simplement colorées au 
Giemsa sont observées au micros­

. cope et seules sont photographiées 
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les métaphases présentant une 
bonne dispersion chromosomique et 
quelques grains d'argent ( 1  à 5 au 
maximum pour une localisation uni­
que). Puis les lames sont traitées de 
façon à faire apparaître un mar­
quage en bandes sur les chromo­
somes, pour les identifier sans ambi­
guïté. Les métaphases précédentes 
sont photographiées à nouveau et la 
comparaison des photographies 
(figure 2) permet d'attribuer chaque 
grain d'argent à une bande chromo­
somique précise. La totalité des 
grains est reportée sur un dia­
gramme représentant un caryotype 
humain haploïde* (figure 3). 
L'accumulation de points sur une 
bande chromosomique donnée tra­
duit une forte hybridation entre la 
sonde et l'ADN chromosomique. 

· Elle correspond donc à une complé­
mentarité maximum et donne la 
localisation recherchée. 1 Cartographie 

génique par HIS 

L'établissement d'une carte génique 
par l'analyse des hybrides somati­
ques interspécifiques ou le dosage 
génique chez des sujets porteurs 
d'une anomalie chromosomique 
déséquilibrée présuppose que le 
gène étudié soit exprimé et son pro­
duit bien caractérisé. Par ailleurs, la 
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Figure 3 · Caryotype humain haploïde 
sur lequel a été reportée la totalité des 
grains d'argent trouvés sur 50 
métaphases : on peut voir aisément une 
nette accumulation de grains sur les bras 
longs du chromosome J . 
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fra X méthode reposant sur les études 
familiales de liaison est longue et 
hasardeuse car elle repose sur l'ana­
lyse d'un très grand nombre de 
sujets. Elle reste en outre assez 
imprécise, le pourcentage de recom­
binaison entre deux gènes n'étant 
pas toujours le reflet exact de la dis­
tance physique qui les sépare. 
Les récents progrès réalisés dans la 
mise au point de l'HIS en font la 
méthode la plus séduisante pour 
localiser de manière rapide, directe 
et précise n'importe quelle séquence 
d'ADN. Une cartographie partielle 
des bras longs du chromosome X 

.,..... . humain, notamment de la région 
L..;.....:.;....;.;;.;;.;;;:...;;;..;;._,;;..;........ii;....,._====:;.J distale contenant le site fragile 
Figure 4· Hybridation in situ de trois 
sondes localisées sur les bras longs du 
chromosome X, avec les chromosomes 
métaphasiques d'un sujet porteur du 
site fragile fra Xq27 : (a) La sonde 
DXS 5 I hybride du côté proximal de la 
cassure. (b) La sonde F IX hybride du 
côté proximal de la cassure mais plus près 
du site fragile. (c) La sonde DXS52 
hybride du côté distal de la cassure. 
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fra Xq27, a été réalisée par cette 
méthode. Trois sondes, le gène fac­
teur IX de la coagulation (F IX) et 
deux sondes polymorphiques, 
DXS 5 1  (52 A) et DXS 52 (St 14), 
hybridées in situ avec les métapha­
ses d'un sujet normal, ont donné les 
résultats suivants : localisation dans 
la bande Xq27 pour les deux sondes 
F IX et DXS 5 1 ,  et dans la bande 
Xq28 pour la sonde DXS 52 [6]. 
Puis les trois sondes précédentes ont 
été hybridées avec les chromosomes 
mitotiques d'un sujet atteint de 
retard mental lié à l'X fragile. Ce 
site fragile s'exprime cytogénéti­
quement par une cassure entre les 
bandes Xq27 et Xq28, soit un éloi­
gnement physique de ces deux ban­
des augmentant le pouvoir de réso­
lution de la technique. La figure 4 
montre que les deux sondes DXS 5 I 
et F IX hybrident du côté proximal 
de la cassure, F IX étant plus 
proche du site fragile, alors que la 
sonde DXS 52 hybride du côté dis­
tal de la cassure. La cartographie 
précise des trois sondes sur le chro­
mosome X est donc finalement : 

Xpter -4 Xcen -4 Xq26 
-4 DXS 5 I -4 F IX -4 fra Xq27 -4 

DXS 52 -+ Xqter. 
D'autres gènes et sondes polymor­
phiques ont ainsi été localisés par 
HIS dans la région subtélomérique* 
des bras longs du chromosome X 
(figure 5). La comparaison des dis-
tances cytogénétiques visualisées 

