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TECHNIQUE

La microdissection chromosomique
ou le paradigme de la cytogenétique
moléculaire: de la caractérisation
des anomalies chromosomiques complexes
a l'identification de genes

Nora Chelloug, Cécile Arnould, Nathalie Koehler, Philippe Jonveaux

La microdissection chromosomique est une technique
de cytogénétique moléculaire tres performante

dans Uanalyse des aberrations chromosomiques
complexes associées aux malformations congénitales,
aux affections accompagnées d’un retard mental

1 était une fois la cytogénétique...
Jadis, le cytogénéticien était par-
fois considéré, a tort par certains,
comme un découvreur et un col-
lectionneur d’anomalies chromo-
somiques dont la formulation ésoté-
rique ne pouvait que décourager le
novice. Néanmoins, 1’identification
précise de certaines de ces anomalies
chromosomiques, corrélée a une ana-
lyse clinique fine, a permis de définir
avec succes des entités dans les
domaines des malformations congé-
nitales, des affections associées au
retard mental et au cours des can-
cers. Toutefois certaines aberrations
chromosomiques restaient difficile-
ment identifiables a 1’aide des tech-
niques de cytogénétique convention-
nelle, tout particulierement les
chromosomes marqueurs et certaines
anomalies déséquilibrées complexes.
L’ceil de lynx et les ciseaux du cyto-
généticien ne suffisaient plus.
Au fil des années, l'application des

s outils du génie génétique et I’optima-
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lisation des systémes d’analyse
d’image ont ouvert la voie a une ima-
gerie qui éclaire d’'une lumiere nou-
velle la cytogénétique. Parallélement,
outre l'intérét dans 1’établissement
du diagnostic et I’évaluation du pro-
nostic, les analyses cytogénétiques ont
maintes fois prouvé leur efficacité
dans l'identification de sites chromo-
somiques susceptibles d’étre la cible
de mutations. L’avenement et le per-
fectionnement des techniques de car-
tographie, dont I'hybridation n situ
sur chromosomes, ont permis de loca-
liser un géne ou une séquence
d’ADN sur une bande précise. La sur-
venue d’un accident chromosomique
(translocation, inversion, délétion) au
niveau d’une telle bande autorise
alors l'utilisation de sondes géno-
miques préalablement situées en
cette région, pour cerner au mieux le
remaniement et isoler le ou les génes
responsables du phénotype. Cepen-
dant, l1a encore, le chemin a parcourir
entre I'anomalie chromosomique et

ou observées au cours des cancers. Elle occupe,

en oulre, une place a part entiere dans le domaine
de la recherche en génétique chromosomique et tout
particulierement dans la cartographie physique

du génome et Uisolement de nouveaux genes.

le géne délétere demeure particulie-
rement long et nécessite d’avoir
obtenu, au préalable, un certain
nombre de marqueurs de la région
impliquée.

La microdissection chromosomique
est une des applications les plus
brillantes de la cytogénétique molé-
culaire, tant pour le diagnostic en
génétique chromosomique que pour
la recherche sur la cartographie phy-
sique du génome. Initialement déve-
loppée par Scalenghe en 1981 [1], la
microdissection permet de fabriquer
une banque d’ADN des fragments
chromosomiques microdisséqués,
assurant ainsi un degré supplémen-
taire de purification des séquences
spécifiques d’intérét. Récemment,
ont été mises au point de nouvelles
conditions de dissection (permettant
une meilleure identification des
chromosomes) et de clonage molé-
culaire (en utilisant Iamplification
par polymerase chain reaction ou PCR)

[2, 3].
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La microdissection
chromosomique

Deux étapes peuvent étre distinguées
dans le déroulement de cette technique.
L’étape cytogénétique comprend la
préparation des chromosomes méta-
phasiques et la microdissection chro-
mosomique. L’étape moléculaire cor-
respond a 'amplification i vitro par
PCR et au clonage éventuel du maté-
riel microdisséqué.

