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A MON PERE

En tp.-mOif]V/.!'lge. de, ma. ne.c.on/'l.tU...6,6anc.e. poun toU!.J -ev; .6a.cniMC.M

c.on.6e.11-ti.f.. e.t pOU/t ,f,v AmoM qwz. .:tu noU6 a .:toujoUM ponté.

1e. te. doJ...6 iI1Ml"lime.nt.

A MA MERE

Bie.n faible. t~moignaRe. de. ma ne.c.onnai~.6anc.e. poun

tou.6 1e..6 .6ac.ni6ic.e..6 que. tu a.6 c.on.6e.nti.6 poun mOn

avenin e.t c.e.~u~ de. me..6 6nène..6 et .6oe.u~.6.

A MES MA TU" TRES

En qaqe de. ma ke.c.onnai.6.6anc.e poun tou.6 1e..6 .6ac.ni6ic.c~

que. VOU.6 ave.z c.on.6e.nti.6 POUf[. nou.6 ~le.ve.n et ~duquen

dan.6 une. ambianc.e. de panùaite e.ntente.

A mOn onc.le. Augu.6tin BAVO

Ton dévoue.ment; te..6 haute..6 qualité.6 mo~ale.6 poun f~

6amille, et ta bonne. hume.un nan.6 l~quetle. tu nou.6 c

éduqu~, nou6 ont pe.nmi.6 de. .6Unmonte.~ bie.n de..6 pnobl~mes

Ce. tnavai2 e..6.:t le. mode..6te. témoignage de. mon pno6onr

attac.he.me.nt.

A tou.6 me..6 onc.le..6 e.t a toute..6 me.6 tante..6.

Pui.6.6e c.e. tnavail VOU.6 .6envin d'e.xe.mple..



Attach~ment 6~at~kn~l.

A l~ n~ande 6amill~ RADa.

A la ~arnill~ SERE ~t BENAO a Cib~alta~ Il.

A touJ.> m~J.> copa.J..n.t, ~t corin~J.> d~ -ea "b('tnd~"

"WLth ct litt1!.e h~,f.rJ 6Jtom ml} éltiendJ.> ... "

A meJ.> nomblteux copain!.l ~t corine~.

A meJ.> amiJ.> et ami~J.>.

A me-6 ca.ma.~a.de..J.> de p~omotion (EBENE)

AUX é.:tudian.:t-6 voLta.zqueJ.> de .f. 1 E. r ,.3, j\!. il,

A t'A.E.V,1),

A tout le pe~-6onnel adminiJ.>t~ati~ et techniqu~ de l'E.I,S.V,v.

~n pa~ticulie~ a Mme.. PlOUF.

Au pe~J.>onne.l du Labo~atoi~e d'HiJ.>toioqie Emb~ljologie et CJtu
iooi~ du C,H.U, d~ DAKAR, notamment la -6~clt~tai~e. Mm~ G;ne.~a

NVrAYE et !e. te.chnicien-che.~ Mit. 8oubaca~ nrARRA.

A touJ.> ce.ux Qui !.liuf~lte.nt de malnutltition.

A tou/.) ceux qui -6ou6~~e.nt deJ.> maladie!.l g~n~tique~.



A NOS MAI T RES ET J UGES



A NOTRE MAITRE fT PRfSIVENT Vf THESf

Mon~~eu~ te P~o6e~~eu~ F~anço~~ VIENG

Cha~~e de Médec~ne Léaate à ta Faculté

de Médec~ne et de Pha~mac~e de VAKAR.

En temolgnage de no,t~e pJt.o6onde g~at..i..:tude

pou~ t'honneu~ que vou~ nou~ 6a..i..teh en
acceptant de p~é~~de~ not~e ju~y de thè~e.

T~ouvez ~c~ trexp~e~~~on de not~e ~e~pectueuhe

~econna-i.~~ance pou~ ta chaleu~ de vot~e.

accue~l.

A MONSIEUR LE PROFESSEUR Ahmadou Lam~ne NVIAYE

Pépa~tement de Zootechn~e At~mentat~on a t'E.I.S.M.V.

Vou~ avez b~en voulu nouh con6~e~ ce t4dvail
et en ~ u~v~e t 1 étaboJtat~o n avec un ,~OÙt

pa~t~cul~e~.

Nou~ avon6 adm~~é vo~ haute~ qual~té~ ~nteilec

tuetle~ et vot~e, ~ en~ du t~ava,{,t b~en n(1·.[f.:,

En acceptant de ~appo~te~ ce t~ava~l; vou~

nou~ 6~te~ un gJtand honneu~ auquel nOu~

~ omme.~ tltè~ ~ en~~ble~ .

Nou~ VOUh p~~on~ d'accepte~ l'hommage de no:t~e

p~o6ond ~e6pect et not~~ v~ve ~econna~~~ance

pou~ votlte en6e~gnement.



MONS1 EUR LE PROFESS EUR Abdo u SANOKHO

Cha~~~ d~ Péd~at~~~ ~t Génêt~qu~ Méd~eat~.

Mat.9~é VO.6 nomb~~u.6~.6 oeeupa.t~on.6 voulJ avez

aeeepté d~ ~~~g~~ a not~~ ju~y d~ th~.6~.

SOY~Z a.6.6u~é d~ not~~ .6~ne~~e ~~eonna~~.6ane~

pou~ la ehafeu~ de vot~~ aeeue~t.

Hommage.6 ~e.6p~etueux.

MONSIEUR LE PROFESSEUR Afa.6.6ane SERE

Ag~êgé d~ Phy.6~ofog~e a l'E.I.S.M.V.

Vot~e amou~ du t~ava~f, vot~e ~~gueu~ .6eienti6i
que et VO.6 g~ande.6 quai~tê.6 huma~ne.6 nou.6 ont
~ ~ du~t.6 .

Nou.6 ne d~~on.6 jama~.6 a.6.6ez fa ~eeonna~~.6ane~

qu~ nou.6 vou.6 d~von.6 pou~ le .6outi~n ~t LeA
m(t~que.6 d~ .6ympathie qu~ vou.6 nou.6 ave.z :toujou~.!:>

aeeo~dê.6. VO.6 e()Y1..6~~f.6 ont eon.6t~tuê pou~ HOU!.>

un p~êe~~ux ~n.6~ign~ment.

C'e.6t un g~and honneu~ que vou.6 nou.6 6aite.6 en
aeeeptant d~ .6iège~ dan.6 not~~ ju~y de thè.6e.



unNSlEUR LE PROFESSEUR Chanle~ KONOI AG8A

V~rantement d'Anatomie a f'E.l.S.M.V.

Vo~ Quafit~~ autant dan~ le t4avail que rlan~

le~ nappont~ humain~ ont toujoun~ ~u~eité ~n

nou~ une ~ineène adminat~on.

Mou~ voudnJ.o M ain~i mie.ux expnimen ee que.

nou~ ne~~enton~ poun vou~, e.n vou~ ~~~oei~nt

a notne. jun~ de th~~e. Et e'e~t une Qnanrle

joie. poun nou~ que vou~ ayez aeeerté d' IJ ~iè(]c!~.

A W)TRE DIRECTEUR DE THESE LE DOCTEUR Jo~é-Manie AFOUTOU

Maltne-A~~i~tant en Hi~tolo~ie-Ernbnuologie. et Cqtog~n~tiQue

Faeult~ de M~deeine. et de Phanmaeie. M~deein Biologi6te
au C.H.U. de DAKAR.

Vo.tJte amoun dtt ttLavctil et du t4avail bien

ûait, votne ra.~~ion poun la génétique en
génênnle et la C~toaénêtique en rantieufieh

110U.~ ont manqu ô tout te. long de ee~ deux

(Lnné.e~ ra~~ (ie-6 aupJtè~ de vou~.

Ce tnavait, vou~ l'avez initie. et eonduLt

avee toute votJte volol1t~, votne eollaboJtation
ne 110U~ a jamai~ 6ait dê6aut. L'arnbianee dal1~

~aquelle nou~ avon~ tJtavaill~ atte~te de VOh

qual.{:té~ humaine~. !'o~ nombJteux eon~ei,t~ ont

été po 11. Ir. nou~ un rJtéeieux en~ eignement.



WPar délibération~ là Faculté et l'Ecole ont

arr~té que les opinions émises dans les dissertations

qui lui seront pr6s~ntées doivent ~tre consid6r~es

comme propres. leurs auteurs et qu'elles n'entGndent

leur donner aucune approbation ni improbdtion·~
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En Octobre 1982) le DApartement de ZOO~r,HNI~ pt

ALIr~NTA~ION de l'E.I.~.S.V. et le Département d'HIs~etOGIS

EMBPYOLOGIF et CYTOGENErrIQTJE de la Faculté de J'Aéde cine de

l' TTni versi té de DAKAR. ont décidé de mettre en commun leur2,

moyens matériels. techniques et humains pour développer le
laboratoire de Cytog§nétiaue du C.H.n. de DAKAR afin ~~ lui

permettre de faire face enfin efficacement aux demandes

multioles d'analyse chromosomique que lui adressent médecins

et vFitérinaires éventuellement. Les initiateurs de ce projet

s'étaient foxés deux objectifs à attein:1re en cinq ans. (1983-1988)

Premiêrement - Cerner pour les vulgariser en milieu 8fricain

les bases techniques théorique et pratique d'une oratique

cytogénétique correcte et acceptable : ce document en f8it

le point.

Deuxiêmement - Effectuer l'inventaire cytogénétique des
différentes espêces animales domestiques et des marqueurs

chromosomiques humains dans la région intertropicale

d'Afrique.

Au bout de deux ans de stage théorique et pratjo1JJ'

auprês du Docteur José-Marie AFOUTOTT nous avons étudié la

faisabilité, en milieu sous-équipé, de 193 techniques
standards et spéciales d'analyse chromosomique. Cette recher
che a débouché sur la mise au point et l'adoption, au niveau
du laboratoire de Cyto~én~tique du C.H.U. de DAKAR, d'une ou
deux variantes techniques simp~ée~ mais efficaces

permettant

----- Le test chromatinien de BARR

----- -L'étude de la fluorescence de l'Y
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----- Obtention de préparations chromosomiques analys~h10~

~ partir de divers mat~riels biologiques : san~ totql~

moëlle osseuse, liquide d'ascite, liquioe cpphRlo

spinal etc ...

- la réalisation de marquage chromosomique

C et T.

- L'obtention de chromosomes prométaphasiques.

Dans les pages qui suivent on retiendra :

Les détails techniques, les résultats et une ptude 00S

prbripales indications de ces techniques en médecine

humaine et vétérinaire.

Notre expos' comportera trois chapitres

CBAPITHF PREMIER - Historique et généralités.

CI1APITHR DFUXIEf'ilE - Les techniques cytogénétiques de lahorr',-'

toire.

CHAPlrnRE TROISIFofViE _. Résul tél,ts, intérê ts et indications je

l'analyse chromosomique en médecine

humaine et vétérinaire.



CHA PITRE· P REM 1 ER

HISTORIQUE ET GENERALITES
======---;=.= -=--_::=:
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Depuis les premleres observations chromosomique2)

â la fin du 1ge siècle jusqu'à la découverte des techniques

d'analyse chromosomique les plus raffinées en 1980, l' histo j .L'lé:

naturelle de la cytogénétique se divise en trois périodes

- Naissance et jeunesse : de 1900 à 1959

Période de maturité et de gloire : 1960 ~ 1970

- L'apothéose: 1970 à 1984.

1°) - La première période

Elle commence au début du siècle et se termine en

1959. Durant cette période, les chromosomes étaient observés

en histologie et sur des tissus en division. La mauvaise

qualité des préparations conduisait â une confusion sur le

nombre exact des chromosomes chez les différentes espèces.

Tous les auteurs ayant étudié les chromosomes

humains utilisaient des coupes de testicules. Mais la plupart

des prélèvements étant réalisés post-mortem sur des supplici~s,

les tissus présentaient déjà de graves altérations avant même

d'être fixés. Par ailleurs les comptages sur coupe étaient

rendus difficiles par la superposition des images aussi bien

que par la perte possible d'un ou de plusieurs chromosomes. C'e3t

pourquoi les premières observations des chromosomes humains
donnèrent lieu à des estimations fort contradictoires.

De 1898 à 1912, le nombre varie de 16 à 36.

C'est WINIWATER,en 1912 qui va se rapprocher le

plus de la réalité. Il utilise un matériel de choix, à savoir

des biopsies testiculaires prélevées chirurgicalement et

immédiatement fixées. Le mérite lui revient surtout d'avoir

mis au point une épaisseur de coupe qui lui permettant de
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garder intact l'ensemble de la garniture chromosomique d'une

cellule. Il décrira airei:-chez l'homme 46 Autosomes + X

-chez la femme46 Autosomes + 2 X.

PAINTER en 1921, s'inspirant de ce résultat,

découvre le chromosome Y, et en 1923, il conclut à l'existenCE:

de 48 chromosomes :

46 A + X + y pour l'homme

46 A + X + X pour la femme.

A partir de cette date, tous les auteurs vont mettre un accent

particulier sur IVamélioration des techniques.

Ainsi KEMP en 1929, utilise la culture de tissus

pour observer des mitoses somatiques.

KROUTCHOV et BERLIN en 1934 observent des mitosE:s

à partir de cultures de lymphocytes.

GAVAUDAN et POMRIASKINSKY-KOBOZIEFF en 1937, déco~.l"

vrent l'action antimitotique de la colchicine et de ses

dérivés, permettant ainsi le blocage de la métaphase. Grâce ~

ces trois dernières innovations et surtout grâce à la décou

verte du choc hypotonique par HSU en 1952, le nombre des
chromosomes humains sera définitivement fixé à 46 par TJO et

LEVAN en 1956.

44 A + X + Y chez l'homme.

44 A + X + X chez la femme.

------- cette période de confusion s'observe également che7,

les animaux domestiques.
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Chez le cheval

Depuis la première étude des chromosomes du chev.J.l

par KIRILLOV en 1912, jusqu'A 1944, le nombre 2n a vari§ de ~3

à 66. Ce n'est qu'en 1959 que le nombre exact de 64 sera ohtcn~

fortuitement d'ailleurs par ROTHFELS, AXELRAD, SMINOVITCH.

Mac CULLOCH et PARKER, qui ,lors d'une étude sur l'origine de
lignées cellulaires anormales de souris, de singe et d'homwe}
furent amenés à envisager la contamination de leurs cultures

par des cellules sanguines de cheval provenant d'un serum

anormalement purifié. Plusieurs travaux (onze au total)

sont venus par la suite confirm~r de façon absolue le nombrs
64 établi par ces auteurs.

Chez les porc ins

Bien avant les années 60, le nombre des chromosom:~';3

chez les porcs était l'objet de controverse.

Les premleres études de KRALINGEF (1931), sur le3

cellules de la lignée germinale, avaient conclu à un complérJ'cnt

de 38 chromosomes chez le mâle et 40 chez la femelle.

Par la suite, MAKINO (1944),SACHS (1954),SPALDING

et BERRY (1956),APARICIO (1960),ont avancé le nombre de 40
chromosomes avec un dismorphisme sexuel XY ; XX.

Mais le nombre de 38 chromosomes avancé par BRYDEli

(1933) SMITH et coll. (1938) CREW et KOLLER (1939), MULDAL

(1948) a été finalement confirmé par de nombreux auteurs

dont CLAUSEN et SYVERTON (1961), RUDDLE (1961) GIMENEZ-MARTDJ

et coll. (1967), MAKINO et coll. (1967), De NORONHA (1963),
STONE (1963) GERNKE (1964) , NAAG et SANTUCCI (1964),

Di ANTONIO (1964), De CASTRO et PISANI (1964), EVANS (1965),

Mac FEELY et HARE (1965) pour ne citer que ceux-là.
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Comme l'a indiqué BULOT (1969) (1EO) tout le monde

s'accorde aujourd'hui sur le nombre n = 38. Mais il y a eu

cependant des confusions quant à la description et au classc.'

ment des chromosomes. Mais depuis l'avènement des techniques

dt' bandes en 19'70 un grand pas a été franchi pour pallier ?;

ces difficultés de classement.

Çhez les bovins

Les premières observations dç chromosomes de

bovins sont dues ~ KRALLINGER (1927).11 faudra attendre 19~7

pour que l'étude de chromosomes de bovins,à partir de culture,

de cellules par ~~LANDER, confirme le nombre 2n = 60 admis

auj ourd ' hu i .

2°) - La deuxième période

Elle correspond ~ ce que l'on peut appeler les

années de gloire. En effet c'est durant cette période que l(?~

plus grandes aberrations chromosomiques ont été ~~ftl1&éeE

et associées à de nombreuses affections, ouvrant ainsi l'~ra

à la cytogénétique dite médicale.

La découverte de la trisomie 21 chez l'homme cn

1959 par J. LEJEm~E, M. GAUTIER et R. TURPIN en sera le point
de départ.

Dans la même année (1959) JACOBS et STRONG découvrent

le déterminisme 47, XXY du syndrome de Klinefelter. Tandis que

celui du syndrome de Turner (monosomie X) est découvert par

FORD, JAMES, POLANI, de ALMEIDA et BRIGGS.

Une année plus tard (1960) furent découvertes

la trisomie 13 par PA'IAJ et coll. la trisomie 18 par EDVJAfD:~·

et coll. et le syndrome tripla X par JACOBS et coll. en 196C~
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de même que de nombreuses combinaisons gonosomiques allant"
de 47,XYY à 50,XXXXYY chpz les hommes.

de 45,XO à 49,XXXXX chez les femmes.

La cytogénétique devenait ainsi un excellent

moyen de diagnostic occupant une place de choix dans le bilan

anatomo-cliniquc de tous les syndromes polymalformatifs avec

ou sans débilit~ mentale.

Face à ce succès éclatant, la nécessité de se

réunir pour harmoniser les diverses nomenclatures cytogéné

tiques ut j 1. isées s ' imposait . D'où la conférence de DenVGr~,;,l

1960 suivie de celle de Londres en 1963. La classification

numérale proposée par PATAU et coll. sera en 1966 est adoptée

à la suite de ces consultations. D'autres anomalies seront

découvertes

en 1963, le syndrome du "cri du chat" ou syndrome (Sp-)

par Jérôme LEJEUNE.

le syndrome de délétion du bras long du chromosome 18 (18q-)

par Jean de GROUCHY en 1964.

En 1966 la conférence de Chicago adopte des sym

boles pour d~signer les anomalies chromosomiques par exem~le

Phl pour le chromosome de Philadelphie.

Cette période se caractérise chez les animaux

domestiques par la dé~ouverte de la translocation 1/29 par

GUSTAVSONN et coll. en ~964. Mais il faudra surtout attendre

les années 1970 avec l'application des nouvelles techniques

cytogénétiques pour aSfiister à une lTll>isson beaucoup plus ric11e

en matière d'anomalies chez les animaux domestiques.
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3°) - L~ troisième période

Elle débute peu avant 1970 avec la découverte des

techniques des bandes. Avant,l'identification précise de (;hi:1(~JC

paire de chromosomes chez les espèces humaine et animales,
était la plus grande difficulté.

A partir de 1969, des techniques nouvelles pour

une identification plus précise ont commencé à se faire jour.

CASPERSJN et ses coll. (1968) eurent l'idée dl ut i-

liser un agent alkylant fluorescent, la moutarde de quinacrine

ou mépacrine~pour colorer les chromosomes de végétaux et de

hamster chinois. L'examen en microscopie à fluoresc enc e monLra

des structures particulières le long des chromosomes, des

bandes plus ou moins fluorescentes. Dans les mêmes condition::

les chromosomes humains ont également Uîe structure en band,::::

particulières (CASPERroN et coll. 1970) : On parle alors de

bandes Q.

Dès lors les techniques d'examen en fluorescence

se développent en cytogénétique, et la possibilité de mettr0

en évidence une différenciation le long du chromosome, vü) i·

ble au microscope, allait stimuler la recherche d'autres

techniques d'examen, reposant sur'des principes physiques et
biochimiques divers, faisant intervenir les différents campo

sants chromosomiques" ADN et protéines, ainsi que la dynami.que
de la replication de l'ADN, et de la condensation des chroma

tides.