Figure 5· Schéma regroupant les loca- par HIS et des distances génétiques 
lisations géniques obtenues par diffé- basées sur les pourcentages de 
rents auteurs, en utilisant l'hybridation recombinaison a révélé une dis­
in situ sur des chromosomes métaphasi-. �· torsion très nette : les loci situés de 
ques de sujets porteurs ·du site fragile part et d'autres du site fragile 

--· [ra Xq27 [6, 7. 8, 18, Ig]. . fra Xq27 ont en effet une fréquence 
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de recombinaison très supérieure à 
celle attendue [7, 8, 9] . 
L'HIS apparaît donc actuellement 
comme un outil de la biologie molé­
culaire parfaitement adapté à la car­
tographie des gènes. Elle contribue 
aussi à une meilleure connaissance 
de la structure des gènes, de leur 
nombre, de l'existence éventuelle et 
de la localisation des pseudogènes. 1 Hybridation in situ 

et évolution 

Certains gènes, peu modifiés au 
cours des phénomènes évolutifs, 
présentent actuellement une grande 
homologie interspécifique, notam­
ment au niveau des séquences 
codantes ou exons. Il est donc possi­
ble d'hybrider in situ une même 
sonde ADNe* ne contenant pas 
d'introns, avec des génomes aussi 
différents que les génomes humain 
et murin. La cartographie comparée 
permet alors de déceler les nom­
breux remaniements chromosomi­
ques s'étant succédés au cours de 
l'évolution des espèces. La mise en 
évidence d'homologies interspécifi­
ques portant non seulement sur des 
gènes mais sur des familles de gènes 
ou même des segments chromoso­
miques, revêt une très grande 
importance dans la recherche de 
modèles animaux reproduisant la 
pathologie humaine. C'est ainsi que 
la trisomie 2 1  humaine a trouvé un 
très bon modèle expérimental dans 
la trisomie 1 6  de la souris. On 
connaît actuellement entre l'homme 
et la souris une trentaine de régions 
autosomiques homologues et envi­
ron dix gènes situés sur le chromo­
some X [xo] .  lAide au diagnostic 

cytogénétique 

Les remaniements chromosomiques 
comme les translocations ou les fra­
gilités constitutionnelles contri­
buent souvent à préciser les don­
nées de l'HIS. Dans certains cas, 
c'est au contraire l'HIS qui va 
permettre d'identifier une anomalie 
chromosomique. 
Les petits chromosomes s4rnumé­
raires trouvés dans le caryotype de 
certains sujets retardés mentaux ont 
généralement une taille trop réduite 
pour pouvoir �tre identifiés, malgré 
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AVEC LES M ÉTAPHASES DE  TROIS SUJ ETS . -
PORTEURS D'UN PETIT CH ROMOSOM E  �iÉTACENTRIQU E  SURNUMÉRAIR E  

Nombre de 
métaphases 
analysées 

Patient 1 
1 00 

Patient 2 
1 50 

Patient 3 
1 50 . 

N ombre total 
de grains · 
d'argent 

sur un seul 
ou les deux 

chromosomes 
· 1 8  normaux 

• ' 0 

. - . 

Nombre total; 7 
de grains 
d'argent ' 

sur un seul 
ou les deux 

bras du petit · .·, .. 
chromosome ',. _;

. 

surnuméraire·· . ' 

. ..  �=-

ConchJsi,ons 

* Nombre de métaphases avec un petit chromosome surnuméraire marqué à ses deux 
extrémités. 
Le nombre de grains d'argent trouvés sur le chromosome surnuméraire chez les patients 
1 et 2 permet de l'identifier comme un isochromosome pour les bras courts du 18. Le 
nombre trouvé sur le chromosome surnuméraire du patient 3 permet de l'identifier 
comme un chromosome 18 dé/été pour une partie de ses bras longs. 