Un point essentiel de la technique
cytogénétique est la réduction du
temps de fixation des chromosomes
métaphasiques afin de minimiser la
dépurination de 'ADN, ce qui géne
considérablement 1’étape de PCR,
tout en conservant un étalement
optimal et en respectant la morpho-
logie des chromosomes : il faut obte-
nir des chromosomes suffisamment
longs pour permettre une dissection
fine et reproductible. Les chromo-
somes sont étalés sur une lamelle
puis traités par une solution de tryp-
sine afin d’obtenir un profil de mar-
quage en bande G.

La microdissection est réalisée a
I’aide d’un microscope inversé, d’un
micromanipulateur et de fines
aiguilles étirées au diametre final
d’environ 1 pum. L’extrémité de
Iaiguille est amenée perpendiculai-
rement a I’axe du chromosome et la
dissection est obtenue en poussant
délicatement l’aiguille au travers de
la bande ou du chromosome cible
(figure 1). I’ADN chromosomique,
qui adhére a 'extrémité de I'aiguille,
est déposé dans une solution de col-
lection. Cette opération est répétée
précisément sur 5 a 10 chromosomes
cibles. Le tampon de collection
contient des amorces oligonucléoti-
diques dont la séquence est partielle-
ment dégénérée [4] afin de recon-
naitre le plus grand nombre de sites
dans le génome. L’ADN chromoso-
mique étant d’emblée amplifié, ce
procédé évite le clonage. L’amplifica-
tion se fait nécessairement en deux
étapes (DOP-PCR ou degenerate oligo-
nucleotide primed-PCR) : une premiere
étape de 8 cycles a basse tempéra-
ture, permettant 1’hybridation aléa-
toire de ce type d’amorce, suivie
d’une préamplification de ’ADN
microdisséqué, et une deuxieme
étape utilisant les conditions clas-
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x 1 000

Mimlezg-

Microdissection

(grossissement x 1 000)

5 a 10 bandes chromosomiques
ou chromosomes marqueurs

Marquage en bande G
de chromosomes métaphasiques fixés et étalés sur une lamellle

DOP-PCR

Amorce universelle
5'-GCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3'

|

Electrophorése sur gel d'agarose
l <«——— dUTP biotinylé

Hybridation in situ sur

chromosomes

Goutte de collection

'

Figure 1. Principe de la microdissection chromosomique utilisant la tech-
nique de DOP-PCR. Elle repose sur 'amplification au hasard des séquences
d'ADN disséquées a l'aide d'amorces oligonucléotidiques dont la séquence
est partiellement dégénérée. L'électrophorese en gel d'agarose a pour but de
vérifier par rapport a un témoin négatif de dissection (sans ADN) que le pro-
duit obtenu aprés PCR est indemne de contamination. La validation de la
microdissection est le plus souvent réalisée aprés incorporation de dUTP
biotinylé lors d'une deuxieme réaction PCR et hybridation in situ sur des
chromosomes métaphasiques normaux.

siques de la PCR. En outre, la pré-
sence de sites de restriction dans
I’amorce permet éventuellement la
construction d’une microbanque de
’ADN chromosomique disséqué.

Il est nécessaire de vérifier que le
matériel amplifié est bien d’origine
humaine et qu’il provient bien de la
région microdisséquée. Certains
clones recombinants sont prélevés au
hasard, les inserts isolés et testés pour
la présence éventuelle de séquences
répétitives humaines. Les inserts a
priori 2 séquence unique sont ensuite

«validés» par hybridation sur des
Southern blots d’hybrides somatiques
inter-espéces contenant un chromo-
some (ou une partie de chromo-
some) humain donné. Une alterna-
tive est l'utilisation de la technique
d’hybridation in situ en fluorescence
(FISH) sur chromosomes métapha-
siques. Une partie du produit de la
PCR est soumise a une deuxiéme
amplification de 15 cycles en pré-
sence de dUTP biotinylé assurant un
marquage de la sonde obtenue par

microdissection. La sonde est ensuite m—
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Figure 2. Résultats de I'hybridation in situ du produit PCR, issu de la micro-
dissection de la région colorée de facon homogeéne (HSR, homogeneously
stained region) du chromosome 17, sur une métaphase de la lignée possé-
dant cette HSR. Les signaux apparaissent de facon intense sur I'HSR mais
aussi clairement sur les régions chromosomiques 8q et 7p ainsi qu'au niveau
d'un chromosome marqueur, soulignant la complexité moléculaire des
amplicons constituant les HSR.

hybridée sur des chromosomes méta-
phasiques normaux confirmant 1’ori-
gine et la localisation précise de
I'ADN disséqué.