Vont succèder aux bandes Q de CAPERSON et coll.

- les bandes G (Giemsa' par :

les $éthodes de "dénaturation" chimique :

SUMMJR et coll. (1971), SCHNELDL (1971)
DUTRtLLAUX et coll. (1971), SEABRIGHT (1971).
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,: :-~ ~ f~~{Xn

- Les bandes R (Reverse) par les méthodes do
"dénaturation" thermique : DUTRILLAUX et LEJEUNE (1977)

CARPENTIER et coll. (1972),DUTRILLAUX et COVIC (1974),
SEHESTED (1974), DUTRILLAUX (1975).

- Les bandes T (Télomériques) par DUTRILLAUX
(1973) •

- Les bandes C (Centromériques) (ARRIGHI et HSU

1977' ; GRAIG:HOLMES et SHAW, 1971 ; YUNIS et coll., 1971 ;
SUMMER, 1972)

- Les bandes CT par SCHERES, 1976.

- Les mét1xldes de traitement par le BrdU progres,2i
vement développées par ZAKHAROV et EGOLINA en 1968, PALfl[A (?D

1970 et ZAKHAROV et EGOLINA en 1972.

- Enfin, les techniques de haute résolution.

Dès 1978, DUTRILLAUX ct collaborateurs (60) utilisant des
artifices techniques, arriveront à déplacer le stade d'étud~

des chromosomes de la Métaphase vers la Prophase sub-terminale

ou Prométaphase. Cette inovation technique devait permettre:

le doublement du nombre de bandes au moins analysable sur
les chromosomes et un raffinement extrème dans l'analyse des
anomalies de structures des chromosomes.
Certains auteurs dont J.M. ROBERT (16~ considèrent à juste
titre que nous avons atteint là la limite optique d'analyse

cytogénétique.

Ces méthodes, toutes adapt!es avec succès chez

les animaux, ont pris une place importante, de tout premier

rang, dans l'analyse chromosomique.
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Ces dernières années, on assiste au développement
de l'étude cytogénétique de très jeunes embryons tant en

Médecine humaine, qu'en Médecine vétérinaire. Dans cette

dernière discipline, les progrès sont beaucoup plus nets, en

liaison avec le développement de la transplantation· embryonnairE::,
particulièrement chez les bovins.

Les premières études ont été faites sur des embryons

ages de 13-14 jours (RARE et coll., 1978 ; WINTENBERGER-TORRES
et POPESCU, 1980).

De nos jours des embryons de 6 à 7 jours sont

utilisés avec des résultats très concluants.

Les techniques de culture à partir de cellules

embryonnaires ont également été améliorées. Et les prélèvement:

de ce type de cellules, sont maintenant possible grâce à

l'amniocentèse et à de micromanipulations.

La cytogénétique, comme pratiquement toutes les

sciences, a connu des débuts difficiles. Elle a surtout souf

fert d'insuffisances techniques pendant plus d'un demi-siêclc.

Cependant,la découverte d'une anomalie chromosomique, et

surtout la liaison de cette anomalie à une maladie stimulerq
les recherches, permettant, l' amél ioration dl année en année '1:3

techniques d'étude, condition essentielle et principale pour
l'obtention et l'exploitation d'un caryotype: d'où, toute

l'importance du chapitre suivant qui est consacré à une revue

analytique et critique des principales techniques d'étude

eu cytogénétique, à la lumière de l'expérience acquise au

laboratoire de Cytogénétique de l'Université de DAKAR - Séné~al.



{: HAp·1TRE·····n EUXlEME
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La cytogénétique dont le but est la descriptioll

des chromosomes des animaux et des végétaux, est, dans le

vaste ensemble de la biologie un domaine commun à la cytol)fd e

et à la génétique. Elle est cytologique par es méthoàes

d'analyse, par sa nature descriptive, ainsi que par son

obj et ct' étude, le chromosome : organite cellulaire ; elle

est génétique parce que cet organite est le support de l'h~rs

dité.

Notre propos dans ce chapitre sera consacré à

l'aspect cytologique à savoir les techniques d'étude en

cytogénétique. Les examens cytogénétiques de laboratoire sont

de deux types :

----- Les techniques d'étude de la chromatine dans le noyqu

interphasique (noyau non en division) ou tests chroma

tiniens : corpuscule de Barr (cB), Drumstick (Dr), Fluores

cence de l'Y (corpuscule fluorescent Y : CFY).

----- Les techniques dl €tude du noyau mitotique (noyau CD

division) ou tests chromosomiques à proprement pRrlc r .
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1 - LES TESTS CHROMATINIENS
==-= =============

I.1 - GENERALITES

Chez l'homme, comme chez la plupart des animaux

supérieurs, le matériel génétique est constitué par de l'acide

désoxyribonucl(ique ADN ou (DNA) localisé essentiellement

dans le noyau. L'organisation de ce matériel héréditaire pos

sède deux variantes caract~stiquesdans les deux grandes période2.

du cycle cellulaire, à savoir l'interphase et la division

cellulaire ou mitose.

Dans le noyau interphasique, le DNA est en masse

plus ou moins organisée : la chromatine.

Pendant la division cellulaire l'ADN s'organise

sous la forme de chromosomes (dont le nombre et la forme sont

caractéristiques de l'espèce considérée)conBtituant le caryotype

(cf Chap.III). L'observation en microscopie optique des noyaux

de cellules fixées et colorées révèle des plages fortement

colorées par les colorants basiques alternant avec des

zones claires. On appelle chromocentres les régions

colorées intensément : ils sont constitués dl hétérochromatine,

les plages claires étant formées d'euchromatine. L'euchroma-

tine, claire, est formée essentiellement des fibres de INA de 35 à 60 J,
de diamètre (fibre A) tandis que 1 'hétérochroma.tine, sombre, présente
surtout des fibres épaisses de 200 à 300 Â de diamètre (fibre B).

- l'hétérochromatine constitutive,

- l'hétérochromatine facultative,

L'hétérochromatine constitutive occupe une région

du chromosome où les filaments de DNA restent constamment
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condensés, et dont la localisation est identique sur le

chromosome homologue. Elle serait génétiquement inactive.

Elle est largement dispersée sur tous les chromosomes.

Les segments les plus volumineux se retrouvent au niveau dos

constrictions secondaires des chromosomes A1, Cg, E16 chez

l'homme, ainsi qu'à l'extrémité du bras long du gonosome Y

(ARRIGHI et HSU, 1971). Des observations cytologiques

indiquent que la majorité de ces segments hétérochromatiques,

y compris celui de l'Y se situent près du nucléole pendant

l'interphase (JONES, CANEO et coll. 1972)

L'hétérochromatine facultative co~respond à une

région chromosomique qui n'est pas obligatoirement condensée

pendant l'interphase j toutefois, les gènes de structure

qu'elle porte sont inactivés. Elle est soit gonosomique, soit

autosomique.

L'hétérochromatine facultative autosomique est

peu connue et insuffisamment étudiée. Qilant à l'hétérochroma

tine facultative gonosomique, elle correspond à l'inactivation

de toutou d'une psrtie (bras long "q") de l'un des gonosomef:\ ~(

chez les individus de sexe féminin. Elle correspond à la

chromatine sexuelle pouvant être mise en évidence et étudiÉ:8

dans les cellules interphasiques sous la forme de corpuscule
de Barr, et dans les cellules sanguines polynucléaires sous

la forme de "bagette" de Lamb ou "Drumstick".

AU TOTAL

On peut retenir que, l'exploration cytogénétique

des noyaux interphasiques peut donc porter :

- soit S:lr l' hétérochromatine constitutive autosomiqJ.c

des paires A1, ~g et E16 (chez les humains mieux étudiées sur

caryotype (cf II).
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- soit sur l'hétérochromatine constitutive gonosor1ic'.F~

du bras long du cl"..romosome ! (corpuscule fluorescent Y ou Y
Body ou F Body),

- soit enfin 11hétérochromatine facultative gonoso

mique X : corpuscule chromatinien de Barr et Drumstick.

1.2 - ETUDE œ. L'HETEROCHRGr1AT1NE SEXUELLE

Le terme de corpuscule chrornatinien sexuel, désigne

un "c hromocentre" correspondant à un chromosome sexuel et

qui peut être mis en évidence, par des techniques adéquates~

dans un noyau interphasique.

On d ist ingue :

----- le corpuscule chromatinien de Barr, correspondant

à un chromosome X. Seul le deuxième chromosome X et les·

chromosomes X surnuméraires peuvent être mis en évidence d2DS

un noyau interphasique. Le Drumstick est l'équivalent de 18

chromatine de Barr dans les cellules sanguines nuclées.

----- le corpuscule chromatinien Y ou corpuscule fluopcs'

cent ou F BODY dérive du chromosome Y mis en évidence après

coloration par les fluorochromes.

L'étude du Drumstick a perdu tout intérêt parce

que trop aléatoire. Nous ne la traiterons pas ici.

1.2.1 - Techniques d'étude du corpuscule chromatinien

de Barr.

Le dimorphisme nucléaire des cellules animales

pendant l'interphase a été mis en évidence en 1937 par



- 15 -

GEITLER (11. En 1945 SMITH (164) a suggéré qu'il pouvait

servir à la détermination du sex-ratio. En 1949, BARR et

BERTRAM (13) ont découvert dans le noyau des cellules

nerveuses de chatte un corpuscule intensément coloré par 1eR

colorants basiques ct qui est absent chez les chats.

Ce corpuscule leur apparut associé au nucléole: ils l'appe

lèrent corpuscule nucléolaire. Deux 3.ns plus tard, en :1.9:-)1,

Barr ( 1) établira que ce corpuscule chromatinien était le

plus souvent contre la membrane nucléaire. Le terme corpus

cule de Barr est alors devenu populaire.

Ce sexe chromatinien, révélateur du sexe génétique,

est trè s fac ile à mettre en évidence puisqu Ion le trouve '"J.U

niveau des divers tissus y compris les plus accessibles comrne

l'épithélium buccal. La chromatine sexuelle a été mise en

évidence chez de nombreuses espèces, en particulier che?'

l'homme, le chien, le chat, les petits ruminants, les bovins

et l es équidés. (18)

Les variantes techniques permettant la mise en

évidence et l'étude du corpuscule de Barr sont nombreuses (:1. )

nous rapportons ici, les trois variantes techniques couramm~nt

utilisées au laboratoire de Cytogénétique de l'Université de

DAKAR (Sénégal).

1.2.1.1 - Matériel cellulaire

- Toutes sortes de frottis de cellules épithéliales
ou conjonctives non sanguines, peuvent être utilisées,

notamment :

* Des cellules de la muqueuse buccale

* Des cellules de la muqueuse vaginale

* Des cellules de la racine des cheveux
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*Des cellules urothéliales sur culot urinaire

*Des cellules mésothéliales obtenues sur culot

de centrifugation des liquides d'épanchements,

pleural, péritonéal ou ascite, synovial.

Cependant le frottis buccal est le plus courammGnt

utilisé, de loin le plus simple comme le plus efficace.

- Prélèvement dans une bouche propre débarassée de

toute particule alimentaire, par rinçage soigneux. GrattAge

doux mais efficace, au niveau du cul-de-sac postérieur de

la joue, ou au niveau du "rouge" de la lèvre inférieure, avec

une spatule métallique mousse ou une lame de verre, en évitc:nt

de faire saigner.

- Etalement immédiat des cellules ainsi obtenue5, sur

une lame porte-objet propre.

Réaliser pour chaque joue un frottis distinct en

prélevant avec une spatule différente (intérêt pour le dépis

tage des mosaiques gonosomiques).

1.2.1.2 - Technique d'urgence

(Délai de réponse: 1 heure, préparation éphémère).

- Déposer une goutte fixante et colorante d'Orcéine
Acétique (1) sur le frottis puis recouvrir d'une lame couvre

objet propre.

- Laisser à la température ambiante (20 à 30°) pendant

15 à 30 mn.
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Sceller avec du vernis à ongle

Observer au microscope ordinaire au (X 10) puis au

(X 100) à immersion.

1.2.1.3 - Technique à court terme

(Délai de réponse: 2 à 3 heures) (GUARD).

(Préparation permanente).

- Fixation dans un mélange à volume égal d'alcool 90°

à 100° et d'éther ou avec de la laque à cheveux ou

spray-cyte.

Laisser fixer pendant 30 mn.

- Hydratation (alcool 90°, 70°, 50°, enfin eau distillée).

- Hydrolyse acide : Hel normal à 56°c pendant 8 mn ou

HeP 5 X normal pendant 25 mn.

Cette opération élimine le cytoplasme et atténue

la coloration des chromocentres sauf celle du ou des corpus

cules de Barr.

- Coloration avec une solution aqueuse de bleu de

toluidine à 1%

- Différenciation rapide à l'eau acétifiée à 1% pehdant

quelques secondes

- Déshydratation (alcool 50°, 70°, 90°, 100° et enfin
xylol)

- Montage sous lamelle à l'Eukitt au Baume du Canada

- Lecture (X 10) puis (X 100) à lVimmersion.

On appréciera la p~ésence, la ~~~équence et la

taille du corpuscule de Barr.
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I.2.1.4 - Les rêsultats normaux et leur significatio0_

Le corpuscule de Barr typique est de forme suh

triangulaire à base externe accolêe contre la membrane

nucléaire. Il est souvent entourê diun halo clair.

L'apprêciation de sa taille exige une grande hatd·

tude.

Chez la femme et les femelles normales en général,

il y a deux gonosomes (46,XX : femme; 60,xx : vache), tandis

que l' homme et les mâles en gênêral ne possèdent qu'un seul ;~

secondê diun Y porteur du dêterminant sexuel ou dêterminant

sexuel principal (46,XY : homme; 60 XY : taureau). Or à

quelques rares exceptions près, l'homme et les m~les en

gênêral, avec leur seul X, fabriquent les mêmes variétés protéi··

ques que les individus de sexe fêminin.

Ce qui signifie qu'il existe chez les individus

de sexe fêminin, du matêriel g~nétique non seulement exc6den

taire, mais êgalement superflu, porté par l'un des gonosomes

X qui, de ce fait, est dit inactif. Ce X se condense pend.ant

l'interphase et forme le corpuscule de Barr ou le Drumstick j

par ailleurs il est à "replication tardive" pendant la phaRe
préparant la mitose.

Femme et femelles normales :

1 (X) actif plus 1 (X) inactif.

Homme et mâles (normaux)

1 (X) actif plus 1 (Y) actif.

(nombre de cB = nombrp de X-1)

NX = (n-l)cB ou nc~ = (n + 1) X
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Femme et femelles normales

Homme et mâles normaux

2 X

1 X

1c B (2X èt 1 cp)

ocB (cB-)

De l'avis général, le pourcentage de cellules huc··

cales montrant un corpuscule de Barr typique) varie entre

10 et 30 p 100 chez la femme normale avec une moyenne de

16 p 100.

Chez un homme normal il n'y a pas de cB.

Chez les animaux, le pourcentage de (cB+) est particulièrement

élevé : 30 à 70 p 100 chez la femelle

contre 5 p 100 chez le mâle.

1.2.1.5 - Technique utilisant des cellules amniotiqucC
(1 ; 76)

Elle est applicable à l'homme et aux animaux.

1) - Matériel cellulaire

Le liquide amniotique est récolté soit

- sur une femme gestante à la 1ge semaine d' aménorrh'~é'.

- sur des vaches gestantes sacrifiées par nécessitê~

à l'abattoir. Dans ce cas, le liquide amniotique est récolté
après l'éviscération, directement du sac amniotique.

- ~ des vaches gestantes, le liquide est obtenu par

amniocentèse, effectué latéralement à la ligne blanche.

On prélève stérilement 30 à 50 ml de liquide

amniotique, pouvant également servir pour l'analyse caryo

typique.
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2) - La technique

- Centrifuger le liquide pendant 15 minutes à
2500 tr/mn.

- Rejeter le surnageant. Remettre en suspension le

culot dans un résidu de surnageant.

- Effectuer des frottis sur des lames enduites

préalablement d'albumine d'oeuf ou de sérum glycériné.

- Colorer les lames pendant 5 mn en les plon-~

geant dans une solution aqueuse à 1 p. 100 de violet de

crésyl. On peut également utiliser du bleu de toluidine à

1 p. 100 comme précédemment.

- Rincer à l'eau courante et laisser sécher.

3) - Résultats chez les animaux

- La chromatine sexuelle se présente comme une

particule identifiable bien contournée, intensément basophile

collée à la face interne de la membrane nucléaire.

- Si Jachromatine est positive (cB+) dans les prnpor~

tions de 60 à 90 p. 100. le produit est de sexe femelle.

- Si la chromatine est négative (cB-) ou si le tqUX

Ce test permet d'établir le sexe du veau avec

certitude dans 91 p. 100 des cas.

Par la détermination intra-utérine du sexe à la

période foetale, c'est-à-dire pendant les deux derniers tierf'
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de la gestation, on peut diriger le dêveloppement du foetus 3

par une alimentation équilibrêe riche en principes nutritifs

plastiques et ênergêtiques, particulièrement dans le cas ou

le foetus est mâle et provient d'une mère record, vu sa ~esti

nation pour la reproduction.

REMARQUE

Mis â part les artéfacts (plicaturos, encoches

nucléaires, amas bactériens) le corpuscule de Barr subirait

l'influence des administrations d'hormones sexuelles qui sont

administrêes souvent à hautes doses chez les animaux.

Sa fréquence serait augmentée par les oestrogènes

et abaissée par la testostérone et la progestérone. ~3~

1.2.2 - Technique d'étude du corpuscule fluorescent

Y, P. Body ou Y.Body (1 )

Se servant de la technique de fluorescence mise

au point en 1968 par CASPERSON et coll. (34) ; PEARSON et

coll. (141), vont découvrir le corpuscule fluorescent Y.

Ils furent les premiers â observer un corpuscule fluorescent

dans les cellules interphasiques humaines mâles normales
colorêes par la moutarde de quinacrine et deux corpuscules
fluorescente dans les cellules interphasiques de sujets A
caryotype 47,XYY. Il apparut rapidement que chaque corpuscule

fluorescent correspond à la fluorescence particulière du

segment distal du bras long du gonosome Y. La mise en êvidence

de ce corpuscule n'est pas aussi aisée que celle des corpus

cules chromatiniens (cB et Drumstick)
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Les variantes techniques sont nombreuses (1 )

nous retiemronsici pour la description,deux variantes utilisées

au Laboratoire de Cytogénétique de l'Université de DAKAD

(Sénégal) qui elles nêmes dérivent de lA. technique princeps de,

PEARSON (141)comme tous les autres procédés techniques.

Et pour ce faire elles reposent donc sur les principes

généraux suivants :

*Obtention d'un bon frottis cellulaire

* Fixation immédiate dans un bon fixateur nucléaire:

'Alcool-Ether Ethanol absolu, alcool acétique 3/1)

* Coloration dans une solution de fluochrome (Acebrino

Bayer de préférence)

*Lavage-rinçage et montage

*Observation immédiate en lumière ultra-violet,

Les modifications peuvent intervenir ( ), portqnt

essentiellement sur :

- Le type de fixateur et la durée de fixation

-,La durée de séjour des préparations dans le fluorochrcnc

le temps de lavage et de rinçage, de la composition

et du pH des liquides utilisés pour se faire.

1,2.2.1 - Procédés l (PEARSON) 1970 (Princeps)

- "Ïxer le matériel cellulaire par du méthanol absolu ou

de l'alcool-éther àà.

- Plonger les lames dans le bain de fluorochrome :

ici une solution aqueuse d'hydrochloride de quin~

crine ou acébrine-Bayer à 0,5 p. 100 pendant 5 minutes.
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- Laver doucanent pernant 3 mirutes à l'eau du robinet.

- Riœer dans une solution tampon

- funter avec du tampon pH 5J 5.

- Examiner :immédiatement au microscope à fuorescence équipé de

ff1~ë variant5...selon le type d'appareil (lampe à vapeur de
mercure, filtre d'excitation BG12 ou BE3, filtre d'arrêt 530 l'm.

I. 2.2.2 .. Variante technique de la technique de PEAR3Œr

(utilisée couramment pnr nous) (1)

Sur un frottis sanguin très mince ou autre matériel

cellulaire.