Figure 6. La sonde DIB S3 hybride 
avec les deux extrémités du petit chro­
mosome surnuméraire chez les 
patients I et 2 : (a) Trois métaphases 
partielles colorées au Giemsa après auto­
radiographie. (b) Les mêmes métaphases 
après marquage chromosomique. 

l'utilisation des techniques de despi­
ralisation chromosomique. L'exa­
men clinique approfondi des 
patients et l'analyse cytogénétique 
fine vont, dans un premier temps, 
orienter le diagnostic vers une triso­
mie ou une tétrasomie pour une 
région chromosomique donnée. 
Dans un deuxième temps, l'HIS 
d'une sonde caractéristique de  ce 
segment chromosomique conduira à 
confirmer ou à infirmer l'hypothèse 
proposée. C'est ainsi que nous 
avons étudié trois sujets encéphalo­
pathes porteurs d'un petit chromo­
some métacentrique* surnuméraire 
chez qui on suspectait une trisomie 
pour les bras courts du chromosome 
18.  La sonde D 1 8  S3 (B 74), préala­
blement localisée à l'extrémité des 
bras courts du chromosome 1 8, a été 
hybridée avec les méthaphases de 
ces trois patients. Les résultats obte­
nus sont rapportés dans le tableau 1 . 
Chez deux d'entre eux, l'hybrida­
tion de D 1 8  S3 aux deux extrémités 
du petit chromosome surnuméraire 
permet de penser que celui-ci est un 
isochromosome* pour les bras courts 
d'un chromosome 18,  c'est-à-dire 
une tétrasomie 18p (figure 6). 
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Figure 7· La sonde Dr8 S3 hybride avec une seule extrémité du petit chromo­
some surnuméraire chez le patient 3 : (a) Trois métaphases partielles colorées 
au Giemsa après autoradiographie. ( b) Les mêmes métaphases après marquage 
chromosomique. 

Chez le trotsteme sujet, la sonde 
D r 8  S3 donne un signal positif sur 
une seule extrémité du petit chro­
mosome métacentrique surnumé­
raire, indiquant une trisomie pour 
un chromosome r 8q- métacentri­
que (figure 7). 
D'autre part, l'HIS de sondes adap­
tées a confirmé que le petit chromo­
some surnuméraire associé au syn­
drome de l'Oeil-de-Chat dérivait du 
chromosome 22, le surdosage chro­
mosomique pouvant être soit une 
trisomie, soit une tétrasomie pour la 
région proximale des bras longs du 
chromosome 22 [I I ,  1 2] .  
Une autre application de  l'HIS est 
le diagnostic des anomalies infra­
microscopiques, c'est-à-dire de sé­
quences d'ADN inférieures à 
3 ooo kilobases (taille approximative 
d'une superbande). Il a été ainsi dé­
montré que certains mâles << XX )) 
et certains hermaphrodites à caryo­
type 46,XX étaient porteurs de sé­
quences Y -spécifiques à l'extrémité 
des bras courts d'un chromosome 
X, au niveau de la zone d'appa­
riement méiotique entre les chro­
mosomes X et Y [ 13 ,  14]. 
L'identification des anomalies du 
chromosome X reste souvent ambi­
guë, non seulement à cause de 
l'inactivation de l'un des chromoso­
mes X qui rend les dosages enzyma­
tiques inadaptés, mais aussi parce 

que l'existence de mosaïques rend 
hasardeuses les hybridations sur 
blot. L'HIS de sondes spécifiques 
est actuellement la meilleure mé­
thode pour démontrer l'existence, 
ou la non existence, des isochromo­
somes pour les bras courts du chro­
mosome X; les quelques cas d'iso­
chromosomes Xp publiés ne sont en 
effet convaincants, ni sur le plan cli­
nique, ni d'un point de vue cytogé­
nétique [ 1 5] .  

1 Étude des cancers 

Toutes les cellules humaines con­
tiennent des gènes susceptibles de 
produire des cancers : les onco­
gènes. Ces gènes, qui interviennent 
normalement dans le contrôle de la 
prolifération et de la croissance, 
voire de la différenciation cellulaire, 
peuvent soudainement être activés 
et devenir source de transformation 
cancéreuse. L'activation d'un onco­
gène cellulaire peut être liée à une 
altération de sa structure (mutation 
ponctuelle) ou encore à un change­
ment dans sa localisation. Dans ce 
cas, une séquence stimulatrice peut, 
à la suite d'un réarrangement chro­
mosomique, se trouver placée à pro­
ximité d'un oncogène et donc ren­
forcer son expression. L'HIS a per­
mis de mettre en évidence une 
remarquable concordance entre la 
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localisation chromosomique des on­
cogènes cellulaires et les points de 

