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Préface

On ne pouvait concevoir meilleur « casting ». Les auteurs de cet ouvrage sont
orfévres en sa matiére. J’ai suivi leurs travaux depuis le début de leur « entrée » en
cytogénétique et je leur voue une grande estime. C’est un honneur pour moi
d’avoir été choisi pour préfacer leur opus.

Paul Popescu, Directeur de recherche a I'INRA, a joué un rdle prépondérant
dans le développement de la cytogénétique animale, tout particuliérement des ani-
maux d’élevage. Il peut vous dire « combien ¢a cofite » une translocation dans un
élevage de porcs ou une population bovine : une fortune ! P. Popescu a contribué
largement a 1’établissement de la carte génique chez ces espéces grice aux techni-
ques d’hybridation in situ d’ADN. Ses travaux sont universellement reconnus. Son
laboratoire accueille chaque année de nombreux visiteurs et sert de référence pour
la cytogénétique des animaux d’élevage.

Hélene Hayes, chargé de recherche a ’INRA, a collaboré avec lui a I’élabora-
tion des techniques mises en ceuvre et & bien d’autres découvertes qui transparais-
sent dans sa bibliographie. Elle pourrait nous raconter la fascinante homologie des
chromosomes bovins avec les chromosomes humains et la cartographie génique
comparée des bovidés domestiques.

Bernard Dutrillaux, directeur de recherche au CNRS, a fait ses premiéres armes
dans le laboratoire du Professeur Jérome Lejeune auprés duquel il a contribué de
maniére décisive au développement de la cytogénétique humaine. Il a essaimé
ensuite pour créer son propre laboratoire a I'Institut Curie. Son ceuvre est univer-
sellement reconnue : la mise au point de nombreuses techniques de marquage
chromosomique, 1’étude des chromosomes méiotiques, la reconstitution de Ia phy-
logénie chromosomique des primates et de nombreux autres phylums (canidés,
pinnipédes, rongeurs, etc.)... une ceuvre considérable, une contribution majeure a
la connaissance du rdle des remaniements chromosomiques & I’origine et au cours
de I’évolution des tumeurs malignes, le développement de la notion d’oncogéne et
d’antioncogéne. L’ceuvre de B. Dutrillaux et de ses collaborateurs constitue un
bastion incontournable de la cytogénétique humaine et animale.

Aprés les premiers travaux sur la drosophile et la souris, la cytogénétique a pris
son essor avec Tjio et Levan (1954) qui ont montré que le nombre chromosomique
de I’homme est 46 et non 48, ainsi qu’on I’enseignait. Puis, ce fut la découverte de
la trisomie 21 par J. Lejeune. S’ensuivit une véritable explosion de découvertes en
pathologie humaine congénitale et en cancérologie. Mais, ce fut aussi bien autre
chose. La cytogénétique a permis :

- d’élaborer la carte génique de I’homme (Human Gene Mapping) et de maintes
especes animales,
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- de reconstituer la phylogénie des primates et de nombreuses espéces (ce qui fut
des généticiens « humains » et non des anthropologues),

- de connaitre le fonctionnement du génome,

- de décrypter le r6le des chromosomes en écouvillon,

- de localiser les contrdles du développement embryonnaire dans le monde animal,

- la fécondation in vitro,

- le diagnostic in utero,

- les techniques transgéniques,

- la thérapie génique.

Cette formidable explosion de la génétique n’a été rendue possible que grice a
la mise au point d’une volée de techniques spécifiques trés « pointues ». Elles sont
I’objet de cet ouvrage. Il est, bien siir, un livre de recettes, mais constitue aussi
autant de fenétres ouvertes sur les acquisitions obtenues grice a elles :

- I'obtention des étalements chromosomiques, coloration et marquage permettant,
entre autres, les différentes techniques de haute résolution ;

- les techniques d’hybridation in situ en vue de localisations géniques,

- les études germinales et la fécondation in vitro interspécifique en vue d’évaluer
la fréquence des aneuploidies des spermatozoides,

- la cartographie des chromosomes en écouvillon chez les pleurodéles, entre autres ;

- les chromosomes de la drosophile, polyténes en particulier, permettant les loca-
lisations géniques ;

- la coloration de la chromatine sexuelle,

- la cytométrie de flux et le tri des chromosomes.

L’ensemble de ces techniques adaptées au monde animal trouve du reste son
reflet dans les techniques de cytogénétique végétale (cf. Techniques de cytogénéti-
que végétale, J. Jahier, 1992).

Il est évident que le « Popescu, Hayes, Dutrillaux » aura une carriére longue et
brillante au méme titre que le toujours actuel « Ali-Bab » en cuisine (premiére édi-
tion, 1928). L’ouvrage n’attend plus que sa traduction dans les principales langues
du monde scientifique. Il est un « must » pour la paillasse et la bibliothéque des
biologistes «de tout poil» pour lesquels la cytogénétique est un allié
indispensable : les généticiens, les zoologistes, les cartographes des génes, les can-
cérologues, les embryologistes et la liste est loin d’étre close. 1l sera un magnifique
cadeau de these pour ceux qui entreprennent de percer les secrets de la vie ; il y en
a encore beaucoup.

Dr. Jean de GROUCHY
Directeur de Recherche honoraire au CNRS
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NB. Le chapitre « Annexes » regroupe les protocoles pour la préparation de diverses
solutions et il est organisé en 9 sous-chapitres selon le type de solution :

Solutions pour coloration ou marquage chromosomique
Divers

Solutions pour chromosomes en écouvillon

Solutions pour la cytométrie en flux et de type « slit-scan »
Solutions pour I’hybridation in situ

Milieux de culture

Solutions de stockage

Solutions tampon

Solutions pour traitements in vivo

<HvzImTmOUA

Dans le texte, « annexe suivie d’une lettre majuscule et d’un numéro, par exemple
annexe C1 », renvoie au sous-chapitre correspondant du chapitre « Annexes ».