Applications

et perspectives
La microdissection
et le diagnostic chromosomique
La microdissection chromosomique
est applicable a tous les domaines de
la cytogénétique constitutionnelle
(prénatale et postnatale) et oncolo-
gique. Tout particulierement, elle
apporte au cytogénéticien une
meilleure définition de certaines
anomalies chromosomiques. L’ori-
gine de certains marqueurs chromo-
somiques surnuméraires et de cer-
tains chromosomes impliqués dans
des remaniements complexes (non

identifiables a I'aide des techniques
de marquage en bande) peut étre
largement facilitée par cet abord.
Ainsi, la microdissection de ces mar-
queurs, suivie de 'amplification par
PCR du matériel chromosomique et
de I’hybridation in situ de ce produit
sur des métaphases normales, ont
permis de dévoiler leur constitution
chromosomique et de mieux com-
prendre les mécanismes a 'origine
de leur formation [5, 6]. Une telle
information a un impact considé-
rable dans la prise en charge du dia-
gnostic prénatal chromosomique. En
outre, I'identification précise du
matériel chromosomique participera
de ce fait a une meilleure définition
chromosomique de certains tableaux
cliniques enrichissant la compréhen-
sion de la pathologie malformative et
du retard mental. Dans la méme

optique, la microdissection peut pro-
duire a volonté tous types de sondes
spécifiques d’'un chromosome entier,
d’un bras, voire d’une bande don-
née. Ces sondes peuvent étre utilisées
pour colorier tout ou partie de chro-
mosome, aidant la encore a la carac-
térisation d’anomalies chromoso-
miques [7-10].

La microdissection chromosomique
est aussi 'approche la plus directe
pour 1’étude des amplifications
géniques détectables en cytogéné-
tique sous l'aspect de chromosomes
double minute (DM) et de régions se
colorant de maniére uniforme (HSR
ou homogeneously stained region) [11].
La figure 2 illustre I'exemple d’une
HSR situé sur le chromosome 17,
observée dans une lignée tumorale
issue d’un cancer du sein, révélant
apres dissection et hybridation in situ
de cette HSR sur des métaphases de
la lignée elle-méme, la constitution
complexe du matériel génomique
amplifié provenant des régions chro-
mosomiques 8q, 7p et 17q.

La microdissection, outil de recherche
en génétique chromosomique

Outre I’'intérét diagnostique, la
microdissection a déja fait ses
preuves dans le domaine de la carto-
graphie physique du génome et dans
I’isolement et la caractérisation de
nouveaux geénes impliqués dans les
maladies génétiques constitution-
nelles et les cancers.

Certaines régions chromosomiques
ont bénéficié d’une microdissection
aboutissant a la construction de
microbanques d’ADN spécifiques
d’'une bande chromosomique ciblée
dans certaines affections génétiques
(2p23, 2q35, 3pl4, 6q21, 10qll,
11923, 21q...). Ainsi, chaque clone
reconnaissant une séquence unique
et spécifique dans le génome est uti-
lis¢é comme marqueur dans I’étude
de certaines maladies (marqueurs
polymorphes utiles dans les études
de liaison génétique ou dans la défi-
nition de certaines pertes d’hétérozy-
gotie). C’est ainsi que la fameuse
sonde PW71, utilisée couramment
pour le diagnostic des syndromes de
Prader-Willi/Angelman, a été isolée
[12]. Secondairement, ces clones
peuvent servir a cribler d’autres
banques d’ADN génomique : I'isole-
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Figure 3. Principe de la technique couplant la microdissection a la sélection
d’ADNc. Une banque d'ADNc est construite a partir d'ARNm issus d'une
lignée dans laquelle existe une région colorée de facon homogéne (HSR,
homogeneously stained region). Cette banque d'ADNCc est réalisée grace a la
ligation de doubles brins d'oligonucléotides. La banque est ensuite hybridée
sur des chromosomes métaphasiques de la lignée et I'HSR ayant capturé les
molécules d'ADNc est disséquée. Le produit est finalement amplifié a I'aide
des amorces initialement utilisées pour la construction de la banque d’ADNc.
Les ADNCc spécifiques de I'HSR sont clonés et séquencés.