- fixer avec du méthanol ~bsolu pendant 5 minutes

- colorer pendant 5 minutes dans une solution aqueuse

Atébrine-Bayer à 0,5 p. 100.

- rincer dans du tampon de Mc Ilvaine pH 5,5

- monter dans le tampon

- observer et photographier comme à l'accoutumée.

1.2.2.3 - Résultats

L'observation immédiate et attentive au microscope
à fluorescence des préparations ainsi traitées permet de voir

dans un grand nombre de cellules humaines normales d'origine

masculine un corpuscule fluorescent brillant se caractéris8nt

par :

- sa taille environ 0,25 ~

- sa fluorescence particulièrement vive par rapport

au fond nucléaire

- sa position parfois périphérique, mais le plus

souvent central voire "juxta-nucléolaire".
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On observera dans chaque cellule autant de corpU9

cule Y que le sujet étudié possèdera de chromosome Y dans

sa garniture chromosomique.

L'interprétation des images est parfois délicate:

en effet on devra se méfier de la possibilité de faux positifs

du fait de l' exist ence éventuelle d' un marqueur hétérochroT!1R'·

tique très fluorescent (région péricentrique du 3 par

exemple) .

1.2.2.4 - Signification du corpuscule fluorescent Y

Elle est la même chez l'homme et les animaux.

On observe dans le noyau de chaque cellule autant

de corpuscules fluorescents Y (CFY) que le sujet examiné

possède de chromosomes Y dans sa garniture chromosomique.

nY n CFY

(homme

Un homme ou un mâle normal a 1 Y donc 1 CFY

46, XY : taureau 60,XY)

Une femme ou une femelle normale n'a pas de Y donc

pas de CFY (femme: 46,XX, vache 60,XX).

Il faut savoir en outre :

- que l'Rppréciation de la taille du CFY dépend de lq

race (par exemple le CFY des japonais et surtout des sémitRs

est nettement plus gros, celui des négroïdes est plus petit,

et exige une grande expérience.
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- Qu'on devra se méfier de la possibilité de n6yaux

f~ux CFY (+) du fait de l'existence de marqueurs autosomique3

eux-mêmes très fluorescent.: l'habitude, les renseignements

cliniques et une technique de coloration et d'observation

excellente permettent de contourner ces écueils.

1.3 - INTERETS CLINIQUES DES TESTS CHROf>1ATINIENS

1.3.1 - En Médecine humaine

1.3.1.1 - Intérêts du test chromatinien de Barr

1) - Les anomalies rencontrées

Elles portent sur : la fréquence, le nombre de

cB typique et la taille du ou des cB observés.

a) - La fréquence

Le test chromatinien de Barr ne doit pas être

pratiqué pendant la 1ère quinzaine de vie extra-utérine

Les fréquences de cB inférieures à 10% ou supé

rieures à 30% doivent être considérées comme anormales
(1 ; 111 ; 171).

*Une fréquence inférieure à 10% correspond le
plus souvent à une anomalie non homogène du nombre du

gonosome X. Il s'agit presque toujours de monosomie X ou

syndrome de Turner en mosaïque (45,XO/46,XX) (9).

* Une fréquence supérieure à ~ doit faire suspec

ter une garniture contenant plus de 2 X. Il faut refaire une

lecture attentive. Souvent, il s'agit d'un frottis pléiomor

phe comportant à la fois des noyaux à Oc8, des noyaux à

1 cB et un nombre très variable de noyaux à 2 ou plus de 2cB.
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Le cas le plus fréquent est la trisomie X ou

syndrome triplo X (47,XXX).

b) - Les.anomalies du nombre de cB

Elles sont regroupées dans le tableau nO l p.

c) - Les anomalies de la taille du cB

L!appréciation de l'anomalie de taille d'un cB

exige une grande habitude. Outre les cB de taille normale,

on rencontre parfois de cB de petite taille ou de grande

taille.

- un cB de petite taille signifie une délétion

d'un ou des deux bras du gonosome X : on parle de monosomie

partielle (Xp- ; Qq- ; X en anneau ou Xr). Le cB-Xr est plus

petit que Xq (-), lui-même plus petit que Xp (-).

Tous correspondent à un syndrome de Turner.

- un cB de grande taille témoigne de l'existence

d'une anomalie de la taille de l'X en rapport soit avec uno

translocation (X,X) ou (X ; autosome) ou un isochromosome X

généralement (Xisoq) l'autre isochromosome, isop donnant

un cB généralement de taille subnormale.

N.B: Lorsqu'un malade porte entre autres un X anormal, c'est
toujours celui-là qui s!inactive, se condense pour former

le cB.

2) - Interprétation clinique des résultats

On se trouve le plus souvent devant une des deux

situations suivantes: sujets cB (+) ou sujets cB (-).
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a - Sujets cB ou cB (-)

Si c'est un homme ~ c'est normal (46,XY) le seul

diagnostic différentiel théoriquement concevable étant 18

monosomie X (45, OY), mà.is ell-eest léthale.

- Chez la femme, un tel résultat peut signifier une des

trois éventualités suivantes

* Une monosomie X : 45, XO syndrome de Turner.

*Une délétion tellement importante de l7X que le m~rcenu

restant en s'inactivant réalise un micro cB non identifiAbl0

46, XXp- ou 46 XXq~Xr, (variantes du syndrome de Turner).

Le syndrome de Morris ou du testicule féminisant femm0

cB (-) de bonne taille, au physique habituellement généreux~

souvent absence de pilosité axillaire et pubienne, mais sur0~ut

aménorrhée primaire. Le plus souvent en rapport ,avec un

défaut de sensibilité des tissus foetaux (absence de récep

teurs cytologiques des hormones androg~nes) ou une inactivit(

ou t.me non production di une enzyme essent ielle de la 5 a réduc t;~, ,:c

qui catalyse la transformation de la testostérone inactive en

5 a déhydrotestostérone active et la seule efficace sur l~

masculinisation des voies génitales internes et des organes
génitaux externes.

b) - Sujets à cB ou cB (+)

Chez la femme, rien de plus normal. Cependant, attenticn !

*Si la fréquence de cB est inférieure à :10%, il faut pen:ê!,1"'

au syndrome de Turner en mosaique et demander les caryotypes

lymphocytaires et/ou fibroblastiques (voir 2ème partie).
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*Si le cB est de petite taille, il faut penser â une

délétion de l'X (Xp- ou Xq-) ou un X en anneau (Xr).

Notons que le bras "ql! étant légèrement plus Lm~

que p, et (XI') résultant d'une double délétion (Xp-) (Xq"' )

le cB (Xr) est plus petit que cB (Xp-): tous corresp0ndent ~

un syndrome de Turner mais avec des composantes somatiques

ou génitales variables.

Si on est en présence d'un retard pubertaire, ou d'uDe

puberté retardée, avec des troubles menstruels inexpliqués

chez un sujet du sexe féminin - - obèse, caractériel et prG

sentant des anomalies osseuses, il faut demander un test

chromatinien à la recherche d'une anomalie en excès du namtrQ

de gonosomes X : triplo X ou autres (cf. tableau).

----- Chez l'homme, cB (+) a deux significations essentic:J?
ment:

.'* avant tout le syndrome de KLINEFELTER et ses variant,:,,;.

Il s'agit de dysgénésies gonadiques avec comme signe conste.'1;,

une azoospermie sécrétoire en rapport avec une hyalinose

testiculaire Il Sertoli -Cell s" -Only-Syndrome" responsrlbl,;

d'une stérilité masculine primaire et définitive.

Au del,3, de 2 X, à l' aspec t typique fait de : grl.nd,;

taille, maroskélie et aspect gynoide, s'ajoute une dysost();-c.,.~

et une débilit§ mentale dont l'intensité est en rapport dir~ct

avec le nombre d'X supplémentaires.

*secondairement, il peut s'agir soit d'un homme XX

dérivant vraisemblablement d'1 oeuf 47, XXY avec perte secc~

daire de l'Y apr~s différenciation testiculaire; soit d'Ult

homme XX avec translocation sur ou insertion dans l'un des

du segment péricentrique de l'Y, celui-lâ m~me qui porte 10_
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gènes de différenciation testiculaire notamment celui cod~nt

pour la synthèse de l'Ag HY. Du reste, ce sont des sujets

klinefelter)like (gynécomastie, atrophie testiculaire, stéri
lité primaire).

3) - Intérêt clinique de la fluorescence de l'Y.

Cette technique a un triple intérêt

a - Elle permet une approche directe du gonosome Y sans
avoir recours d'emblée au caryotype (plus long à établir et

plus onéreux).

b - couplée avec le test chromatinien de Barr, elle

permet d'être informé sur l'équipement gonosomique de la

cellule et partant de son porteur. A ce titre, elle occupe

une place de choix dans le bilan anatomo-clinique des dysgé
nésies gonadiques, des ambiguités sexuelles, des hermaphr:··

dismes et pseudo-hermaphrodismes.

c - elle permet, enfin, le diagnostic prénatal du sexe

foetal à partir des cellules d'l foetus au morpho type inconnu

ou non diagnostiqué par l'échotomographie (cellules amnicti-'

ques). Diagnostic du sexe foetal d'autant plus intéressant

qu'un ou les deux parents sont porteurs d'un gène délétère
lié au sexe.

I.3.2 - En médecine vétérinaire

Les tests chromatiniens, en plus de la détermina-

tion intra-utérine du sexe (cf 76 ), se révèlent être des

moyens très pratiques d'investigation en Médecine vét0ri-

naire, surtout lors du dépistage de l'intersexualité chez
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les espèces domestiques. L'intersexualité, caractérisée par

la coexistence chez un même individu, d'attributs des deux
sexes, sera étudié dans le cadre général des anomalies chromn

somiques. Les tests chromatiniens permettent de déterminer

le sexe génétique. Ce domaine est très riche en exemple,
et concerne presque toutes les espèces domestiques :

1) - Le syndrome de K1inefe1ter

- Chez le chat

Le cns le plus caractéristique est celui des ch~t~

mâles tricolores (§cai11e de tortue). Dans cette espèce seul~s

les femelles hétérozygotes peuvent présenter une robe tricn

lore. Le mâle, hémizygote pour X, ne peut être que bico10re.

Chez ces sujets anormaux on a :

39,XXY (au lieu de 38,XY) avec chromatine

sexuelle positive (12'; 17 19; 131 132).

- Chez le bélier : 55, XXY ( et coll. 1969)

- Chez le bouc : 62,XXXY
63,XXXXY (GLUHOVSCHI et co11.1973)

- Chez le porc 39, XXY (HULOT, 1969 UO~

(GLUHOVSCHI, 1973)

.. Chez le taureau : 67, XXY (RIECK, 1973) (19 )

- Chez le chien (CLOUGH et coll. 1970) (12 ; j32)

(HARE et coll. 1966) (12)

- Chez le cheval 66, XXXY (GLUHOVSCHI et coll.

1975) (29)
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2 - Le syndrome de Turner

- Chez le porc: 37, XO (GLUHOVSCHI et coll. 1975)

~ Chez la vache: 61, XXX (RIECK et coll. 1970 ;

1973) (19)

- Chez le chat

mosaïque XY - XYY (LOUGHMANN et FRYE, 1974(12)

3 - Intersexualité genadique ou hermaphrodisme vrai

- Chez le porc : 39, XXY ovotestis avec sexe

chromatinien femelle. (GLUHOV2CHT

et coll. 1970 (12) ; JOHNSON ct

coll. 1958 (12).

- Chez le cheval : ovotestis aVGC sexe chromatinic:,

femelle.

(GRANZ et WIDMAIER ; 1960) (1 )

- Chez le chat phénotype mâle avec testicule

d'un côté et ovaire de l'autre.

Présence de la chromatine sexuc'11e

et mosaïque gonosornique XX/XY.

(THULINE ; 1964) (12)

Le domaine de l'intersexualité est certesriche en
exemple mais elle est assez complexe car les données cytogS

nétiques ne se superposent souvent pas en pathologie anima10 ,

aux données anatomiques.
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1.4 - CONCLUSION PAREŒILE'

Il ressort de cc qui précède, une grande effica

cité des tests chromatiniens, notamment le test chromatinien

de Barr et l'étude de la fluorescence de llY. Ces tests

constituent, sans aucun doute, une méthode de choix parfaite··

ment adaptée aux conditions matérielles précaires de nos pays

sous-équipés. Pratiqués et interprétés par les bio-cliniciens

expérimentés et avertis de leurs limites, ces tests peuvent

fournir des renseignements précieux aux pédiatres, aux endo

crinologues, aux psychiatres, aux gynécologues et aux urolngue::,

aux vétérinaires, cliniciens, zootechniciens et aux sélecti ·'n

neurs, pour ce citer que ceux-là. Si le Drumstick n'est pas

toujours significatif et la fluorescence de l'Y très onéreu3';

le test chromatinien de Barr est une technique de choix DnU1~

le dépistage des anomalies du chromosome X,principalement

celui du syndrome de Turner (45, XO) et ces vatiantes (mCJsa'i·

ques ; 46, XXq-, 46, XXr) dont le diagnostic précoce dans 11

prime enfance permet une thérapie assez spectaculaire, bien

que ne résolvant pHS le problème fondamental de la stériliV~

primaire, puisque tous les signes psychosomatiques sont attC

nués sinon annihilée (1;9 ;60 ).

En Afrique, toute promotion de la cytogénétique
médicale doit commencer par l'étude chromatographique., }iNlI',

dès que les conditions d'équipements matériel et humain l~

permettront, se poursuivreavec l'analyse du noyau mitotique

le caryotype qui est, du reste, l'objet de la 2ème partie do

ce chapitre.
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II - LES TECHNIQUES DU CARYOTYPE
-------~-------------------------_._--------------------

Les techniques d'étude du caryotype sont très

nombreuses. Presque chaque laboratoire dispose aujourd'hui

de sa propre technique. Mais malgré cette diversité, toutes

les méthodes d'analyse reposent sur un certain nombre de
principes ( ).

C'est de parleur respect strict que l'on peut aboutir aux

renseignements souhaités, sur le nombre, la forme et la

structure des chromosomes.

II.1 - LE0 rhlNCIPES GENERAUX DE L'ANALYSE CARYOTYPIQUE,

Les techniques de l'étude du caryotype doivent
satisfaire à quatre impératifs (LEJEUNE et coll. 1960) ( )

Obtention de cellules en division présentant une disper

sion correcte des chromosomr~ (afin de pouvoir les compter),

Traitement entraînant une déformation minimum de ceux-ci

(afin de pouvoir les identifier)

L'aplatissement des préparations (afin d'obtenir des

photographies dans lesquelles les chromosomes soient simulta

nément au même point,

Coloration révélant au mieux la forme et la structure

des chromosomes (afin de les analyser et classer).

C'est à ce prix qu'une technique peut fournir le maximum de

renseignements souhaités sur le nombre, la forme et la

structure des chromosomes.

II.1.1 - OBTENTION DE CELLULES EN DIVISION :LA CUL~

On peut cultiver n'importe quel tissu humain.

Toutefois les tissus les plus couramment utilisés sont :
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Les tissus en voie de pr olifération natur elle, notar'ml':! t

le tissu testiculaire, le tissu h~matoporétique (la mo~llp

osseuse)

Le tissu conjonctif (fibroblastes) et les lymphocytes

circulants.

Quelque soit le mode de culture, deux possibilités s'offrent

à nous pour accumuler les mitoses

80it obtenir une "vague" de mitoses en contrôlant le

milieu de culture, ce qui permet d'observer des mitoses

normales (techniques délicate,i5).

soit bloquer l'anaphase.pour accumuler des figures

métapha6iq'Y~~ Ml ut.:l.~ 88nt l'action mitostatique de la colchi
cine et de ses d~rivés. ( )

L'adjonction de colchicine est indispensable dans les

cultures peu fécondes (sang et moleile osseuse à court térme);

par contre, lorsque la croissance cellulaire est intense

(culture de fibroblastes) il devient possible d'étudier les
stades précoces (prométaphase) et d'êliminer l'action propre

de la colchicine sur les chromosomes eux-mêmes. En effet

l'action mitostatique de la colchicine n'est pas restreinte

à la seule inhibition du fuseau achromatique, mais elle

provoque également une anomalie des chromosomes eux-mêrrws

(AMAROSE, 1959) ( ) et un trouble du rythme de la synthèse

de l'ADN (LIMA DE FARIA et BOSE} 1962) ( ). Parfois on peut
avoir une séparation pr~anaphasique des centromères, voire

une fragmentation des chromosomes. L'usage de la colchicine
doit ~tre ~vité dans tous les cas oQ l'efficacité de la

technique autorise à n'y point recourir.

II.1.2 - Dispersion des chromosomes

nique.

le choc hypoto-

Pendant longtemps, il fut difficile de dénombrer

les chromosomes à cause de leur enchevêtrement comme les
pièces d'un jeu de jonchet. En 1958, HSU découvre "le choc
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hypotonique" qui permet d'obtenir une bonne dispersion de.}

chromosomes dans le noyau gonflé. Toutefois, malgré son

utilité incontestable, la dispersion obtenue par choc hypo

tonique fait perdre une partie des informations désirables

spécialement en ce qui concerne l'association probable des

chromosomes à satellite entre eux, l'appariement somatique

possible des homologues ou même une structure spatiale

caractéristique de la plaque équatoriale. BURTON, DAVID et

coll. (1963) (1) pensent qu'il y a une tendance à l'asso

ciation entre les chromosomes homologues, surtout dans les

cellules féminines. De leur côté O.J. MILLER et coll.

(1963) ( 1 ) considérent que certains chromosomes ont une

tendance à se trouver plus fréquemment que d'autres à la

périphérie des figures mitotiques, apr~s dispersion des

chromosomes. Quant à TURPIN ; LEJEUNE et coll. ; ils pens'C':~.'.[

que le choc hypotonique doit être modéré pour éviter de

perturber la structure même des chromosomes.

II.1.3 - Traitement des préparations

Toutes les méthodes de dispersions et de fixatio~

actuellement en usage sont efficaces mais non équivalentes.

Dispersion = La "squash-method" ou technique d' écrasemer~t

présente des avantages certains sur le choc hypotonique
(intégrité chimique des chromosomes) mais également de grav;~

inconvénients (déformations mécaniques et surtout, perte
de chromosomes).

Les difficultés de fixation et coloration peuvent êtr~

résolues d'un seul coup par l'emploi de l'orcéi !e-ac~tique)

mais les préparations sont instables, quoiqu'un artifice dû

à HSU et GILL (109), permette de les rendre permanentes.

Par ailleurs, le contraste entre les chromosomes et le suc

nucléaire laisse à désirer et l'individualisation des
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satellites est souvent insuffisante. Pour ces raisons,TURI:I~

et LEJEUNE pensent rI qu'il est impératif d'obtenir des prép::,

rations d'emblée et une différenciation des chromosomes 08:(

hydrolyse préalable du cytoplasme. Bien sGr,les techninuBs

de marquage chromosomique constituent le meilleur artifice

permettant actuellement une analyse plus précise des chro~,

somes.

Enfin, l'aplatissement des préparations par simple séch~go

~ l'air libre ( 1 ) donne toute satisfaction et reste le point

commun de la plupart des techniques d'études du sang p8ripl

rique.

II.1.4 - Observation, photographie, montage et analyse

du caryotype

Les préparations chromosomiques ainsi obtenues

doivent être méthodiquement exploitées. Cette exploitation

comportera :

----- coloration ou traitements standards ou spéciaux

----- l'observation des bonnes métaphases

----- la prise de vue, le développement du film et le tir~7e

sur papier.

----- le découpageet le classement des chromosomes métapha
SiqUES et leur montage.

----- enfin l'interprétation clinique du caryotype qui (J~i0

le stade qui offre le plus d'intérêt au clinicipn.
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II.2 - LES TECHNIQUES D'OBTENTION DES PREPARATIONS

CHROMOSOMIQUES (60)

Les préparations chromosomiques peuvent être
obtenues directement en faisant appel à des tissus spontan§-'

ment en division (maëlle osseuse, tissu testiculaire, tissus

néoplasiques etc ... ) soit en ayant recours à la culture de

cellules (lymphocytes,fibroblastes, cellules amniotiques etc ..)