CHAPITRE |

Obtention des étalements
chromosomiques

Techniques de culture cellulaire
H. Hayes et B. Dutrillaux

L’ analyse chromosomique nécessite la préparation de lames riches en étalements
chromosomiques analysables, ce qui est réalisé en trois étapes :

- mise en culture de lymphocytes stimulés par un agent mitogéne ou culture pri-
maire de fibroblastes ;

- accumulation de cellules en métaphase ou en prométaphase, stades du cycle
cellulaire auxquels les chromosomes sont les mieux individualisés ;

- récolte des cellules et préparation des étalements chromosomiques.

Culture de lymphocytes

Principe

Le sang, facile & prélever, est la source de cellules la plus utilisée en cytogénéti-
que humaine. Chez les mammiféres, les lymphocytes B et T sont les seules cellules
du sang susceptibles d’étre transformées en cellules actives et proliférantes. Cette
transformation lymphoblastique induite in vivo par les antigénes peut étre stimulée
in vitro par des composés tels que les lectines. II existe plusieurs types de lectines
(Sharon et Lis, 1989), dont les plus couramment employées pour la transformation
lymphoblastique sont la phytohémagglutinine (PHA), la concanavaline A (Con A)
et le pokeweed mitogéne (PWM). Leurs effets mitogénes différent : ainsi la PHA
et la Con A activent de préférence les lymphocytes T alors que le PWM active les
lymphocytes T et surtout B. De plus, ces trois lectines ne stimulent pas les mémes
sous-populations de lymphocytes T. Les lymphocytes peuvent étre mis en culture
soit a partir de sang total (Moorhead ez al., 1960), soit aprés séparation par sédi-
mentation ou par centrifugation en gradient de densité¢ (Boyum, 1968).
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Protocole a partir de sang total

Le sang est prélevé 4 une veine facilement accessible (jugulaire chez les bovins)
dans un tube stérile (type vacutainer) contenant de 1’héparine de sodium. Pour cha-
que échantillon de sang, différents milieux nutritifs sont utilisés pour augmenter la
probabilité d’obtenir des lames de bonne qualité. Le sang prélevé (0,5 ml) est
ensemencé dans un volume final de 8,5 ml d’un mélange composé d’un milieu de
base Ham F12, TC199 ou RPMI1640 (annexe M1) auquel sont ajoutés 10 2 20 %
de sérum de veau feetal (SVF) et un mitogéne ConA (Serva) ou PWM (IBF) i la
concentration finale de 10 ug/ml.

Les cultures sont incubées dans des tubes fermés a 37 °C pendant 3 jours en pré-
sence de Con A et 4 ou 5 jours en présence de PWM.

Protocole a partir de lymphocytes séparés par sédimentation

Le sang est prélevé de la méme maniére que précédemment. Les tubes de sang
sont laissés a température ambiante pendant 30 a4 80 mn. Les globules rouges plus
denses que les lymphocytes sédimentent dans la moitié inférieure du tube laissant
au-dessus, une couche plasmatique enrichie en lymphocytes qui est recueillie et
utilisée pour les mises en culture. Cette suspension cellulaire (0,5 ml) est ense-
mencée dans 8 ml de milieu de culture, dans les mémes conditions que pour le
sang total. Les cellules nucléées peuvent étre comptées aprés coloration au bleu
trypan (annexe D3) pour avoir une densité finale d’environ 0,5 4 1.10° cellules/ml.

Protocole a partir de lymphocytes séparés par centrifugation
en gradient de densité

La séparation des lymphocytes peut étre également réalisée par centrifugation du
sang sur un mélange de Ficoll (agent qui agglutine les globules rouges) et de métri-
zoate de sodium ou de diatrizoate de sodium (agents de densité élevée) dont les
propriétés particuliéres de densité et de pression osmotique permettent un meilleur
rendement (Boyum, 1968). De tels mélanges sont commercialisés par Pharmacia
Chemicals (Ficoll-Paque) et par Nycomed (Lymphoprep).

Le sang est prélevé sur héparine de sodium (concentration finale de 5 2 10 UV/
ml), puis dilu€ au tiers avec une solution stérile PBS™ (annexe T1). Le sang dilué
(15 ml & 20 ml) est déposé délicatement a la surface de 7,5 ml du mélange de sépa-
ration (Ficoll-Paque ou Lymphoprep) contenus dans un tube de centrifugation sté-
rile. Aprés centrifugation 4 1 500 g pendant 15 mn a 20 °C, les globules rouges
sont agglutinés par le Ficoll et sédimentent au fond du tube tandis que les lympho-
cytes se trouvent a I’interface de la couche plasmatique et du mélange de sépara-
tion. Le surnageant est retiré pour éliminer au maximum le plasma et les
plaquettes, puis les lymphocytes sont prélevés en évitant d’entrainer des globules
rouges. Les lymphocytes sont lavés trois fois avec du milieu sans sérum (3 vol.) et
centrifugés a4 400 g pendant 5 mn. Les lymphocytes sont comptés aprés coloration
au bleu trypan (annexe D3), puis remis en suspension dans du milieu avec sérum et
inoculés 4 raison de 0,5 & 1.10° cellules/ml dans les mémes conditions que pour le
sang total.