ment de cosmides, de YAC (yeast arti-
ficial chromosomes) contribuent a la
construction de cartes physiques des
régions microdisséquées. La mise en
évidence d’un transcrit sur Northern
blot autorise le criblage d’une banque
d’ADNCc spécifique d’un tissu a 'aide
une telle microsonde. A titre
d’exemple, tout récemment, grace a
cette approche de microdissection,
ont été isolés 12 ADNc issus de la
région 21q11-21, région au niveau de
laquelle tres peu de geénes avaient été
préalablement cartographiés [13].

II est parfois difficile de cartographier
une sonde de trés petite taille (< 70
pb) en hybridation in situ, surtout si
elle posséde des séquences relative-
ment répétitives. La dissection permet
d'assigner cette sonde a une bande
chromosomique déterminée [14]. Le
chromosome est alors découpé en
plusieurs «bandes» selon le profil
caractéristique des bandes G et cha-
cune d'entre elles sert de matrice
pour une PCR a l'aide d'amorces spé-
cifiques de la sonde a localiser.

La microdissection a été utilisée avec
profit pour comparer le contenu en
bases GC et en séquences Alu/Kpn
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entre les bandes claires et les bandes
sombres [15].

Toujours plus loin dans la recherche
en génétique chromosomique, la
microdissection a été couplée avec
audace et succes a la technique de
sélection d'ADNc (figure 3) [16]. En
effet, il est possible d'hybrider une
banque d'ADNc (banque obtenue
apres ligation d'un double brin d'oli-
gonucléotides sur des molécules
d'ADNc issues d'ARNm d'une lignée
dans laquelle une HSR a été mise en
évidence) sur les propres chromo-
somes métaphasiques de lignée. Puis
on microdisseque I'HSR au niveau de
laquelle sont venus s'hybrider spécifi-
quement les ADNc. Ce n'est plus
I'ADN matrice qui sera la cible de la
PCR mais, cette fois, ce sont les molé-
cules d'ADNc, correspondant donc a
des geénes potentiellement inclus
dans les amplicons, qui seront secon-
dairement clonées. Cette approche a
conduit a la découverte de plusieurs
ADNCc spécifiques des régions 12q13-
21, fréquemment amplifiées dans les
sarcomes et les tumeurs cérébrales
[17]. Si la mise au point de la cap-
ture d'ADNc par microdissection a

utilisé, comme dans toute approche
expérimentale, des conditions opti-
males, a savoir la dissection d'une
HSR enrichie en séquences d'ADNCc,
il est dorénavant possible d'isoler par
cette technique des ADNc a partir de
régions chromosomiques représen-
tées en simple copie [18].
L'ensemble de ces résultats prouve
clairement deux choses : d'une part,
le dynamisme de la recherche en
cytogénétique et, d'autre part, que
cette recherche est en grande partie
dans les mains des cytogénéticiens. Il
était une fois la cytogénétique...
L'histoire de la cytogénétique pour-
rait se poursuivre comme bien
d'autres : elle rencontra son génie
(génétique), ils vécurent ensemble et
créérent la «cytogénétique molécu-
laire » ®
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Summary

Chromosome microdissection
or the paradigm of molecular
cytogenetics:

from the characterization

of complex chromosomal
rearrangements to genes
identification

Chromosome microdissection is a
powerful molecular cytogenetic
tool for complex rearrangements
analysis associated with multiple
congenital anomaly syndromes,
mental retardation and cancer. In
addition, several strategies based
on chromosome microdissection
have been successfully employed to
the identification of region-specific
genes.
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