De nos investigations bibli~graphiques) il ressort.,

que la culture des lymphocytes, est de loin, la technique

la plus utilisée.

Pour toutes les techniques proposées, il existe

une multitude de protocoles. Les décrire tous, serait une

tâche fastidieuse et inutile, dans le cadre de ce travail

nous n'en retiendrons que les princ ipaux et dilns une large

mesure celle en usage au laboratoire de cytogénétique de

l'Université de DAKAR.

II.2.1 - A partir des lymphocytes

La culture de cellules sanguines nucléées a été
inventée par KROUTCHOV et BERLIN en 1934 ( 1 ). Elle fut

réactualisée par MOORHEAD et coll. en 1960 ( ). Toutes les

techniques utilisant le sang périphérique, dérivent de la
technique initiale de MOORHEAD et coll., il existe un très

grand nombre de variantes qui s'équivalent dans l'ensemble.

Au laboratoire de DAKAR il est utilisé avec succès

deux macro techniques: l'une pour l'homme, dérivant de

la variante technique de LEJEUNE (1960) (121); la seconde

pour les animaux dérivant de la technique princeps de

MOORHEAD (1960) (132)
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II.2.1.1 - La technique d'étude des chromosomes humq

1 - Le prélèvement

Le prélèvement est certes avec la culture,

l'étape la plus importante, pour l'obtention d'une carte

chromosomique. Aussi le respect de certaines règles est-jl

nécessaire notamment dans des conditions d'aseptie absolue.

Ceci afin d'éviter la multiplication de germes banale lors

de la mise en culture. Car d'une façon générale) l'échec d83

cultures peut être attribué essentiellement à la toxicit8

ou à la contamination du milieu.

Leux modes de prélèvements peuvent être employ§s ,

le microprélèvement de sang capillaire et le prélèvement

veineux.

a) - Micro-prélèvement de sang capillaire

Réalisable au Laboratoire sur les humains et parti

culièrement chez les nourrissons. Une pulpe digitale ou le

talon est désinfecté à l'alcool à 70°) puis à l'éther. Aprè~

séchage) une scarification est effectuée à l'aide d'un vacci

nostyle. Le sang est recueilli à la pipette Pasteur et direc

tement :ensemencé dans le milieu.

b) - Prélèvement veineux

Cette méthode permet de faire des prélèvements

hors du laboratoire) réalisable sur les adultes.

La région où doit s'effectuer le prélèvement 0st

soigneusement lavée à l'alcool à 60 0 -70 0
•
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Si le prélèvement est réalisé à la seringue,

l'aiguille, après ponction est laissée en place avant l'adan

tation de la seringue, de manière à ce qu'elle soit lavée

par le sang qui s'écoule. Ceci afin d'éviter la pénétration

d'alcool, à effet anti-mitotique, dans le sang. Ne jamais

utiliser ni de l'alcool absolu ni de l'alcool iodé.

Le prélèvement (Scc à 10cc de sang) est placé

dans un flacon stérile contenant de l' hépar j ne, sèc he (100 Ur)

ou gardé dans la seringue, rincée au paravant à l'héparine

liquide.

Le flacon a l'avantage de permettre l'expédition

facile du prélèvement. Il est encore plus aisé d'utiliser dos

tubes varu~tainer héparinés.

Le temps de latence entre le prélèvement et ln

mise en culture doit être le plus rapide possible, mais pent

atteindre une semaine, en moyenne 4 à S jours et de

préférence à une température légèrement supérieure à ooe.
On obtient aussi de bons résultats avec des températures de

conservation comprises entre +4°c et 20°C. Les conditions de

transports dans nos régions chaudes obligent à une surveil

lance redoublée du mode d'emballage protecteur.

2 - La culture

Signalons encore une fois que le prélèvement et

cellulaire sont des étapes importantes dans toute

d'établissement du caryotype' pas de mitose pas je

; sans cellules métaphasiques~ pas de caryotype.
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a) - Le matériel

- Il faut disposer d'une étuve maintenue à 37°C.

- les cultures sont effectuées dans des tubes de verre

ou de plastique stériles ayant une contenance de 9 À

10 ml, munisd 'un bouchon à vis et présentant un mépL'1.t

afin de pouvoir être disposés horizontalement dans

l'étuve.

Le tube Rossignol a l'avantage d'avoir un fond conique

ce qui évitera de faire des opérations de transvRse

ment pour les centrifugations.

b) - Le milieu de culture

Plusieurs milieux de culture sont actuellement utilisfs.

Nous employons au laboratoire de cytogénétique de DAKAR :

soit le TC 199 de l'Institut Pasteur

soit le RPMI 1640.

Le milieu est compos~ comme suit :

TC 199 ou RPMI 1640 avec antibiotiques (pénicilline:

100 Ul/ml; streptomycine: 100 ug/ml) = 6 ml.

Serum humain du groupe AB stérile ou du serum de veau

foetal stérile = 2 ml. L'expérience R montré que tout

sérum Rh (+) de tout groupe peut être utilisé sans
dommage.

Le sérum est l'élérrentle plus significatif d'un milieu de

culture. On peut,si nécessaire, utiliser du sérum auto

logue.

Phytohémagglutinine ou PHA-C (1. B. F.) ou PHA-P (Difcc)

0,05 ml.
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La PHA est au paravant réhydraté ~ la concentr8ti~n

finale de 1,5%. Elle est utilisée comme démarreur des mitos"js.

Sous son action, les lymphoblastes issus de lymphocytes

périphériques, commencent à se diviser après un temps de

latence de 30 à 36 heures. 1a PHA est donc un inducteur de

la transformation lymphcblastique et des mitoses. Son bon

emploi dépend de son dosage. Dans certains cas on peut être

amené à employer d'autres lectines comme la concanavaline A

(Con A)et pokcweed mitogen.

L'héparine à raison de 100 UI. Ceci pour éviter toute

coagulation possible durant toute la période de cultuP8

coagulation, qui peut être prov0quée par le pouvoir

agglutinogène de la PHA.

c) - La mise en culture

Le sang total est ensemencé ~ raison de 0,5 ml par tube

chez le grand enfant et l' adul te, ou de_ O,4ml., chez le nourrissf'n.

Rappelons que cette étape doit être faite avec les prÉcautions

d'aseptie absolue.

Les tubes de culture (du type LEJEUNE) sont placés hori

zontalement dans l'étuve ~ 37°C. L'incubation a lieu en règle

pendant 72 heures, mais peut être prolongée 24 heures de plus
sans inconvénient. Elle peut être raccourcie également de

24 heures si l'on veut analyser les mitoses de premières
générations. Dans ce cas, la quantité de mitose recueillie
est beaucoup moindre. L'expérience nous a montré ~ DAKAR quP

dès la 56è heure on a des mitoses en nombre suffisant et de

qualité satisfaisante.

Il faut veiller ~ ce qu'au moment de la mise en culturo,

le pH du milieu soit compris entre 7,2 et 7 j 4. On sait par

expérience que les pH alcalins, ont un effet défavorable sur

la multiplication des leucocytes. ( 1)
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3 - La récolte des mitoses

~) - Accumulation des métaphases

Une heure et demi â deux heures avant la tin de

la culture, les divisions' sont arrêtées par l'addition d8D3

chaque tube de 0,1 ml d'une solution de colchicine à 4 ug/ml.

Les tubes sont remis â l'étuve à 37°C.

b) - Traitement hypotonique

A la fin du traitement par la colchicine, les

tubes sont centrifugés (5mn à 110g ou 800 tours/mn) comme

toutes les centrifugations suivantes.

- Le surnageant est rejeté par aspiration â la pipett8

Pasteur, ou vite rejeté d'un geste franc.

- Aspirer le culot pour homogénéiser, en allant jusqu l'lU

fond, et rejeter doucement le long de la paroi du tube.

- Les tubes sont alors remplis (8 à 10 mn) du milieu

hypotonique suivant, maintenu à 37°C

Serum humain groupe AB ou serum de veRU foetal

1 volume

Eau distillée stérile: 5 volumes.

Nous avons parfois utilisé avec succès comme

solution hypotonique du Ke1 0,075 M à 37°C.

- Le culot est soigneusement remis en suspension

par aspiration et refoulement à la pipette Pasteur, sans

provoquer la formation de bulles d'air.
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- Les tubes sont ensuite à nouveau remis à l'étuve

(37°C) ou dans un bain marie (37°C) pour 7 à 10 mn.

Toutes ces manipulations de mise en choc hypotoniqu'è

ne doivent pas dépasser 1 mn pour chaque tube.

c) - La fixation

Pendant qu'agit le choc hypotonique, préparer

extemporanément le 1er fixateur (CARNOY II). Le milieu hypn

tonique est décanté par centrifugation et le surnageant rej2t~

par aspiration à la pipette Pasteur ; toutefois, une hauteur

de 2 mm de milieu est laissée au-dessus du culot cette coucile,
supérieure est riche en leucocytes. Délier et homogénéisor

délicatement, d'abord sans fixateur selon les mêmes minutieuses

manipulations (en tournant autour de la paroi, rejeter en

remontant) .

- Lo premier fixateur est alors ajouté : ajouter

initialement O,5ml de fixateur ou 2 à 3 gouttes le long de

la parois du tube. Le mélange doit pratiquement se faire d2ns

la pipette. Les cellules sont soigneusement mises en suspen

sion par quelques aspirations et expulsions lentes dans ln

pipette. Compléter ainsi, en 3 fois, jusqu'à 5 ml environ de

fixateur. Il est très important d'éviter la formation de
toute bulle.

Cette manipulation provoque la rupture des hém~ties

et la libération de l'hémoglobine. (Coloration brunâtr8 de

la suspension).

- Les tubes sont laissés pendant 15 mn à la tempérn

ture ambiante.
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- Composotion du CARNOY II

1 - Acide acétique

2 - Chloroforme

3 - Ethanol absolu

1 volume

3 volumes

6 volumes.

(Tous les réactifs sont du degré de degré de
pureté "ptlur analyse'i).

Le deuxième fixateur (CARNOY 1) peut être préparé

en même temps que le CARNOY II, ou pendant que celui-ci agit.

- Les tubes sont alors centrifugés et le 'premiûr' fixa-
, .. " ,

teur est rejeté à la pipette Pasteur. Homogénéiser doucement
(tourner et aspirer une fois).

Ajouter au culot 1 à 2 ml de fixateur II, remettre le culot

en suspension avec les précautions habituelles.

Composition du CARNOY l

1 - Acide acétique

2 - Ethanol absolu

1 vol.

:3 vol.

La durée de cette seconde fixation est de 25 mn
au moins, à la temparature ambiante, mais peut être prolong~e

sans inconvénient de quelques heures, permettant ainsi, si

besoin, de différer l'étalement d'un jour à l'autre.

d) - L'étalement

Les lames auront été préparées, au préalable, de

la façon suivante :
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- choisir des lames de bonne qualité) non recouvertes

de paraffine. De préférence des lames neuves.

- brosser au savon

- les rincer soigneusement en les frottant une à une

entre le pouce et l'index sous IV eau courante.

Reprendre cette opération 3 fois mais sans eau

distillée de façon à ce qu'un film d'eau puisse se

maintenir parfaitement dessus. Elles sont ensuite

placées dans un Bécher d'eau distillée et mise à la

température de la glace fondante.

-Les tubes sont centrifugés et le fixateur est en

partie rejeté : on lllisse une quantité variable selon l' impor-

tance du culot (en moyenne.: 5 à 6 mm au-dessus de celui-ci

Les cellules sont remises en suspension dans ce volume.

Cette suspension est reprise à la pipette Pasteur ; on laisR0

tomber d'une hauteur de 3 à 4 cm, llune à côté de l'autre,

deux gouttes sur une lame froide recouverte d'un fin film

d'eau (pour ce faire, la lame est soigneusement drainée,

sur champ, sur papier filtre). D'autres lames sont ainsi

préparées jusquVà épuisement de la suspension (en moyenne,

six lames par tube peuvent être ainsi obtenues). On laisse

les préparations soit - sécher spontan~ment à l'air ou en

soufflant doucement sur la surface à l'aide d'un sèche cheveux

soit sécher à la flamme.

On peut également retirer les lames de l'eau dis

+'illée, les laisser égoutter puis les placer dans de l'alcool

méthylique à 60%-70%. Retirer la lame de l'alcool et y

déposer II ou 1ngouttes de cellules en suspension, et faire

passer celle-ci rapidement dans une flamme.
Les préparations ainsi obtenues peuvent être ensuite, soit

simplement colorées au Giemsa, soit traitées pour obtenir

les marquages. (cf. II.3)
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II.2.1.2 - La technique d'étude des chromosomes d~~

animaux domestiques. ( 1 )

Cette technique est très voisine de la précédente.

Toutes les précautions énoncées ci-dessus (aseptie rigoureuse)

minutie dans la manipulation) sont à respecter.

a) - Le prélèvement

La région où doit s'effectuer le prélèvement est

soigneusement lavée à l'alcool à 60°-70°. La tâche est beau

coup plus difficile sur les animaux, à cause de leurs poils

(source'évidente de souillure) et de leur contention (qui

nécessite un personnel hUIrLaiil disponible). Réaliser, autant

que faire se peut, un prélèvement stérile. Nous employons plus

couramment les tubes à prélèvement "vacuitainer" modèles

héparinés.

Le prélèvement ne présente donc aucune particula

rité. Cela mérite d'être connu des cliniciens susceptibles

de fournir des cas cliniques au laboratoire de cytogénétique.

1 - Chez les bovins, les petits ruminants, le cheval

et l'âne.

Prélever au niveau de la veine jugulaire, 10 ij 20

ml de sang voir même 80 ml (selon que l'on désire ou non
obtenir du sérum isologue, c'est-à-dire du sérum animal utilis").

2 - Chez le porc

Les prélèvements de sang chez le porc posent un

problème pratique, en particulier lorsqu'il est nécessaire àe

recueillir plus de 2 ml. La prise de sang à la veine thora

cique interne est relativement simple et rapide, quelle que



Tablt::au nO 2 : Particul<:l'ités de l' :malyse cflI'OmOsomique à partir des lymphocytes" chez

lES animaux domestiques.

_. ..._. i

-. --
r
1

1

- Prctocole'-
Espèc,.:;

Bovin et
ovin

caprin

Mise en culture J Accumulation des
1 .
i Mltoses

- -M. 199 : 65 p. 100 ! - incubation : 72h à 37°C
- Sérum f ovin 25 p. 100 1 - colchicine : 0,05.ug/ml
- [·fA (,5 ml/l0 ml

- sa.~ total: 1.5 ml/l0 ml

Choc hypotonique

Kcl à Oj56 p. 100
15 rnn
à 37°C

Fixation

carnoy l :
pendant 30 mn

i
1

carnoy II
pendant
30 mn

carnoy l
pendant

45 mn

: carnoy l ou II

pendant
30 mn

cf Htmlain
15 à 20 mn à 37°C

citrate de sodium
10 l'll?;/1 ml eau dist.
15 mn à 37°C

Kcl à 0,7 p. 100

15 rnn à 37°C ou
38,5°C

- incubation : 72 h
à 37°C

- colchicine : 4 ~g/ml

- incubation 72 h à 37°C
- colchicine : 375 /10 ml

- incubation : 60-72h
à 37°C-38,5°C

- colchicine : 0,8 pg/mlPorcin

Chien
et

Chat

Equin

- TC 199 : 70 p. 100
- C'~rum : ]0 p. 100

- PHA : ri gouttes
1 1 - sapg total : 0)25 ml

- TC 199 : 75 p. 100
- 3érum : 25 p. 100
-.?HA : rv gouttes

1 1 - 3ang total : VI gouttes

- T~ 199 : 75 p. 100
- Sérum : 25 p. 100
- :t'HA : 0,5 ml/l0 ml
- sang total : 2 ml/6 ml

ex:>
-=s-
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soit la taille de l'animal, toutefois~ dans ce dernier c~s

la quantité de liquide prélevé est réduite. On peut, pqr

cette m~thode. obtenir 6 à 10 ml de sang. (25)

La prise de sang peut également être effectuée

au niveau de la veine cave antérieure (sous anesthésie)
méthode à éviter, ou au niveau de la veine auriculaire rostrale

(en particulier chez les animaux de grande taille).

3 - Chez le chien et le chat

Le prélèvement peut s'effectuer à :

- la veine sous-cutanée antérieure de l'avant-bras, ou

- la veine saphène du membre postérieur, ou

- la veine jugulaire (chez le chiot).

b) - Technique de culture

Elle d~ive de celle utilisée pour le matériel

sanguin humain. Les particularités vétérinaires sont regrou

pées dans le tableau nO 43 •

1.2.2 - A partir des fibroblastes

Pour le travail de routine, du diagnostic cytogé
nétique, la culture du sang périphérique est sûrement, la

méthode de choix, étant plus rapide et plus simple que la

culture de fibroblastes. Cependant, dans certaines situatio~~J

la culture de fibroblastes est indispensable :

La confirmation d'un nouveau type ou un type inattendu

de caryotype, mis en évidence par l'examen des lymphocytes.
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le di~gnostic des mosaiques, quand il est nécessaire

d'examiner plus d'un tissu.

le contrôle de la normalité du caryotype, quand une

anomalie est trouvée dans le sang périphérique ou dans l~

moëlle osseuse d'un sujet porteur d'une maladie du système

réticulo-histiocytaire.

la détermination du caryotype d'un embryon ou d'un

jeune polymalformé, après le décès, avant l'examen des chro~o

somes lymphocyt~iree.

L'expérience a montré que les caryotypes obtenuSpé~

la culture de fibroblastes sont fiables à plusieurs égards :

- les chromosomes demeurent intacts après plusieurs

repiquages, mais on peut avoir une accumulation des cellules

aneuploides (SAKSELA et MOORHEAD, 1963) (1)

- chez un certain nombre de sujets présentant une aber

ration de type déterminé (GERMAN, 1972 ; TAYLOR et coll.

1973),(1) et chez les sujets irradiés (ENGEL et coll. 1964),

(1), des clônes cellulaires présentant une anomalie cytogén~

tique peuvent être trouvés. Toutefois, dans ces conditions,

les chromosomes des fibroblastes peuvent ne pas réfléter lq

situation in vivo parce qu'il peut y avoir une sélection de

types cellulair~s particuliers . Cette technique n'est pas

pratiqUée en routine à DAKAR. Nous rapportons ic i la technique'

utilisée avec succès à l'Institut de Progenèse de PARIS

LEJEUNE, DUTRILLAUX, COUTURIER ( ).

1.2.2.1 - Le prélèvement

Les biopsies cutanées sont la source la plus h{lbi·

tuelle de fibroblastes pour l'obtention de cultures cellula~~~



en vue de IR détermination du caryotype. Cependant~ des

fragments de nombreux autres tissus (aponévrose, muscles~

reins) gonades ... ) peuvent être aussi utilisés pour initiE.l'

des cultures cellulaires.

Toutes les manipulations décrites doivent être)

bien entendu, effectués stérilement.

a.l - Nettoyage de la ré~ion choisie (habituellement l~

face interne des membres) à l'alcool à 70° puis à l'éther

a.2 - Infiltration sous-cutanée de xylocaine à 1 p. 10C.

Attendre l'installation de l'anesthésie.

a.3 - Prélêvement à l'emporte-piêce de 4 mm (une prefc~

deur de 1 mm est suffisante). Saisir à la pince le fra~ment

détaché et couper le pédicule le retenant au tissu sous

cutané, de sorte à emporter le derme.

Le prélêvement fait, tamponner à la compresse, le lêger écou

lement sanguin pouvant se produire ; rapprocher les deux

lêvres do l'incision à l'aide de iisteri-strips" et fRire'

un pansement légêrement compressif qui sera laissé en place

une semai ne .

En général, la cicatrisation est très rapide.

Le prélèvement peut être aussi effectué au bistouri : un

petit bourrelet d'épirlerme fermé par une pince est découp0

au-dessus de celle-ci sur une hauteur de 1 mm et une longu,.;ur

de 2 mm.

a.4 - Placer les fragments, ainsi recueillis, dans des

tubes stériles contenant du milieu de culture ou une solutj.on

saline équilibrée (solution de Hanks) par exemple).
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b - Etablissement de la culture

b.1 - Réalisation des expIant

Quel qu'ait été le mode de prélêvement, la mise

en culture et les diverses manipulations sont réalisées

selon un protocole identique.