· cassure impliqués dans les remanie­
ments chromosomiques spécifiques 
de certains cancers (ex. :

- oncogène 
c- mye et translocation entre un 
chromosome 8 et un chromosome 
14 dans le lymphome de Burkitt 
[ 16]). 
Dans un certain nombre de cancers, 
l'activation d'un oncogène cellulaire 
est liée à un mécanisme d'amplifica­
tion (ex. : amplification de l'onco­
gène N-myc dans le neuroblastome 
[ 17 ]). La cellule contient alors un 
grand nombre de copies actives 
apparaissant sous forme de chromo­
somes acentriques << double mi­
nute •> (DM), ou de régions colorées 
uniformément (HSR) et responsa­
bles de l'expression augmentée de 
l'oncogène. 
L'HIS s'avère alors indispensable 
pour étudier les caractéristiques de 
cette amplification, qu'elles soient 
qualitatives ou quantitatives. 

1 Conclusion 

L'HIS permet de localiser n'im­
porte quelle séquence de nucléoti­
des sur des chromosomes fixés en 
métaphase. Elle s'avère actuelle­
ment indispensable pour l'établisse-

ment de la carte génique humaine, 
l'étude des différents mécanismes 
de l'évolution, le diagnostic chro­
mosomique et l'analyse des proces­
sus cancéreux. Cette technique ré­
cente constitue un point de conver­
gence entre le domaine de la 
cytogénétique, dont la définition 
minimale est d'environ 3 ooo kilo­
bases et celui de la biologie molécu­
laire, dont le niveau d'appréhension 
maximum est de so kilobases. 
L'utilisation de sondes non radio­
actives (sondes froides), marquées 
par des fluorochromes ou des enzy­
mes colorimétriquement décelables, 
devrait bientôt permettre à l'HIS 
d'élargir son domaine d'applica­
tions. Ces sondes présentent en effet 
beaucoup d'avantages : elles sont 
chimiquement stables et donnent 
des résultats. très reproductibles. La 
détection des sites d'hybridation est 
plus rapide que par autoradio­
graphie ( 1  jour contre 1 5  environ 
avec les sondes radio-actives). Ces 
sondes sont par ailleurs d'un emploi 
plus facile. Leur pouvoir de résolu­
tion n'atteint pas cependant celui 
des sondes radio-actives, et l'hybri­
dation in situ de sondes froides ne 
permet pas encore la localisation de 
séquences uniques de petite taille 
(taille inférieure à 20 kilobases) • 

• GLOSSAIRE • 

ADN satellite : ADN haure­
ment répétitif, c'est-à-dire consti­
tué d'une séquence de bases répé­
tée en tandem un très grand 
nombre de fois dans le génome. 

Chromosome polytène : chromo­
some généré par des replications 
successives, sans séparation ulté­
rieure des copies qui restent à (in­
térieur d'une seule structure. 

Hybridation : réassociation de 
chaînes d'acides nucléiques complé­
mentaires. 

Nick translation procédé 
permettant le marquage interne 
d'un ADN double brin. Il s'agit 
de la coupure d'un brin par la 
DNase, suivie de sa réparation 
par l'ADN polymérase avec des 
nucléotides radio-actifs. 

mjs n° 1 t·ol. 2 Janritr 86 

Caryotype haploïde : caryotype 
comprenant un seul exemplaire de 
chaque chromosome. 

Région subtélomérique : région 
presque terminale des bras d'un 
chromosome. 

ADNe ou ADN complémen­
taire : copie double brin symhéti­
sée in vitro à partir de l'ARN et 
ne contenant donc que des exons. 

Chromosome métacentrique : 
chromosome dont le bras court 
« p >> a la même taille que le bras 
long << q >> . 

Isochromosome chromosome 
résultant d'une mauvaise division 
du centromère et constitué de deux 
bras identiques : deux fois le bras 
court, ou deux fois le bras long. 

Surnrnary 

In situ hybridization, previously 
limited to detection of repetitive 
gene families, now permits 
direct localization of any given 
single-copy DNA sequence. 
This technique is now feasible 
for refined gene mapping and 
has become very helpful in cyto­
genetic diagnosis and detection 
of infra-microscopie chromoso­
mal abnormalities. It is also 
essential for studying the varioüs 
process of oncogene activation in 
the development of cancer and 
analysing complex mechanisms 
implicated in species evolution. 
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