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Introduction

FISH :

M¢éthode d’hybridation « in situ » entre de I’ADN et une sonde fluorescente
Création : 1988 : mise en évidence des arrangements chromosomiques
Utilisation dans le séquencage et la cartographie

18" organisme diploide etudie : Arabidopsis thaliana pris comme modele.
Exemple de méthode FISH : «chromosome painting »

 Résolution améliorée des sequences
* Possibilité d’utiliser plusieurs fluorochromes dans la méme préparation

« Structure et organisation de la chromatine non perturbées

Domaine lié : la bioinformatique



Plan

1) Préparation du materiel

2) Méthode sur lame
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4) Avantages et inconvenients

http://www.med.upenn.edu/gtp/morphology_gallery.shtml



1) Préparation du matériel :

» choix de tissus
e choix de la sonde

3

Fluorescence Activated Cells ‘l

Sorting (FACS)

mixture of cells in liquid

http://www.lyc-mansart-st-cyr.ac-versailles.fr/disciplines/SVT/lexBio.htm

Technique d’1solement:
- spreading : éclatement
- flow sorting (FACS ) séparation des
cellules

Digestion de la paroi
Fixation de la préparation sur lame

ADN interphasique ADN métaphasique
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http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/FACS.html




Choix de la sonde

Nature :
ARN ou ADN
= actuellement : possibilité de microdissection

Systeme BAC = Bacterial Artificial Chromosome : vecteur de clonage
=> majoritaire , idéal

Type :
Sonde a sequence unique

Sonde a sequences multiples : peinture des chromosomes

Sonde a ADN a-satellite
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Image issue du site internet :
http://www.scq.ubc.ca/wp



http://www.google.fr/imgres?imgurl=http://www.scq.ubc.ca/wp-content/plasmidtext.gif&imgrefurl=http://www.scq.ubc.ca/the-big-bad-bac-bacterial-artificial-chromosomes/&h=597&w=396&sz=37&tbnid=09mU9-w6eNnSzM:&tbnh=135&tbnw=90&prev=/images?q=Bacterial+artificial+chromosome&zoom=1&q=Bacterial+artificial+chromosome&hl=fr&usg=__8pU1qYPbgim133vJeuDNYjdvS84=&sa=X&ei=wpyDTbfiEsOKhQexlZDABA&ved=0CEgQ9QEwAw
http://www.google.fr/imgres?imgurl=http://www.scq.ubc.ca/wp-content/plasmidtext.gif&imgrefurl=http://www.scq.ubc.ca/the-big-bad-bac-bacterial-artificial-chromosomes/&h=597&w=396&sz=37&tbnid=09mU9-w6eNnSzM:&tbnh=135&tbnw=90&prev=/images?q=Bacterial+artificial+chromosome&zoom=1&q=Bacterial+artificial+chromosome&hl=fr&usg=__8pU1qYPbgim133vJeuDNYjdvS84=&sa=X&ei=wpyDTbfiEsOKhQexlZDABA&ved=0CEgQ9QEwAw
http://www.google.fr/imgres?imgurl=http://www.scq.ubc.ca/wp-content/plasmidtext.gif&imgrefurl=http://www.scq.ubc.ca/the-big-bad-bac-bacterial-artificial-chromosomes/&h=597&w=396&sz=37&tbnid=09mU9-w6eNnSzM:&tbnh=135&tbnw=90&prev=/images?q=Bacterial+artificial+chromosome&zoom=1&q=Bacterial+artificial+chromosome&hl=fr&usg=__8pU1qYPbgim133vJeuDNYjdvS84=&sa=X&ei=wpyDTbfiEsOKhQexlZDABA&ved=0CEgQ9QEwAw

A partir de la collection de BAC...