L'échantillon est placé dans une boite de P€tri,

avec une petite quantité de milieu de culture. Il est ensuite

découpé en petits fragments cubiques de 0,5 mm de côté envi

ron, à l'aide d'un scalpel.

b.2 - Mise en culture

Dix de ces fragments environ, sont transférés, à l'aide

d'une pipette Pasteur, dans un flacon plastique de 25 cm2

00 ils sont régulièrement répartis. On ajoute alors la qual.

tité de milieu de démarrage juste suffisante pour baigner

les explants, sans le faire flotter ( soit environ 0,7 ml

par flacon de 25 cm2 ),

Milieu de démarrage

milieu de Eagle MEM à base Hanks = 80 p. 100

- sérum de veau foetal = 20 p. 100

- pénicilline = 100 UI/ml

- kanamycine = 100 ug/ml

- mycostatine = 100 ug/ml (facultatif).

Chau~ueflacon est gazé (de manière que lors des

étapes suivantes) avec un mélange air 95 p. 100, C02 5 p. leu,
hermétiquement fermé, et mis à l'étuve à 37°.
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Au bout de deux jours, les explants doivent

adhérer au fond du flacon ; le milieu est retiré et remplacG

par 2 ml de milieu frais. Les flacons sont ensuite laissés

tels quels une semaine.

Le milieu est ensuite renouvelé deux fois par

semaine environ, et, dès que la multiplication cellulaire

est active (virage rapide du rouge de phénol au jaune), le

milieu de démarrage est remplacé par le milieu de croissanc8.

Milieu de croissance

- milieu de Eagle MEM à base Earle 90 p. 100

- sérum de veau foetal = 10 p. 100

- antibiotiques (comme milieu de démarrage).

Fréquemment, la premlere pousse cellulaire, à

partir de biopsies cutanées, est de type épithélial. Il a

été remarqué que, bien que rarement très gênante, celle-ci

pouvait être évitée par une mise en culture différée des

biopsies : une attente de 3 à 4 jours à + 4°c dans le mili~u

de culture donne de bons résultats.

Lorsque l'auréole de croissance est suffisante
(généralement entre la 2è et la 3è semaine), les explants

sont retirés et éventuellement transférés dans un autre

flacon. Une trypsination est effectuée afin d'assurer une

meilleure répartition des cellules et une multiplication plus

rapide: après rejet du milieu, le flacon est d'abord, rapi

dement rincé par une solution de trypsine à 0,2 p. 100,

ensuite, 1 ml de la solution de trypsine est ajouté et le

flacon est remis à l'étuve.
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Solution de trypsine à 0,2g/100 ml.

- trypsine (1/250 Difco) : 0,2g

- milieu Eagle MEM : 100 ml

ajuster le pH à 7,6 par addition de tampon Tris ~

2 p. 100.

- filtrer.

La désagrégation des amas cellulaires par la tryp

sine est surveillée au microscope inversé et lorsqu'elle est

jugée satisfaisante (en général au bout de 5 minutes), 5 ml

de milieu de croissance sont ajoutés. Un pipetage énergique

est effectué afin d'achever la dissociation des cellules et

d'assurer leur répartition. La confluence est le plus souv~nt

atteinte dans les 72 heures.

c) - Divisions de la culture (passages)

Lorsque la confluence est atteinte j le flacon es~

trypsiné comme ci-dessus mais quand le décollement des cellu

les est complet j l'action de la trypsine est neutralisêe par

l'addition de seulement 1 ml de milieu de culture.

Ces 2 ml de suspension cellulaire sont répartis

dans deux nouveaux flacons de 25 cm2 , (ou un flacon de 75 cm 2 ).

Le milieu est renouvelé deux fois par semaine

(6 ml pour les flacons de 25 cm2 , 18 ml pour ceux de 75 cm 2 ),

Lorsque la confluence est à nouveau atteinte, une

nouvelle division de la culture est à effectuer.
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d - Préparations chromosomiques

Dès que l'on a obtenu deux flacons de 25 cm 2, l'un

peut être destiné à la détermination du caryotype, l'autre

permet tant de poursuivre la culture de la souche.

La récolte des cellules est effectuée de préférenc~

le lendemain d'un passage.

Un volume de 0,1 ml d'une solution de colchicine

à 4 ug/ml est ajouté dans le flacon.

Deux heures après, le milieu de culture est récupéré dans

un tube à centrifuger de 10 ml, et les cellules adhérant au

flacon sont trypsinées à 37°C par addition d l 1 ml de la solu

tion de trypsine. Lorsqu'elles sont bien individualisées,

la suspension est reprise à la pipette Pasteur et transférée

dans le tube à centrifuger.

Les étapes suivantes : choc hypotonique,fixation,

étalement, sont exactement identiques à celles de la techni

que utilisée pour les lymphocytes sanguins.

Cette technique donne d'excellents résultats, tunt

en ce qui concerne le nombre de mitoses, que leur qualité.

En principe, un petit fragment entouré, prélevé stérilement,

permet d'obtenir en une quinzaine de jours, plusieurs centai

nes de métaphases d'excellente qualité.

II.2.3 - A partir des cellules amniotiques

Cette technique est utilisée

diagnostic chromosomique.

afin d'assurer le
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- d'aider â la différenciation des mosaïques constitu

tionnelles et des lipseudo-mosaïques" liées â des accidents

de culture in vitro.

Il est recommandé d'utiliser une technique de

culture en foyers et d'analyser les chromosomes in situ.

Variante

a) - Le prélèvement

b) - La mise en culture

Les cultures sont faites dans des boîtes à pétri

de 35 mm de diamètre au fond desquelles est placée une 18-mellt,

de verre de 30 mm de diamètre. Deux milieux de croissance sont

utilisés parallèlement pour chaque prélèvement.

RPMI et HAM FIO ; les milieux sont supplémentés avec des

antibiotiques et 20 p. 100 de sérum de veau foetal.

- mettre dans chaque boite de pétri 1 1,5 ml de liquidE

amniotique tel qu'il a été prélevé et y ajouter 1,5 â 2 ml

de milieu de croissance.

c) - Croissance

- mettre les boîtes de pétri à incuber à 37°C dans une
étuve à circuit d'air - C02 maintenant le pH à 7,3.

- ne jamais bouger les boîtes pendant les 4 à 5 pre

miers jours, pour permettre aux cellules de se fixer sur la

lamelle.

dès le 5è jour aspirer le mélange liquide amniotique

et milieu et le remplacer par du milieu de croissance.
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Renouveler le milieu toutes les quarante huit

heures.

Examiner régulièrement les boîtes au microscope

inversé pour déceler et suivre la formation des premiers

foyers de cellules.

Si tout se passe bien, dès le 10è jour, les foyers

de cellules sont suffisamment abondants pour permettre la réali

sation de bonnes préparations chromosomiques.

Les lamelles sélectionnées sont prélevées stérile

ment avec des petites pinces et transportées dans une nouvel12

boîte de pétri contenant du milieu frais.

Le lendemain on contrale au microscope, le moment

où les mitoses sont nombreuses (environ 20 à 22 heures aprè~

le changement) pour effectuer sur place les préparations

chromosomiques.

d) - Réalisation des préparations chromosomiques

- Pas d'usage de colchicine. Celle-ci nlest pas néces

saire compte-tenu de la relative synchronisation induite par

les changements de milieu.

d.l - Le choc hypotonique

Le milieu hypotonique est composé comme suit

5 ml de solution de Hanks

95 ml d'eau à pH = 7.

Ce milieu est porté à 37°C.
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Le milieu de culture est rejeté, la boîte de pétri

est rincée rapidement avec le milieu hypotonique, remplie à

nouveau et mise à incuber ainsi 15 minutes à 37°C.

Fixation

Au bout de ce temps, les lamelles sont fixées par

immersion dans du Carnoy chloroformé (voir technique sur

lymphocyte) durant une heure. On les laisse ensuite sécher

spontanément à l'air.

Toutes les techniques de marquage décrites peuvent

être appliquées à ces préparations.

II.2.4 - Etude de la moëlle osseuse et du sang
leucémique

Elle peut se faire soit en examen direct ou après

culture à court terme de 24 ou 48 h.

Nous rapportons ici le protocole et les techniques qui sont

utilisées avec succès au laboratoire de DAKAR ( 1), elle

dérive du reste de celles de DUTRILLAUX et COUTURIER (60

FORD et JACOBS 1958 (71).
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b) - Protocole (cf. tableau nO 3)

EXAMEN

DIRECT

r-lOELLE

Dans un tube à centrifuger (30 ml)

10 ml de milieu 199

+ 0,5 ml héparine 5.000 U.l./ml

1 ml colchicine à 0,4%

+ 0,5 ml moëlle

2 heures à 37°C

Technique cytogénétique classique

- ---------- -~------,-------------------------~--~~-~---------_.~
1

CULTURE

MOELLE

et

Milieu 199

Sérum AB

16 ml

4 ml

24 H.

Avec PHA

une goutte de !VI

et

une goutte de l

Sans PHA

Avec PHA

une goutte de M

SANG

1 million de cellules/ml

Technique cytologique

classique

48 H.

et

une goutte de P

Sans PRA

Préparation des cultures pour l'analyse chromosomique de

cellules médullaires et sanguines dans le cas des leucémies.
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b.l - Le prélèvement

La moëlle est prélevée au trocart de Mallarmé

comme pour un examen hématologique; un prélèvement de D.5m]

est suffisant.

b.2 - Ensemencement

Les tubes employés sont identiques à ceux utilisés

Dour la culture des lymphocytes décritelen (11.2.1). Ils sont

remplis avec le même mil~eu en omettant simplement d'ajouter

de PRA. Trois tubes seront ensemencés chacun par 0,1 ml de

moëlle, immédiatement après le prélpvement ; l'un contenant

de la colchicine à la concentration habituelle, est destiné _

l'examen direct j un autre sera mis à l'étuve durant 2ll h. q

37°C, le dernier durant 48 h. (examen différé à court terme),

b.3 - Récolte des cellules

Dans chaque cas, les cellules sont réco~éee après

deux heures de traitement par la colchicine selon la techniquE

décrite pour les lymphocytes. Les résultats sont variables

selon les patients c'est la raison pour laquelle il est néccs

saire de prévoir trois tubes récoltés à des moments différent'3.

En moyenne, c'est la culture de 24 h. qui donne les mitoses
les mieux analysables.

b.4 - Technique cytologique

La même que pour l'étude lymphocytaire.
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c) - Technique d'étude du sang leucémique

Variante de DUTRILLAUX et COUTURIER (60) adaptée

à DAKAR.

Dans les cas où existent des cellules blastiques
circulantes, il est utile de faire un examen à partir du sang

périphérique.Celui-ciprésente deux deux avantages: les

mitoses observées contrairement à celles de la moëlle, sont

à coup sûr pathologiques, d'autre part, leur qualité est

souvent meilleure.

Les conditions de culture, sont identiques à celles de la

moëlle étudiée en examen direct.

La quantité de sang à ensemencer est fonction du

nombre de leucocytes : par exemple, ~

Exemple: pour un nombre de 100.000 leucocytes par mm)J

on ensemencera 0)7 ml de sang par tube. Parallèlement, on

effectuera une culture de 72 heures en présence de PHA afin

d'établir le caryotype constitutionnel du patient et d'affir

mer la nature acquise d'un remaniement constaté dans la

moëlle ou dans les cultures de sang périphérique Bans PHA.

II.2.5 - Etude à partir des cellules germinales ou
étude de la méiose.

Elle peut se faire soit de façon extemporanée
(examen direct),soit après culture.

Nous rapportons ici le protocole technique
adéquat dans chaque cas.
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a) - Le prélèvement

Biopsie ou ponction au trocart peuvent être toutes

deux utilisées, en milieu chirurgical. La biopsie toutefois est

nettement préférable car les risques dihémorragie sont

moindres,et elle permet d'obtenir plus de matériels.

b) - Le transport

Aussi bref que possible, il peut toutefois durer

jusqu'à près d'une heure à température ambiante sans inconvé

nient majeur. Le fragment biopsique est placé dans du citrate

trisodique à 1 p. 100 fraîchement préparé.

c) - Obtention des cellules

c.1 - Les tubes séminifères sont dilacérés, soit à

l'aide de petits ciseaux, soit avèc'des aiguilles montées.

Cette manipulation se fait dans le milieu de transport, placé

dans une petite boîte à pétri ou dans un verre de montre.

La suspension cellulaire ainsi obtenue est placée)

à la pipette, dans un tube à centrifuger. Cette opération

est répétée aussi lon~temps que le liquide reste opalescent
après dilacération. Elle nécessite, au plus, 5 minutes. ""

La suspensiol recueillie sera laissée en attente une dizaine

de minutes avant d'être centrifugée à 1000-1500 t/mn

(400 à 600 g) pendant 5 minutes.

Le liquide surnageant sera ensuite éliminé et

remplacé par du fixateur.

La fixation et l'étalement sont identiques à ceux

décrits pour les cellules mitotiques. Cette méthode permet
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l'observation de cellules en diacinèse et en métaphase l et T,'

de bonne qualité et en grand nombre. Elle diffère très peu

de la description originale de EVANS et coll. (1964)

c.2 - Variante pour l'obtention de mitoses spermato

goniales.

L'utilisation d'un milieu de transport physiologi

que, telle la solution de Earle, de Hanks etc ... dans lequel

est aussi effectuée la dilacération constituée de sérum humaie

dilué au tiers dans de l'eau distillée, permet d'obtenir plus

de figures mitotiques et de meilleure qualité.

c.3 - Variante pour l'obtention de stade pachytène

Pour améliorer la dispersion des chromosomes des

cellules au stade pachytène durant lequel les chromosomes

montrent spontanément des structures caractéristiques, 1,·

plusieurs auteurs ont proposé des variantes techniques

celle décrite est celle proposée par LUCIANI et coll. en

1975~

Placer les fragments biopsiques dans une solution de

Kcl à 0,44 p. 100, et les laisser ainsi durant 8 à la heures~

à la température ambiante.

Transférer les fragments dans du fixateur compos~ d'al
cool méthylique (3 vol.) et d'acide acétique (1 vol.) où i18

séjourneront 12 à 18 heures avant de les y dilacérer

Récupérer la suspension pour la centrifuger.

Rediluer le culot dans de l'acide acétique glacial dilu~

à 45 p. 100 et centrifuger immédiatement avant de procéder 2

l'étalement du culot remis en suspension dans quelques goutte~

de surnageant.
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c.4 - Marquage des cellules germinales

Les techniques utilisées sont strictement Bup0r

posables à celles utilisées pour les cellules somatiques.

II.2.5.2 - Méthode différée d'étude de la méiose.

DUTR1LLAUX 1971.

Elle permet de réaliser de bonnes préparations

chromosomiques après culture, soit en suspension, soit sur

coagulum de tissu germinal. La qualité des images est souvent

supérieure à celle obtenue après examen direct.

Les cellules peuvent être maintenuœà 36°c en

suspension, ou du moins en phase liquide pendant 48-72 h8ures

après dilacération effectuée stérilement. Le milieu utilisé

est constitué de liquide de Eagle additionné de 10 p. 100 dG

sérum de veau foetal.

Le simple maintien du fragment biopsique, nOD

dilacéré, dans ce même milieu, permet encore d'observer des

images méiotiquœaprès 8 jours.

Procédé technique

Dilacérer les tubes féninifères fra:chement prélevés

dans un milieu stérile de culture.

Transférer cette suspension dans un tube stérile et

laisser incuber pendant 48 heures à 37°C.

Réaliser les préparations chromosomiques suivant les

mêmes méthodes (choc hypotonique, fixation, étalement sur

lame et coloration) que celles utilisées dans les techniques

d'examen direct de suspension de cellules germinales.
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Remarques

- La difficulté de telles manipulations chez la femm0

et les femellès , en raison de la localisation interne des
ovaires et du caractère discontinu de liovogénèse, fait que

nous ne décrirons pas les techniques d'analyse de la méiose
femellès,

- La méthode d'analyse de cellules méiotiques, bien

que n'ayant pas suivi les mêmes progrès que celle des chro

mosomes mitotiques, a permis de faire des progrès dans la com

préhension de la stérilité masculine,

II,? - COLORATIONS ET MARQUAGES CHROMOSOMIQUES

Les techniques de culture et de préparations

chromosomiques~ précédemment décrites, permettent lorsqu'el-

les sont soigneusement appliquées, l'obtention de métaphases

bien dispersées. Pour faciliter une bonne exploitation de

ces préparations chromosomiques, le cytogénéticien fait

appel à des techniques de colorations et de marquages.

On distingue trois groupes de techniques

- la technique standard (GIEMSA)

- les techniques à moyenne résolution banding

Q,G, R~ T, C, CI.

- les techniques à haute résolution prométaphase.

II.3.1 - Technique ~tandard

nColoration classique(au GIEMSA).
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1 - La technique

- La solution colorante est préparée extemporanément

comme suit :

eau distillée : 94 ml ou 92 ml

tampon phosphate: 3 ml ou 4 ml M/15 à pH 6,3.

Giemsa R : 3 ml ou 4 ml

- Cette solution est instable et doit être renouvelée

après une heure.

- Les lames sont plongées dans la solution colorante

pendant 10 à 15 mn.

- Rincer abondamment à l'eau courante.

- Le séchage est spontané ou accéléré à l'air chaud.

LEJEUNE et coll. (169), hydrolîsent auparavant le;3

préparations~ en plongeant les lames dans un godet contena~t

du Hcl N maintenu à 5SoC - 60°C pendant 7 mn 30 sec.

Les structures cytoplasmiques colorables sont ainsi élimin~83o

2 - Résultats (Planche nO , fig. )

Les chromosomes apparaissent unirormément colorhs~

toutes fois les régions hétérochromatiques (centromères,

constrictions secondaires, bras courts des grands et petits

acrocentriques, région distale du bras long de l'Y) prenœnt

moins de colorant.

Cette méthode de coloration conserve encore tout

son intérêt, car elle donne une idée exacte de la morpholo

gie générale des chromosomes. Par contre~ elle n'en permet

pas une étude fine. Elle est par ailleurs~ largement utilisêe

par nous au laboratoire de DAKAR car elle permet non seu1f:rrent
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la rêvêlation du marquage induit par de nombreux traitements

préalables, mais aussi le classement des chromosomes des

diff8rentes espèces.

II.3.2 - Les techniques de marquage

Les techniques initiales de recherche des chromo~

somes dêcrites en II.2, à savoir les méthodes de culture

cellulaire) l'utilisation de solutions hypotoniques et

sêchage à l'air libre et des méthodes de coloration classi

que, ont permis l'analyse dêtaillêe du caryotype humain et

animal normal~ de ses variantes et des anomalies de nombre

et de structure des chromosomes. Mais au fur et à mesure ces

techniques initiales se sont rêvélées partiellement insuffi~·

santes. Les nomenclatures successives de DENVER 1960, LONDBE~

1963, CHICAGO 1966 reflètent bien les difficultês de la

description des ~omosomes observés.
En effet ces techniques initiales ne permettent pas une iden

tification individuelle de chaque chromosome. Pour suppléer

cette carence) la technique de marquage à la thymidine triti0?

de GERMAN en 1963 a permis de résoudre un certain nombre de

probl~me U15).En apportant une certaine précision supplémen

taire.

A partir de 1969 des techniques nouvelles pour une
identification plus précise ont commencé à se faire jour :
les techniques des bandes ou de marquages.

Les techniques de marquage correspondent à l'8n··

semble des procédés permettant de mettre en évidence des

structures, appelée3 bandes, sur les chromosomes mitotiques

ou méiotiques. (60)
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Ces techniques sont diverses et plus ou moins

complexes. Elles reposent sur des principes biochimiques

divers, faisant intervenir les différents composants chromo"

somiques, ADN et protéines, ainsi que la dynamique de la repli

cation de l'ADN et de la condensation des chromatides.

DUTRILLAUX et COUTURIER (60) déterminent 3 typ~s

principaux de marquage :

- deux pour l'euchromatine, c'est-à-dire les segments

non variables représentant chez la plupart des espèces la

quasi-totalité de la longueur des chromatides. Ce sont les

bandes Q et G d'une part qui ont la même localisation et

colorent environ 50 p. 100 de l'euchromatine, et d'autre part

les bandes R qui colorent le reste. Lieuchromatine se composa

donc de l'alternance des bandes Q ou G et R.

- une pour l'hétérochromatine, qui correspond chez la

plupart des mammifères au marquage C, localisé aux régions

centromériques.

Les procédés techniques étant très divers, il est

difficile de le8 décrire selon un plan entièrement rationnel 0

Nous les traiterons en techniques de moyenne solution et

techniques à haute résolution.

II.3.2.1 - Technique de moyenne résolution de

technique de haute résolution
a) - Les bandes Q (quinacrine)

Les bandes Q furent les premiers à apparaître :

CAPERSSON, ZECH, JOHANSSON et MODEST (33 ) jl~ obtinrent

initialement en 1970) sur des chromosomes humains, en utili

sant un fluorochrome, la moutarde de quinacrine (d'où le

terme "Q-banding ll
). Les bandes Q correspondraient aux sef\mE"y~t,3

d'ADN riches en cytosine et en guanine. ( 1 )
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a.1 - Technique (1, 15 . lh 60 115) .

Il est préférable d'utiliser des préparations

chromosomiques récentes (quelques jours) : toutefois au

prix de quelques manipulations supplémentaires on peut

réaliser le marquage fluorescent de presque toutes les

anciennes préparations sauf celles colorées à l'orcéine

acétique. (60)

Les lames sont hydratées par passage dans des bains

successifs d'éthanol de titre dégressif.

Rincer à l'eau distillée.

Plonger les lames dans un ou deux bains de tampon

phosphate Mac Ilvaine pH 6,7 (voir annexe) pendant

5 minutes.

Colorer pendant 20 minutes dans une solution aqueuse

de moutarde de quinacrine à raison de 5 mg/l00 ml

d'eau distillée.

Rincer par passage dans un nouveau bain du même tampon

phosphate.

Monter avec une lamelle dans le même tampon.

Les lames sont observées au microscope à fluorescence.

a.2 - Résultats (Planche nO A , photo nO 12

Les chromosomes n'apparaissent plus colorés de

façon homogène comme avec les colorations classiques, mais

des bandes plus ou moins larges situées à des distances

équivalentes à partir du centromère sur les chromatides

soeurs (bandes isochromatidiques) sont visibles. Et la

séquence spécifique d'une paire donnée permet ainsi son

identifica.tion.
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Les constrictions secondaires sont sombres.

certaines reglons hétérochromatiques sont très brillantes

surtout la région distale du bras long de l'Y.

Tableau nO 4 - Résultats des bandes Q.

Peu fluorescents

Territoires chromosomiques

Eames distales

Bandes interm?diaires

Centromères

Satellites

Constrictions secondaires

---_._--

---~=~~~~:~-~~~~-~~-~-~~~~:~~:~:~···--I
1

Peu fluorescentes i
1----------------------------------------1

Plus ou moins fluorescentes 1

-------------------------------.... -_._._----_.- .. --1

1

1------------------------------_··>···.. _· .. ·»·_·····-1

Fluoreec~r.ce variable

Peu fluorescentes

Peu fluorescent .
-----------_._-----------------_._"~._~_ ...,._._,,~

!

Très fluorescent (technique de CllO~X

de l'Y.
'-- --1- _

b) - Les bandes G (GIEMSA)

Les bandes G apparaissent à la suite de l~ mise

en oeuvre de divers traitements de dénaturation, toujours

suivis dYune coloration au Giemsa, d'où leur nom. La méthode

initiale fut découverte par DUTRILLAUX, De GROUCHY, FINAZ et

LEJEUNE ( ) en 1971 et fait intervenir une digestion par

les enzymes protéolytiques.
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Ils existent également plusieurs techniques pou~

les bandes G.

Nous proposons la description des plus utilisées actuellemen~

b.1 - Techniques (60 )

- Méthodes de Yidénaturations" A S G

(Acetic, Saline, Giemsa) de SUMMER et coll. (1971).(166)

Incuber les lames dans une solution de SSC X 2 (Nacl

0,3 M, citrate trisodique 0,03 M) pendant une heure à 60°C.

Rincer à l'eau distillée.

colorer pendant une heure 30 mn dans une solution de

Giemsa à 2% tamponnée à pH 6,8

- Traitement par la trypsine (SEABRIGHT 1971) (16~

Plusieurs auteurs ont proposé, depuis de lé~ères

modifications de cette technique protéolytique, mais le prjr.

cipe demeure le même.

Préparer une solution de trypsine à 0,25% (trypsine 1

250 Difco) dans du Nacl isotonique ou mieux dans du PBS

modifié sans calcium ni magnésium

Nacl

Kcl

Na2H PC4, 2H20

KH 2 PO li

8000 mg!l

200 mg!l

1440 mg!l

200 mg!l.

Plonger les lames dans cette solution pendant 10 ~ 45

secondes à la température ambiante.

Rincer au Nacl isotonique ou au PBS.

Colorer au Giemsa.
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b.2 - Résultats des bandes G

Tableau nO 5

Variables

Peu colorés

Bien colorés

REsrJLTATS LOCAUX DU l'G-BANDINGIl

Peu colorées

i
-----------------------------------------···-1

1
1

------------------....----~-------------------'.v··l ,,

i
-------------------------------------------~

1

1

-------------------------------------------·-1
i
1

1

'IERRI'IOIRES CHROMŒ30MIQUES

Ba.n:les distales

Bandes intermédiaires

Satellites

Centrorœres

--- ......... ua, .... _

Oonstrictions secondaires
- Du AI
- Du C9
- Du E16

bien colorées
: peu colorées
: bien colorées

-------------------.,.,.--""".....--- -------------------·""'-------------------'---'-"'~i

1 Yp 1 Peu coloré l

I--~:-------------------------l---~~:~-::~::;--------------------------.---- -:
1 l '

La tOp0graphie des bandes G est dans l'ensemble SUPE:-;-'

posable à celle des bandes Q (fig. 6 ).

Les bandes colorées sont celles qui étaient très

brillantes avec la moutarde de quinacrine.
Cependant, des différences existent au niveau des régions

hétérochromatiques.

c) - Les bandes R (Reverse)

Le marquage chromosomique par les bandes R fut

la première des méthodes de dénaturation~ et fait appel ~

la chaleur (60). Elle fut mise au point chez l'homme Dar

DUTRILLAUX et LEJEUNE en 1971 (62).
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Les bandes R constituent le type de bandes exacte

ment inverse (reverse en anelais) des bandes Q.

La technique originale de dênaturation ménag§e a

subi depuis, plusieurs améliorations: (CABPENTIER et coll.

1972 (28);BOBROW et coll. 1972 (21) ; LUBS et 0011.1972 (1)

ZAKHAROV et coll. 1973 ( 1) ; COUTURIER et coll. 1973 (39)

DUTRILLAUX et COVIe 1974 ( 1) ; VER~~A et LUBS 1975 ( 1 ) .

c.1 - Technique (60)

DUTRILLAUX et COUTURIER proposent la technique

variante de DUTRILLAUX et COVIC (1974) et DUTRILLAUX (1975)

qui semble particulièrement adaptée à une pratique de routine

Traiter les préparations dans un milieu physiologique

à pH 6,5 à 87°C.

Préparer tout d'abord une solution de Earle sans

bicarbonate à partir des sels ou des milieux concentré~,

du commerce, ou bien par pesées

Nacl 6800 mg!l

Kcl 400 mg!l

NaH2 P0 4 H20 140 mg!l

Mg SO 4 7H20 200 mg!l

Glucose 1000 mg!l

Calc12 200 mg!l.

Cette solution a un pH voisin de 5,2 ajusté alors 2

pH 6,5 sous pH mètre par addition de cristaux de Na2HP04.

La solution est portée à 87°C au bain-marie. La tempéra

ture est un paramètre critique de la technique.
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Pour les lames étalées le même jour, les plonger dans

la solution pendant 1 ~ 2 heures.

Pour des lames vieilles de 8 jours les plonger pendant

15 à 45 minutes.

Rincer rapidement les lames à la fin du traitement ~

l'eau courante.

Colorer au Giemsa.

c.2 - Résultats (Planche nO A, fig. nO 3 ;. 4 ; 5 ; 16: 'LO)

Les lames étant le plus souvent assez mal color~e~

il est préférable de les observer au microscope en contraste

de phase.

La topographie des bandes Rest récoproque à

celle des bandes Q ou G.

TERRrIOIRES CHROl\DffiMIQUES

Bandes distales

Bandes intermédiaires

Centrorreres

satellites

Cbnstrictions secondaires

RESULTATS LOCAUX DU R-BANDING
!

________- ...... _ ....._ -"-------------_..... _..... ,.-". ~~ ~.I

nettement colorées

---------~------------~-------._-~~•. !i
plus ou moins colorées 1

--------·-----------------------"·~···"'-1
peu colorés 1

----------------------------_.·,~-<...-I

variable
1

------------------- ------------.--.-. -····1
peu colorées

----.....-----------------------..,.~.~~ ... ,... i

bien coloré
______ <=> • ....... = ... -·1

peu coloré
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c .3 - Re!lEI'ques (60)

Un traitement thermique insuffisant procoque un

aspect général trop coloré, entrainant l'apparition de roint3

réfringents en contraste de phase.

Cette technique de marquage utilisée actuellement

en routine permet un classement très facile du caryotype et

une analyse très fine.

d) - Les bandes T (Terminales)

Les bandes T ont été découvertes par DUTRILLAUX

en 1973 (60) sur des chromosomes humains et font appel à une

dénaturation par la chaleur, selon deux méthodes possibles;

avec coloration par l'acridine orange~ ou le Giemsa. Leur nO"1

provient du fait que les chromosomes apparaissent surtout

marqués au niveau des télomères (c' est-à"'dire en partie

terminale) .

d.1 - Technique (60 )

Elle dérive de la technique des bandes R. Elle

permet de caractériser certaines de ces bandes, particulière

ment résistantesà la dénaturation.

Plonger les préparations dans une solution

sans bicarbonate non ajustée (soit pH voisin de
La durée du traitement est va~iable selon l'âge

tions comme dans le cas des bandes R.

Rincer à l'eau courante

de Earle

5 2) :, 0. 7(\ r'
J ''':L l. '..J "

des préDar'.l·

Colorer soit au Giemsa ou mleux à l'acridine orange et

abserver en lumière ultra-violette.
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d.2 - Résultats

Les chromosomes présentent seulement quelques

bandes colorées, situées, pour la plupart, A leurs extrémités,

si la coloration est faite au Giemsa.

A l'acridine orange, les bandes '1" jaune-brillant, se déta-·

chent sur le reste des chromatides rouge-sombre.

d.3 - Remarques

Pour un traitement thermique insuffisant, les

chromosomes sont trop colorés et un grand nombre de bandes ~

persistent.

Le choc hypotonique au sérum dilué donnent les

meilleurs résultats.

Les bandes T permettent une étude plus précise

des délétions terminales et des translocations des fragments

chromosomiques même les plus minimes.

c) - Les bandes C

Les bandes C furent obtenues par PARDU~ et GALL

en 1970 ~37) chez la souris par une méthode assez complexe
faisant intervenir une dénaturation puis une régénération de

l'ADN à llaide de divers agents chimiques et biochimiques.

La technique originale était auto- radiographique. HARRICIU 8C

HSU en 1971 (10), préfèrent se 1 imi ter à son aspec t cytoclü·

mique et furent les seconds à présenter ce type de bandes)

mais cette fois-ci ehez l'homme.

Depuis ces bandes furent de nouveau obtenues par de nombreux

auteurs le plus souvent par des méthodes beaucoup plus
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simples: GRAIG-HOLMES et SHAW en 1971 (1 ) YUNIS et YAS~IKF~

1971 ( 1 ) ~VOSABIANCHI 1972 ( 1) ; SUfI1~1ER et EVANS 1972 (1 ) ;

DUTRILLAUX et COUTURIER 1972 (60) ; GAGNE et LABERGE 1972 ( 1).

Les chromosomes apparaissent clairs~ sauf en région centrom~

rique fortement colorés, d'où le nom de bande C.

c.1 - Technique (60)

DUTRILLAUX et COUTURIER (1981) ont choisit celle

de SUMMER avec une légère modification. Ils obtinrent des
résultats réguliers.

Plonger les lames dans duNaCl O,2N pendant une heure

à la température ambiante

Rincer à l'eau distillée

Traiter pendant 30 secondes à une minute dans une

solution de baryum 0,3 à 50°C.

Rincer à l'eau distillée

Plonger dans une solution de SSC X 2 (Nacl 0,3, citrate

trisodique 0,03 N) à 60°C pendant une heure

Rincer à l'eau distillée

Colorer au Giemsa pendant 5 minutes

Observer de préférence en contraste de phase.

c.2 - Résultats

Les chromatides sont uniformément pâles, seules

apparaissent fortement colorées les régions centromérique2,

les constrictions secondaires et la partie distale du bras

long du Y.
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TERRITOIRES CHROMJSJMIQUES

Eames distales

Eames intermédiaires

Centromères

RF.BULTATS IDCAUX DU "C-DANDnJG
--------------------------- __•••• ·L•••••• ~. 1

peu colorées

peu colorées

très colorées

Satellites plus ou moins colorés

Constrictions secondaires

c.3 - Remarque

celles des chromosomes Ai, C9
et D15 sont très colorées

peu coloré

très coloré

Un traitement insuffisant par l'hydroxyde de

Baryum entraîne une coloration trop poussée.

f) - Les bandes CT

SCHERES (1976) (60)

f.1 - Technique (60)

Les lames sont placées dans une solution saturée de
Ba (OH)2 à 60°C pendant 10 mn.

Elles sont rincées à l'eau distillée puis mises à

incuber dans une solution de SSC X 2 à 60°C pendant

30 mn.

Après rinçage à l'eau distillée, les lames sont

colorées pendant 10 mn dans une solution 8 0,005 p.

100 de 11 Stains aIl " dans un mélange de 1 : 1 formamid,~

eau.

Elles sont enfin rincées à l'eau distillée et séchfcs.
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f.2 - Résultats

Les bandes C et les bandes T sont colorées simul·-

tanément.

g) - Remarques

Des techniques plus raffinées permettent la colo-~

ration de régions particulières telles que :

- des régions portant certains types d'ADN satel

lite (constriction secondaire du 9 humain par exemple)

techniques de GAGNE et LABERGER (1972) (60).

- de certaines régions hétérochromatiques pour la

technique de coloration à la DA-DAPI. On peut se reférer à

la technique de SCHEIZER et coll. (1978) (60).

- régions porteuses des organisateurs ~ucléaireG

(NOR). Ces régions peuvent être mises en évidence par deux

types de méthodes :

* méthodes de "dénaturationli (bande N), se

reférer à la technique de FUNAKI et coll. (1975) (60).

*méthode de précipitation argentique: colora

tion par le nitrate d'argelt. Se reférer à la technique de

BLOOM et GOODPSTURE (1976) (60).

- Il peut être utile (par exemple pour préciser les

points de cassure d'un remaniement~ localiser les centromères
d'un dicentrique),de mettre en évidence toutes les structurr:c

des bandes décrites précédemment (Q, G, R, C) sur la même

mitose. Ceci est possible à condition de respecter un ordre

dans le déroulement des techniques successives, et de nI ut:·

liser que des lames préparées au moins 10-15 jours plus tôt.

Chronologie Q - R dégraissage sans décoloration- C
ou G puis R.
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II.3.2.2 - Technique à haute résolution: obtention et

marquage des cellules en prophase ou prom€ta··

phage. (60)

Avec le marquage chromosomique, dont nous venons
de voir les principales méthodes, il est possible de dénom~rer

des structures, essentiellement bandes R ou G~ dont le nomhr~

est assez proportionnel à la longueur des chromatides. Ainsi,

en métaphase, sur des chromosomes condensés, il est possible

de distinguer environ 300 bandes par lot haploide.

si l'on sélectionne les mitoses dont les chromoso
mes sont les plus longs, on peut d~nombrer de 400 à 600 bandes

(PRIEUR et al., 1973, SKOVBY, 1975). A cet égard, l'utilisatio~

d'un milieu composé de sérum dilué pour réaliser le choc hYD0"

tonique est un élément important pour obtenir de longs chromo

somes. Cependant, l'obtention de cellules en prophase demeurant

aléatoire, on a maintenant recours à des méthodes de synchro

nisation, qui permettent d'atteindre le but recherché.

De nombreux agents sont susceptibles de bloquer 1

une phase donnée le cycle cellulaire, de façon réversible.

Parmi d'autres, citons le fluorodéoxyuridine (FudR), l'améthop

térine ou méthotrexate, la thymidine, et le 5-bromodéoxyuri
dine (BrdU). Seuls les trois derniers ont été efficacement

utilisés.

II.3.2.2.1 - Synchronisation par la thymidine

La thymidine bloque le cycle cellulaire pendant
la phase S par inhibition de synthèse de la 2-déoxycytidi.ne
(Xeros, 1962) lorsqu'elle est mise en excês dans le milieu de

culture. D'aprês les essais réalisés avec un double traitement

de thymidine et de BrdU, le blocage principal survient au

milieu de la phase S, soit, aprês réplication de l'ADN des

bandes R et avant celle des bandes G (DUTRILLAUX, 1975,

VIEGAS-PEQUIGNOT et DUTR1LLAUX 1978. (60)
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Ceci signifie que pour obtenir

en prophase prométaphase, il faut les

la levée du blocage .

. Technique (60)

- Culture de cellules sanguines

un maximum de cellules

récolter 5 à 7 h. aprês

- Bien qu'elle puisse être mise d'emblée, on préfêre ajouter

la thymidine après 48 à 72 h. de culture, à la concentration

finale de 0,3 mg par ml de milieu. Les cultures sont laiss~es

ainsi, à 37°C, pendant 15 h. environ (durant la nuit).Puis le

milieu contenant la thymidine est retiré, après centrifugation

et pipetage et remplacé par un milieu de rinçage~ constitué

d'une solution physiologique saline (PBS par exemple). Les cel

lules sont remises en suspension par pipetage, à nouveRU

centrifugées, et le milieu de rinçage est éliminé. Apr~s un

deuxième rinçage, semblable au premier, du milieu complet (TC

199+ sérum) est remis, pendant les 5-7 dernières heures de

culture.

Pour éviter les rinçages, on peut simplement ajouter

de la 2-déoxycytidine, à la dose de 0,5 mg par ml et laisser

la culture évoluer ainsi 5 à 7 h. de plus.

Le reste de la technique est identique à cell~ qui a

~té décrite plus haut. On a cependant intérêt à multiplier le:::;

fixations (4 à 6) pour obtenir un meilleur étalement.

- Culture de fibroblastes. - D'une façon générale) il

est délicat d'obtenir une bonne synchronisation des culture~

de fibroblastes.
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La thymidine est ajoutée 8 h. après la division~

à la concentration finale de 1 mg par ml.

Le reste de la technique est identique à celle je

lymphocytes. Selon la qualité des cultures~ le cycle cellu

laire peut varier sensiblement, et il peut être nécessaire

de faire plusieurs essais pour ajuster les temps.

SYNCHRONISATION PAR L'AMETHOPTERINE

Dans les cultures de cellules, l'arnéthoptérinc es

ajoutée après 72 h., à la concentration finale de 107 M

(YUNIS, 1976). Après une nuit (environ 15 h.), le milieu est

remplacé, après rinçage comme pour la thymidine, par un

milieu normal, pendant 5-7 h.

MARQUAGE DES CELLULES EN PROPHASE OU EN PROMETAPHASE

Les prométaphases et prophases obtenues par les

méthodes de synchronisation sont ensuite traitées pour

obtenir un marquage comme s'il s'agissait de mitoses ordi

naires. Pour obtenir des bandes R, il faut faire un traiteme

thermique un peu plus court que pour les métaphases .