1) Recherche des sequences les moins répetées
= Technique « dot plot » : analyse de 1’intensité du signal

2) Marquage

Principe

— Technique « nick translation »
Meéthode

= directe ou indirecte

3) Traitement sur lame avec 1’échantillon a analyser
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Technique « nick translation »
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Obtention de la sonde marquée



dNTP® : méthode directe ou indirecte

® molécule de reconnaissance :
Nucléotide couplé a un fluorochrome = marquage direct

Nucléotide associé a un haptene
(ex : digoxigenine)

Moleéecule rapporteuse
ET reconnu par un anticorps couplé a
un fluorochrome (ou autre molécule
rapporteuse)

Anticorps primaire
Haptene
“ Nucléotide

= marquage indirect ’

Anticorps secondaire
Amplification du signal :

Utilisation du systeme
« anticorps laire/anticorps Ilaire »

A partir d’un document en ligne :
myrte.u-strasbg.fr/IHC/IHC_en_ligne/.../Marqueurs.ppt -




2) Méthode sur lame

traitement a la pectinase

\ 4

dénaturation de la sonde et de 1’échantillon Fluoresence In Situ Hybridization (FISH)
a 75°

choc thermique

\ 4

lavages

¥

incubation de la sonde et de I’échantillon

hybridation dans une chambre a 37°

\ 4

lavages post hybridation

‘ [TITITTTITIIT] (1171

révélation de l’hybridation ) http://www.genome.gov/10000206
contre coloration au DAPI

\ 4

lecture au microscope a épifluorescence




|l existe deux types de fluorescence : indirect et direct

FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)
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- The gene is located

http://www.lookfordiagnosis.com/images.php?term=Techniques+De+Diagnostic+Mol%C3%A9culaire&lang=4




Spectral karyotyping and multifluor FISH paint each human
chromosome in one of 24 colors.
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Nature Reviews | Genetics

http://www.magnard.fr/compagnons/svt/Chapitre-1-ressource-page-18




3) Un exemple d’application de FISH

La phylogénie:

 Etude des remaniements chromosomiques

translocation

fusion

Translocation P
. " i délétion
réciproque =
T_T duplication
®

_http://mww.embryology.ch/francais/kchromaber/abweichende03.html

inversions

A%
I 1.

pericentrique paracentrique

http://cvirtuel.cochin.univ-paris5.fr/cytogen/2-1.htm

 Etablissement d’un arbre phylogénétique selon les homologies de sequences.
m===) | 'arbre phylogénétique de séquences est donc une proposition parmi d'autres arbres
phylogénétiques dont les informations peuvent étre complémentaires ou tres différentes.


http://www.embryology.ch/francais/kchromaber/abweichende03.html

Etude de I’évolution des caryotypes avec le “chromosome painting”

B A. lyrata C A. thaliana

A. thaliana (n=5)

N
AK1 AK2 AK3 AK4 AK5 AK6 AK7 AKS8

A tyrata (=9 i i i i ‘ ﬁ

1T

C. rubella (n=8)

Lysak M A et al. PNAS 2006;103:5224-5229




Autres applications :

e CTs = “chromosome territories”
Détection de la position spécifique des
chromosomes en interphase dans le
noyau.

Images M BERR
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4) Avantages et inconvénients de la technique

(+) - FISH fournit des informations supplémentaires par rapport a la carte géneétique.
Elle situe les réarrangements chromosomiques.

- FISH permet ’analyse des chromosomes sur noyau interphasique.
- L’utilisation d’hapténe couplé a un anticorps diminue le risque d’aspécificité
- FISH utilise des fragments de 100 kpb et cela cause ainsi peu de contraintes
spatiales au niveau du noyau.
(-) - Application FISH : uniquement pour des cellules non viables.
- Technique codteuse (sondes).
- Perte de la fluorescence donc du signal au cours du temps.

- Manque d’informations lors de I’analyse des résultats FISH en 2D
—> microscope 3D a déconvolution

Images M BERR



CONCLUSION

 Technique qui doit étre transmise

« Des améliorations en cours : des sondes plus petites et des fluorochromes
plus performants limitant le bruit de fond

_ Microfluidic chip
* Baisse du colt -

*Technique simplifiée

http://en.wikipedia.org/wiki/File:FISHchip.jpg
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