. Variantes pour l'obtention des bandes n

YUNIS et coll. (1978) (60) obtiennent des bandes
sans prétraitement) par simple coloration des préparations
par le colorant de Wright. Celui-ci est préparé ainsi:

1 volume de la solution mère (à 0,25 p. 100 dans du méthanol

est dilué dans 3 volumes de tampon phosphates 0,06 M, pH (JP

Les lames sont colorées pendant 3 mn à 3 mn 30 .
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FRANCKE et OLIVER (1978) (60) recommandent un

prétraitement des préparations par chauffage et action prot~~··

lytique.Les lames sont chauffées pend~t 3 jours a 55°C, ou une nuit

a 65°C, ou encore 10 à 20 min. à 90 0 e. Après refroidissement,

elles sont traitées 15 à 60 sec. par une solution de trypsine

à 0,05 p. 100 dans du chlorure de sodium isotonique. Les la~es

sont rincées rapidement dans deux bains de chlorure de sodium

ou d'éthanol 95 0
• Elles sont séchées puis colorées pp.mant 90 S2X.

à 2 min. au colorant de Wright ou au Giemsa.

SYNCHRON~SATION PAR LA THYMIDINE ET INCORPORATION DE BrdU

Par rapport à la méthode de synchronisation par

la thymidine décrite plus haut, il suffit d'ajouter du Brdn;

à la dose de 10 ug par ml de milieu final, durant les 6-7 d~~n

dernières heures (VIEGAS-PEQFIGNOT et DUTRILLAUX, 1978). Ceci

permet d'obtenir, après coloration par liacridine ora~ge, ou

coloration FPG (un très beau marquage en bandes R.

Pour cette techniq~e, il nlest pas possible de

remplacer les rinçages par l'addition de 2'-déoxycytidine.

En plus des deux colorations citées ci-dessus,

on peut encore effectuer une coloration au Giemsa des cellules

observées après coloration par l'acridine orange. Il faut
pour cela effectuer un bref traitement thermique, à S7°C,

pendant 15-60 secondes, dans une solution de Earle à pH 6 J 5 7

avant la coloration au Giemsa (DUTRILLAUX et coll., 1980).

Ce traitement rend les préparations définitives, et améliore

le marquage de certaines mitoses.

SYNCHRONISATION PAR LE BrdU

Le 5-bromodéoxyiridine, à forte dose induit le

même blocage que la thymidine et le méthotrexate, en milieu

de phase S. En utilisant cette propriété et la modification
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chromatidienne résultant de son incorporation dans les banGes

R qui effectuent leur replication avant le blocage, on obtient)

après coloration par l'acridine orange ou technique FPG, un

très beau marquage G des prophases et prométaphases.

Principe - A une culture de cellules sanguines, on

ajoute pendant une nuit (15 h. environ) du BrdU â forte concen··

tration. Après rinçage, les cellules sont remises dans un

milieu .

. Résultats - La figure montre une mitose en prométaphqsc

Earquée en bandes G après coloration FPG. Ce type de mitose

est nettement prépondérant. Toutefois, il semble exister

dl autres points de blocage du cycle cellulaire, de sorte qul'J~'e

petite partie des mitoses porte un autre marquage.

Ainsi, un second aspect observé correspond â 'un

marquage R typique, dont la figure donne un aperçù. Ceci

correspond vraisemblablement à un blocage en fin de phase S

de cellules qui se trouvaient en milieu de phase S au moment

oa le traitement par le BrdU a été commencé. 1e troisi~me

aspect correspond à un marquage de l'hétérochromatine et des

bandes G les plus tardives. Il est semblable à celui induit

par un traitement par le BrdU durant les 3-4 dernières heureE.

Enfin, un faible pourcentage de mitoses montre une asymétrie

chromati1ienne associée à un marquage G.

Cette méthode de synchronisation par le BrdU donne

donc, sur les m~mes préparations, un très beau marquage G, un

très beau marquage R, et divers autres aspects. Il nous paraît

très probable qu'elle tiendra un rôle prépondérant dans l~

cytogénétique future.

Pour cette raison, nous allons en donner tous 108

détails, m~me si cela entraîne quelques redites.
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. Technique détaillée. - Après 48 à 72 h. de cul tur e Cl:'

cellules sanguines~ le BrdU est ajouté à la concentration

finale de 0,2 mg par ml. Laisser pendant une nuit (environ

15 h.). Centrifuger) retirer le surnageant~ ajouter du mili

de rinçage (PBS, par exemple, à 37°C), remettre en suspensio
et effectuer un second rinçage. Remettre du milieu complet

(TC 199 + sérum) enrichi de thymidine (3 ug par ml) et

laisser à 37°C pendant 5-7 h. Plus de prophases sont obtenue
pour 7 h.

F~ire le choc hypotonique (sérum: 1 vol. eau:

5 vol.) pendant une vingtaine de minutes. Après une première

fixation de 10-15 min. au CARNOY II (chloroformé), effectuer

3 ou 4 fixations de 10 min. successives au CARNOY l (éthanol
acétique) .

Etaler sur lames froides et humides.

Colorer par l'acridine orange, ou encore par une

modification de la technique FPG :

Colorer par le HOECHST 33258 à 1 mg pour 100 nI

d'eau distillée pendant 15 min. Rincer, monter avec du
SSC X 2.

Placer la lame dans une boite de Pétri contenant
du papier filtre recouvert de SSC X 2.

Mettre la boîte de Pétri sur le faisceau de
lumière émise par une lampe à vapeur de mercure (type HBü
200). On prendra) par exemple,un luminaire habituellement

utilisé pour la microscopie en fluorescence. Afin de maints

nir la lampe verticale, ce qui est recommandé pour son

utilisation, et de placer la boîte de Pétri à plat, on inter

posera un miroir, incliné à 45° sur le trajet lumineux.

Le traj et total du fais ceau peut être de 1 1 ordre de 30 à 40 cm
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On peut encore utiliser un tube fluorescent, tYr~

"lumière noire l1
, moins onéreux que la lampe à vapeur de

mercure. Les lames sont alors placées à la cm, environ,

du tube.

Plusieurs lames peuvent être superposées pour être

irradiées simultanément.

La boîte de Pétri, posée sur un fond noir mat~

atteindra une température de plus de 50°C après quelques

minutes d'irradiation. Elle sera maintenue environ 1 h. GOU2

le faisceau lumineux.

Rincer les lames à l'eau courante, et colorer el.~

Giemsa à 1,5 p. 100 oendant 7 min.

Ce seul traitement permet d'obtenir les différentos

figures dont nous avons parlé plus haut.

Il peut arriver que les chromosomes soient trop

colorés par le Giemsa. Dans ce cas, il suffit, après les avoir

dégraissée au toluène, soit de traiter les lam~s par le

SSC X ? à 60°C pendant une ou deux heures (amélioration des

bandes G surtout») soit de les traiter par du Earle à pH 6,5
à 87°C pendant 20 à 60 secondes (amélioration des bandes R
surtout).

Plusieurs traitements-colorations successifs

peuvent être effectués, en cas de besoin.

On peut encore faire varier soit la durée ou le

mode de l'exposition aux U.V., soit la durée de la coloration

au Giemsa ou la concentration de celui-ci, soit la durée d~s
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traitements thermiques. Ces différentes variantes ne doivent

pas faire croire que la technique est difficile ou aléatoire.

Elle est finalement de réalisation très simple, très adapta,·

ble,et permet d'obtenir chaque fois des images chromosomiqu0s

d'une qualité supérieure.

COMPARAISON DES RESULTATS OBTENUS PAR LES DIFFERENTES TECHNI
QUES DE llBANDING ii

•

Elle révèle que, d'une manière générale

- la plupart des bandes Q correspondent aux bandes G

- le "R. BANDING i montre des images inverses de celles

obtenues par le Vi G-BANDING" et Q-BANDING.

- tandis que les marquages T et C sont sectionnels : T pour

les extrémités (télomères) et C pour les centromères (cen)

et les constrictions secondaires (h).

- ces observations sont regroupées dans le tableau n08.

TECHNIQUE
ASPECTS OBSERVES

BANŒS
Q

BANDES
G

BANŒS
R

BANDES
C

BANœs
T

'lEIDMERES Sombres pâles Noires Pâles Sombres

CENTROJVERES Sombres Pâles Pâles Sorrbres Pâles

ZONES INTERCALAIRES AL'IER
NATIVEMFm'

Bril12'htes
et

sombres

Noires
et

pâles

Pales
et

noires
Pâles Pâles

E:XTREMI'IES Œ L' Y ou Yq Très P-l
brillantes a es Pâles Noires Pâles

CONSTRICTIONS SECONDAIRES

.A 1 Sombre .: pâle P~l.le Noire Pâle

. E16 Sombre .: pâle Pâle Noire Pâle

. C 9 Sorrbre Pâle Pâle Noire Pâle
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Il ressort de ce tableau que pour certaines ré~i~nB

chromosomiques on a intérêt à utiliser un marquage donné; p~l'

exemple le "C-BANDING ii pour les centromères et les constric

tions secondaires de A1, C9 et E16 et 11Yq ;

- le Q-BANDING pour l'Yq ;

- le T-BANDING pour les télomères.

Il ressort que le R-BANDING est la technique de

choix pour un classement et une analyse plus raffinée du

caryotype, tandis que le G-BANDING demeure le plus simple,

le moins onéreux donc le mieux adapté â la routine cytogéné

tique en pays sous-§quipés.

Remarques :

Des variations peuvent être observées d'un indi

vidu â l'autre pour certains chromosomes avec une même techni

que de marquage, d'où la notion de polymorphisme du caryotype

humain.

En effet, les segments hétérochromatiques, comme les constric··

tions secondaires, les bras courts des acrocentriques, et

le bras long de l'Y illustrent le plus cette notion de poly

morphisme.

- Les constrictions secondaires de chromosmes 1, 9 et 16
ont des dimensions variables. La constriction secondaire du

cg est toujours juxta-centromérique. Dans la majorité des

cas elle se situe sur le bras long.

Cependant, on l'observe parfois sur le bras court et avec

une fréquence accrue chez les Noirs aux U.S.A. (LUBS et

RUDDLE, 1971). Chez les noirs africains (19h + ; 9q +; et

16 qh + sont des marqueurs physiologiques très fréquents.

La constriction secondaire des chromosomes 9 et 16

est ainsi accez variable. Lorsqu'il existe une élongation
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particuliêrement accentue, le chromosome qui le porte deviert

aisément reconnaissable. Le chromosome marqueur peut être

retrouvé chez les différents sujets d'une même famille, 00 il

se transmet comme un caractêre dominant. DONAHUE et coll.

(1968) ont montré qu.e la transmission du gène déterminart h'
groupe sanguin Duffy était souvent liée à celle de la con3

triction secondaire du 1. On en a conclu que le ~ène Duffy

est situé à proximité de la constriction secondaire du 1.

D'une façon générale, l'allongement d'une constric

tion secondaire ne semble pas porter préjudice au sujet quj

le porte; pas de désavantage sélectif, dioù la transmission

durant de nombreuses générations.

Pour pouvoir interprêter ces variations physiologiques des

constrictions secondaires à leur juste valeur il faut savoir

Qu'on a observé de nombreuses constrictions secondaires sur

les chromosomes de lignées cellulaires normales (de GROUCHY

et coll. 1970 PATAU, 1971. Que le nombre et la taille des

constrictions secondaires peuvent varier sous lieffet de

certains facteurs physico-chimiques .

• La fixation par de l'alcool acétique ââ exagère la

longueur des constrictions secondaires préexistantes, et est

capable d'induire la formation d'autres constrictions (PAL~1Er~

et FUNDERBURK, 1965) .

. L'association d'un milieu de culture sans calcium et du

BrdU permet de reconnaître un certain nombre de chromosomes.

(PALMER, 1970) par une étude plus appropriée de leurs con3

trictions secondaires.

- Les bras courts des acrocentriques sont variables

Les satellites sont eux-mêmes vatiables par leur

taille et leurs affinités tinctoriales. Ces propriétés offrent

des applications d'un intérêt certain, puisqu'elles semblen~
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se transmettre, telles quelles, de générations en générntions.

Sur les prix acrocentriques du caryotype humain normal, il

en existe toujours un au moins dont le bras court, caract~ris

tique, constitue un système de marquage précieux. Une étude

systématique pourrait aboutir à une utilisation médico-légale,;

au même titre que les analyses des groupes sanguins, pour

les recherches de paternité par exemple. Ces bras courts

portent desgènes codant la synthèse des ARN ribosomaux.

Ce sont des organisateurs nucléolaires, ils sont mieux

étudiés par la technique des Nr~.(60)

- Proportionnellement à sa longueur, l'Y est assurément le

chromosome le plus variable du caryotype humain. Sa longueur

varie selon les populations. Les grands Y sont notamment plus

fréquents chez les jaunes, les Sémites et chez les Blancs

d'Europe. L'Y le plus court est celui des négroides.

Des études familiales ont montré que l' Y se trqns··

mettait tel quel J de père en fils, durant des siècles. Ainsi,

GENEST et LEJEUNE (1971) ( 1 ) ont retrouvé le même petit Y

chez des CANADIENS et les FRANCAIS de même patronyme. Certains

membres de la famille avaient émigré au Canada au XVIIe

siècle, et le dernier des ancêtres communs avait vécu au

milieu du XVIe siècle. Par contre, la petite taille de l'Y

semble aussi caractériser le caryotype d'une secte américaire,

les AMISH, tous originaires d'une même famille. Voici qui
permettra peut être une étude plus fouillée des mouvements
des populations africaines aux différentes ères historiques
et d'établir, en relation avec les historiens négrologues)

les relations généalogiques entre les différents nègres dG

la Diaspora.

Au total, il existe dans le caryotype humain pour ne parler

que de lui, 22 structures variables chez les femmes et 23

chez les hommes. Par leur nombre, les variants constituent

un système de marquage précieux qui permet, presque à coup sûr,
d'irrlividualiser le caryotype de chacun et de le rattacher ou détacher

de celui de ses parents. Ainsi la notion que tous les in:lividus normaux
d'une espèce domée possèdent le même caryotype se révèle fausse si
on considère l'hétérochromatine.
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- Toutes les techniques de marquage décrites

ci-dessus sont lRrgement appliquées en cytogénétique anim~le.

Elles permettent à li heure actuelle d'approfondir la connais··

sance des caryotypes normaux et ~ont ut ilisée en pathologie

pour l'identification et la description des anomalies.

A titre indicatif, nous résumons dans le tableau ci-dessous

les types de bandes obtenus chez les mammifères domestiques.

B d C · C B" C . P IL· 1an es hl.en hat Cheval OVln üVl.n aprln ore! apJD!
f------ -- -f- -- -- -- -- -- -- - _.--- -- --------f-------- ---- -- ---- _J_- ----·~·I

1 1

Q + + + + +1 + 1-- -- ~- -- -~ --:-------:-- ---:------:-----:-------:------:-J1

-- -: ---1
""-------- -- -- -- -- -- -- -- -- ---- -- -- ---------- -1------ -- --- -- - ·-------1

R + + + 1 1

----~ -- ---- ---- -- ------ ---:- -- ---:-----:-------:--- ---:-+----~··I
1--------- -------- ---- -- -- -- -- - -- ----- --- --- ------- --- -- -1---- ,--, ~

T +

La technique des bandes G à cause de sa mise en

oeuvre facile, est la technique la plus largement utilisée.

La seule nomenclature internationa~chez les animaux est

basée sur cette technique ( 1). Cependant les bandes R, tout

comme chez 1 'homme, restent les mieux indiquÉes pour l'étude

du caryotype des animaux où d'une façon générale tous les

chromosomes sont acro- ou télocentriques.
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II. 3.2.5 - Les conséquences' de 1" amélioration des techniques du .'

caryotype.

L'amélioration des techniques du caryotype cœme on devait

s'y attendre, à produit une révolution dans la connaissance cyto~éné

tique de l'homme. Le domaine d'action de la cytogénétique

s'est considérablement élargi avec la découverte des techni

ques du marquage ou "Banding". Riche des acquisitions de la

dernière décénie (1960-1970), la cytogénétique a pu confirmer

l'essentiel des résultats accumulés, transformer en certitude

de brillante hypothèse et avancer d'un pas plus sûr dans la

recherche et l'annlyse des remaniements chromosomiques d'une

part et celle de la structure d'autre part.

Analyse des remaniements chromosomiques

Elle a révélé l'insuffisance de la nomenclature

de CHICAGO (1966) d'où la nécessité d'en "confectionner" une

autre plus adaptée aux besoins d'une cytogénétique qui a

atteint sa maturité. Le quatrième congrès de cytogénétique

réuni à PARIS (Printemps 1971) a mis au point une nouvelle

nomenclature dont voici les principaux éléments :

- Une des innovations importantes concerne les signes +

ou - utilisés pour désigner l'excès ou l'absence d'un auto

some, ces signes sont maintenant placés avant l'élément consi
déré. Ainsi la formule chromosomique d'un mongolien s'écrit

47, XY, + 21 ; une monosomie 4 s'écrit; 45, XX, -4. Notons
qu'une monosomie autosomique homogène est léthale et par
conséquent une telle garniture chromosomique ne se verra que

dans les avortons.

- Les signes + et - sont placés après mention du bras

de l'étalement considéré quand ils concernent un allongement

ou un raccourcissement de ce bras: par exemple 46, XY, 18p+

signifie que le bras court du E18 est allongé 47, XY,+ 13p+~

indique que le bras court d'un D13 en excès est allongé.
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- Les anomalies de structure ou aneusomie s'écrivent

en mentionnant avant le chromosome remanié, placé entre

parenthèse, le symbole de remaniement (cf. tableau), par

exemple: 46, XX, (18), signifie qu'il existe un chromosome

18 en anneau (r = ring) chez une fille. 46) X, l (Xq) désiél;ne

l'isochromosome pour le bras long de l'X, 46, XV, die (Y)

indique que le chromosome Y est un dicentrique.

Pour le noyau interphasique, les termes de chromq

tine X et de chromatine Y sont proposés ~ la place de corpus

cule de Barr et corpuscule F.

Une nomenclature tenant compte des bandes a ét2

proposée. (cf. chap. II.5)

SYMBOLES

deI

der

dup

ins

SIGNIFICATIONS 1

------------------------------------------------·--1
Délétion ~

-----------------------------------------------·-1

~--~~~~~~=-~~~~~~--------~-------------------i
Duplication :

i___________________________________________________~r

1Insertion i-..--_..._-----------------------_-.._---------------_..~,

t
-----~~~-=-~~--------

rep
-----------------------

1 rec
1---------------------

rob

tan

Insertion renversée ou péricentrique

Translocation réciproque ou équilibrée 1
1-----------------------------------------------1

ChrOOlosome recanbinant i
-------------------------------------------·-1

Translocation Robertsonnienne (fusion centique) 1

---------------------------------------------1
Translocation en tandem

Terminal ou au bout

- ·~_·~1

,

--..,.-----------------------------------------------..--~-l
1
1
1

ter

cassure
j----------------------- --------------------------------------------------j

1-.~------...:-~-----------1i---~~~~-=:-::~~~~~::r-=---------------------------.-1
, ,
1 a ...
,1 ,
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II.4 - OBSERVATION MICROSCOPIQUE ET MICROPHOTOGRAPHIE

II.4.1 - Observation microscopique

II.4.1.1 - Observation en lumière ordinaire

Les mitoses sont recherchées au faible grossisse
ment (X 10). Ce repérage permet un examen rapide des prépa-

rations tout en permettant un premier diagnostic sur la qualité des

mitoses. Avec le grossissement (X }~O) les cellules réellement favorables

seront, sélectionnées pour être ensuite examinées, analysées et photo-'

graphiées à l'immersion (X 100). Pour chaque individu, 16 à 20 cellules

mitotiques sont choisies pour être ainsi photographiées.

II.4.1.2-- Observation en fluorescence

Celle-ci nécessite un appareillage parfaitement

adapté au matériel et aux fluorochromes employés. Le microscop0

doit être muni d'un diaphragme à iris. Actuellement, deux

systèmes d'excitation sont disponibles.

- Système d'excitation par tran~mission

- Système d'excitation par "réflexion l1 ou épifluorescenc\':,

II.4.2 - La microphotographie

On doit utiliser des films à grain fin et à gamm~

élevé. La qualité de la coloration des préparations chromase

miques est une condition primordiale de la qualité des clich§s.

La qualité de l'émulsion utilisée est également très importnnt0.

Le traitement des clichés doit être des plus soigneux. Les

cond1tions de développement du film dépendent de sa marque et

de ses propriétés, elles sont du reste précisée5 par le

fournisseur. Le tirage est fait sur papier en général de form~t
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18 X 24 cm. Les négatifs sont agrandis 7 fois environ, ce

qui donne un agrandissement final de 2800 fois. Pour les

images en lumière ordinaire, on utilise la gradation G2
(normal), pour la fluorescence et coloration par l'acridine

orange, G3 et pour la coloration par la moutarde de quina

crine, G5 (plus dur).



RESULTATS ~ INTERET ET INDICATIONS DE
-------~----------------------~-------------------------------------------------

L' ANALYSE CHROMOSOMIQUE.
==========================
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1 - LE CHROMOSOME NORMAL---_-....._--------------------------------

Le chromosome, tel qu'il apparaît sur les photo

graphies de caryotype est déjà fissuré en deux chromatides et

achève de se dédoubler. Les chromatides n'adhèrent plus ent~e

elles oue par un seul point, le centromère ou constriction

primRire (cen). Selon sa position on distingue

des chromosomes métacentriques : le centromère 82t

en position centrale (A1, A3, C12~ X, E16, F19, F2ü)

Les chromosomes macrocentriques et télocentriques

le centromère est-en position sub-terminale.

Entre ces deux cas e~8 on distingue des posi-'

tions intermédiaires du centromère :

- chromosome sub-métacentrique, le centromère est plus

porté vers la position médiane.

- chromosome sub-télocentrique.

Le centromère porte plus vers l'extrémité.

On distingue de part et d'autre du centromère ;

le bras court (p : comme petit) qui par convention est
diri~é vers le haut sur les photographies.

le ubras long" ou f. q" qui est dirigé vers le bas.

Le centromère représente la constriction primaire (cen).

On observe également au niveau de certains chromo

somes des zones de constri ct iors secondaires, on les a consta té,,:,

principalement au niveau des chromosomes 1, 9, 16 et du chro~o

sorne Y. En général on les troUVe près du centromère.

-.:.-.,
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Ce sont des détails de structure qui associés aux autres,
caractêres morphologiques permettent,de reconnaitre un chromo-

some particulier.

On observe aussi, au niveau de certains chromosomeJ

notamment les petits acrccentriques des petites formations

chromatiniennes qui prolongent le bras court. On les appelle,

"satellites

Chequ~ chromosome est divisé en sites ou locus.

Deux loci sont dits homologues s'ils sont situés sur des

chromosomes d'une même paire, ~ la même distance du centromers

et sur le même bras ("p" ou II q").

Chaque sujet possêde donc chaque locus en deux

exemplaires. Ces deux loci homologues peuvent être OCCUPP3

par des gênes qui ont une action identique : le sujet est djt

homozygote.

Ils peuvent au contraire être occupé par des gèn03

qui exercent des actions différentes : le sujet est dit hét~ro

zygote.

Des gênes qui occupent des loci homologues sont

appelés allêles, grâce à la connaissance de la structure
morphologique des chromosomes. Les chercheurs ont pu proposp~'

des classifications.
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II - CLASSIFICATION J:ES CHROMOSOMES : LES NO~ENCLATl.IRES
=====~==::~...::.;;..-:~-~~=====.===========:;-::=~=========:~~

II.1 - GENERALITES

Ayant confirmé, la constance du nombre et de la

morphologie des divers éléments du caryotype humain normal,

les chercheurs ont éprouvé la nécessité d'utiliser une classi

fication internationale afin de permettre un échange facile

des informations. De multiples réunions d'experts: DENVER,

1961, CHICAGO 1966~ PARIS 1971, STOCKHILM 1977 pour les

humains et READING,1976, pour les animaux ont abouti a une

nomanclature actuellement utilisée dans la plupart des labora

toires.

L'essentiel des règles adoptées a été regroupé
sou s forme d'un document intitulé : "International system

for chromosome Nomenclature, 1978) (110). S'inspirant de celle

des humains, une nomenclature similaire est proposée chez

les animaux domestiques, c'est celle issue de la conférence

de READING, ANGLETERRE en 1976 (72).

Il nous est apparU!. difficile de donner le détail

de ces nomenclatures ici compte-tenu du volume que ceux-là

nécessiterait. Aussi nous sommes-nous contentés de relater
simplement les principes généraux en nous inspirant de la

classification de DENVERS 1960 qui,si elle est tombée en
désuétude depuis l'utilisation du marquage 3 conserve tout
de même une certaine valeur : elle constitue la base de toutes

les classifications proposées. Nous traiterons également des

nomenclatures récentes chez différentes espèces domestiques

et chez l'homme en invitant pour des connaissances plus

précises, selon les besoins de se rapporter au l S C N et à

la nomenclature de READING. (72)
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II.2 - L'ETABLISSEMENT PRATIQUE DU CARYOTYPE HDr1AIN

STANDARD.

Il ne peut se faire qu'en bonne connaissance de la

nomenclature cytor;énétique classique telle qu/elle a été{

définie à la Conférence de DENVER (1960) (52)

Dans l'espèce humaines le noyau de chaque cellule

somatique contient 46 chromosomes répartis en 23 paires : 2n ~

44 autosomes + 2 gonosomes. Chaque paire ~utosomique est consti··

tuée d'un chromosome paternel et d'un chromosome maternel:

les deux chromosomes d'une même paire sans être identiques,

se ressemblent suffis~mment pour qu'on puisse parler d'homolo

gie, ils sont dits jjhomologues '1.

La convention de DENVER a établi une classificatior.

numérale des chromosomes. Chaque paire d'autosomes est dési~n~e ~

par un numéro de 1 à 22 dans l'ordre de taille décroissante.

La première paire~ qui est la plus grande~ porte le numéro 1

la dernière paire» qui est la plus petite porte le numéro 22.

Les deux gonosomes j X et Y, conservent leur appell~tion

classique.

Avec des techniques classiques j il est extrêmement

difficile, voire impossible, de f~ire la différence entre des

chromos~mes qui ~nt à peu près la même taille et dont le centr~

mère à une position identique. C'est p0ur cette raison que

PATAtT et c011. ont proposé de ranger les 23 p'lires de chr0mr:

somes en 7 groupes distincts, désignés par les lettres majus

cules A, B, C, D~ E~ F~ G. L'intér8t de cette cl2ssificati~n

est que tnut chromosome n0rmal peut être rapporté à un grnupe

donné. Par contre~ à l'intérieur même d'un gr~upe, les diffi

cultés d'identification des chromosomes de ce groupe d'après

les seuls critères morpholngiques appréciables par les
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Tableau nO 10 - Classification selon la conférence de DENVER.

(1960 )

T Ic
Groupes Les Taille In:tice Position du Caratères rrorpholo-
(PATAU) éléments relative centromé- centromère giques '

1 ri~ !
1 1

I------~-----------~----- -----8~8------·----ë:48-------Mê~i;~-------~Granrs-~é~~~~~~;i;~~~!

1 2 8,2 0, 39 Médian i

r-----~------~---4------ -----6~;------ ----ë~;7----1-~;=~êi~=---· --Gr~-~btél~=-----'-[
~~~-=_~~ ~ ~~: ~~~ ~_::~~~~~ .~-=~~iq~:: j

1 X 5, 7 0, 37 ! !
1 c 6 5,4 0,36 j i
1 (6 _ 12) 7 5,0 0,37 Sub-médian r.'byens submétacen- !

1 9 4,6. 0-,37 triques 1

X __11 ~~ p----~:~~---- ... .__.-!
8 4, 7 0, 30 M::>yens 1

10 4,5 0,) 29 Sub-médian fvbins métacentri ,. :
12 4,2 0,31 ques que les précé- ~

dents ,:'
1-----------1------------------------- .----------fo------------- ..--------------------'

13 3,3 0,17 ?
D 14 3,2 0,) 18? j Sub-termi.- fvbyens acrocentri·-

(:13 - 15) 1 15 3,2 1 0,20? i na! ques a,,!ec des ,
1 i satellltes ~

r------------!'------------ --------------~-~----------t_------------ -----------------------1
i E ~--:~-----------~~-----~----~:~----"-~~~------- __peti:~~::a_=:~~~m:=~

~6.~~~~ __+__ ~~ ----4-----~~~-----i_----~:~------:~:~~::--- --;;~~q~~::::~-----J
1 F 19 1 2,3 i 0,44 rJÉdian Très f€tits rnétA.-. l.

1 (19 20) 1
20 2.1 2 ~ 0,43 centnques en crOlX ,!;

.-, "Saint André" ,

1--~------r__-21-----1----~.6----- 1---·-o:3-;-----;~-~;;L=--I'--~~~-~~i~~-~~~=---:
i \ 1 6 1 ? na1 centrlques avec ,i (21 - 22) i 22 1 1, i 0-,30 . 1 satellites .

y Il·----~-----l-----:~-----;-----:~--~--~~~=-~--~~~~~~~~=--j
1 l ' satellltes f.

. t

L =Lo~ de l'élément étudié =Longueur relative

I..oIléueur totale 22 Z + x.
Ic =Longueur du bras le plus court

Longueur totale de l'élérœnt

? = Incertain.
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Tableau nO 11 - Les symboles et leurs significations dans la nomenclature

des chromosomes.

1

SYMBOLES
_..-----------------------

SIGNIFIC'\TIONS

A à G Groupes de chromosomes (PATAU)
_____________________-..0;.... .... ~.. _,....,._'''':

1 à 22 Les mméros des autosorœs

x, y Les gonosomes

Séparation des différentes lignées cellulaires
constituant uœ mosaïque. Exp 47, XJJJ 45, XO

1______________________... - _. __ v··t

\
)

1

1

IsochrornosoJœ

In connu

Chromosane comrœnté dans le texte

Dicentrique

Centromère ou constriction primaire

Acentrique

Ccnstriction secondaire ou rég,ion négativement
colorée

Endoreplication

1_._-------------------------_._------------------ ...... .,...~.,

-----------------------------------------------.- ...---ï
Inversion i

?

,

1

' _

Ace
r-------------------------
L Cen
r----------------------------
1 Dic

1
_---------------------------

End

r-------~----------------
r--------------------------

r-------Ïn~--------------.
1 .

mar Chromosorœ marqueur

mat Chrcmosorre d'origine maternelle

Bras court____________________________________________..._~__......1

Chranosorne d' origiœ paternellepatL_. _
1 p

~--------------------------
1 q Bras long
r-------------------------- ---------------------------------------------...~

t,-----;-----------+-.::i~:=_:~-~~--------------------.----.
------------------------t-.--------------------------------------------.-.--

t ! Translocation
---------------------------------------------------------------------------~---~



- 102 -

techniques standards (taille et indice centromérique) restEnt

souvent très ~randes : cependant. en procédant méthodiquement,

comme ncus le verr~ns p~r la suite, on peut identifier un

certain nombre de chromos0mes (1~ 2~ 3, 16, y), les autres

ne pnuvant être reconnus individuellement recevront une cl,gssi'

fication de groupe.

Une des règles fnndamentales de l~ terminologie

cytogénétique a été adoptée à DENVER: dans l'écriture de 12

formule chromosomique, le nombre placé en tête, est le nambrp

total de chromosome(s,y compris les chrom0somes sexuels.

Ce n0mbre est suivi d'une virgule. La nature des chromosomes

sexuels est indiquée' a~rès la virgule. Ainsi, la formule

47. XXY désigne un sujet ayant au total 47 chr0mosomes dont

deux X (un surnuméraire) et un Y : il s'agit d'un syndrome rl~

Klinefelter. Les autosnmes ne sont spécifiés que s'ils sent

anormaux. Dans ce cas ils sont indiqués après les chromos)mps

sexuels dont ils sont séparés par une virgule : ainsi la

formule d'un mongolien s'écrit ~

47, XY j 21+.

Le tableau re~roupe les principaux aspects de 12

classification de DEN'ŒR Dont la connaissance est le meilleur

requis pour prétendre classer et monter un caryotype.

N.B. ~ Si le compta~e révèle un certain taux d'aneuploidies
n'excédant pas 10% pour les hypoploidi0s (TUR~ŒR): 45, XO) et
20% pour les hyperploidies (trisomies) klinefelter etc ... )

on ne doit pas en tenir c,')mpte car il peut s'agir de mut2ti r 'n

de nova constituée in vitro. Lorsque le taux d'aneuploidies
déDasse 10% 50it plus de 2 mitoses sur les 2e pho~6graphiôes

et comptées~ il faut analyser 30 mitoses supplément~ires car

un minimum de 50 excellentes mitoses est requis pour suspe~tcr

une mosaique. Pour la confirmer il faut étendre le bilan Cyt0

rénétique à d'autres tissus dont nécesairement le tissu conjonc

tif, car un résultat donné ne siapplique qu'à la fraction de

tissu effectivement examiné et l'extrRp~lation à l'individu

entier n 1 est que plausible.
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L'examen attentif de ce tableau montre qu'on ~~ut

tirer un grand pr~fit et d'excellents renseignements de jiuti·

lisation soiGneuse des techniques classiques d'analyse ca~y(~

typique. Elles peuvent notamment permettre :

Le diaGnostic de toutes les aberrations numériques ou aneu~

ploidies notamment les polypes, les hyperploidies (trisomie;:;

autosomiques poly X, double ou poly Y etc.)

la suspicion (au prix d'une ~rosse expérience pratique 8t de

beaucoup de soins) des aberrations chr~mosomiques de structure

ou aneu60mies : les translocations, les endoreplications, les

inversions et les chromosmes anormaux parfois marqueurs tels

les ahromosomes acentriques, les dicentriques, les dupljqués~

les chromosomes en anneau, que seul ,s les techniques plus

élaborées notc..:1::.;:::'': ~2:J techniques de marquar~e ou de ilBlU:I;DJG",

permettent de corroborer.

II.3 - L'ETABLISSEr~NT PRATIQUE DU CARYOTYPE STANDARD DE
QUELQUES ESPECES ANIMALES DOMESTIQUES.

Disons tout ~~ ~uite que l'établissement du caryr

type des espèces animales domestiques n'est pas chose ais6e

compte-tenu du nombre très élevé des p::.lires de chromosumes

et de la morphologie souvent presque identique de ces chroITr-

somes.

Le nombre di~loide des chromosomes est donné dans

le tableau nO 12 p. 104, classés par imr-:->rtance numérique
décroissantes.

Mal~ré de très ~randes difficultés des chercheurs

ont proposé des classifications. Il n'existe cependant pas

une nomenclature internationale similaire à celle de DENv~F.
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Autosorœs Gonosorres
Espèces diploide ------------ ----------- --------- -----------,----~...

Nbre'; M§tacentd _1 Acrotélo- M?tacentri- Aero ou tf.lo- 1

i

1
ques centriques ques centriques

1------------- ---------------- ------------ ----------- ----------~-
----------------1-.

1

1
CHIEN 78 76 X .• Y

1

COBAYE 64 62 X Y

CHEVAL 64 26 36 X Y

ANE 62 38 22 X Y

BOVINS 60 58 X - Y

CAPRINS 60 58 y X

OVIN 54 6 46 y X

HUMAIN 46 34 10 X Y

LAPIN 44 34 8 X-y

HAlI'B'IER 44 34 8 X - Y

RAT 42 ::'2 18 X - Y

SOURIS 40 38 X - Y

CHAT 38 32 4 X Y

PORC 38 24 12 X - Y

VISON 30 26 2 X - Y

Tabl~au nO 12 - Le nombre 2n chromosomes-chez différentes

espèces animales.
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II:?.1 - Le caryotype du porc normal.

Les études chromosomiques des suiformes se sont

dévelGrpées ~arallêlement ~ celle des ruminants, depuis ls

début du XXe si~cle et tout particuli~rement depuis 1960 00

l'utilisation des cultures cellulaires a ouvert des possibili

tés nouvelles pour l'étude des chromosomes de tissus somati

ques variés. Bien que quelques auteurs se soient intéressés

~ux esp~ces sauvages du r.enre sus comme sus scrof~

Seul le porc domestique sus scrofa domesticus L. a fait

l'objet de recherches approfondies notamment avec EVANS (1965)

BRUYERE (1966), MAC LEE, BANNER. et RAY (1966), MAC HULOT

(1969), QUEINNEC,DARREet BERLAND(1970). Une description et une

identiric~tion récente des chromosomes du porc ont été

données par HANSEN (1980) (101) ; LIN et coll. (1980); sur

la base de la lonrueur relative et de plusieurs marquaŒes.

Une revue Générale sur la ?-6nétique du porc est enfin due à

OLLIVER ET SELLIER P. en 1982 ( ) .

Après de nombreuses polémiques, les auteurs s'ac

cordent à présent pour attribuer au porc domestique un nombre

de 38 n (100 ; 102 ; 107) dl1nt 18 paires d'autosomes et U~le

paire de ~onosomes, le dysmorphisme sexuel étant du type

XX et XY

La morpholo~ie de ces chromosomes est très variable,

lin y retrouve des éléments à centromère médian sub-médian;

sub-ter~inal ou terminal.

Cette diversité a le grand avantap.e de permettre

une identification certaine au microscope de 12 paires d'Rutr

somes et du chromosome Y. Ce qui rend relat~'T ~~~~ q~~ée

l'étude de ce caryotype par rapport à celui des autres especcs

domestiques,
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Par contre, les 6 paires autosomiques restantes ainsi que le

chromosome X sont difficiles à apparier et à classer en

raison de leur taille três voisine et de la position médiane

ou sub médiane du centromêre.

La plupart des auteurs ont réparti les chromosomes

en 6,7 ou 8 groupes, ces rroupes étant ensuite classés de

diverses façons. Certains ont inclu- le chromosome X dans

l'un de ces groupes alors que d'autres~ pensant l'indentifier~

le classent à part.

Pour notre part, nous avons repris la classifica

tion proposée par Mc FEELY et HARE en 1965 en 6 Groupes

désir,nés par les lettres A à F.

- groupe A Paire 1

c'est le plus Grand élément du complément, son centromère es~

sub-médian

- groupe B Paires 2, 3, 4.

Tous ces chromosomes sont télocentriques : la

paire 2 étant nettement plus grande que les paires 3 et 4.

- ~roupe C Paires 5 et 6.

Ces 2 paires tr~s caractéristiques ont un centro
mêre subterminal.

- groupe D Paires 7 à 13 inclus.

Il s'agit de 14 chromosomes difficilement apparia

bles. HAAG J. et NIZZA P. (1969) (90) incluent dans ce fraupe
le chromosome X qui ressemble morphologiqu : ·nt. à C~lX de ce

groupe. Et ils retirent donc du groupe D de MAC FEELY et HA~E>

la plus petite paire, três caractéristique par sa constriction
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secondaire, pour la mettre en tête du groupe E. Ce déplaceme:t

selon les auteurs à l'avantage de rassembler dans le r,roupe
DIes 7 paires difficiles à apparier et à classer. 00

Les 5 autres groupes n. comprenant alors que les chromosomes

facilq~ent identifiables et appariables. Ces 2 modifications

ont permis de réaliser le tableau suivant.

Le classement dans les groupe D se fait de la
façon suivante :

x classer d'abord la plus grande paire en nO 7 et la
plus petite en n~ 13.

x classer en nO 10 et 11, les 4 chromosomes ayant un

centromère médian (3 chromosomes chez le mâle)

x classer nO 9, la paire qui présente plus ou moins

nettement une zone hétérochrornatique à proximité du centrom0re.

x classer en nO 12 la paire à centromère nettement

submédian et dont les bras courts ont volontiers la forme de

tenailles. 'Cette caractéristique n'est pas toujours évidente).

x classer enfin en nO 8 la paire restante.

- Groupe E - Paires 14, 15, 16.

La paire 14 est très caractéristique par la présence

constante d'une constriction secondaire entre le centromère

et le bras court.

Les paires 15 et 16 ont un centromère à peu près
médian. Il n'est pas possible de les différencier entre elles
et on les classe arbitrairement selon la taille.

- groupe F - Paires 17,18, 19.

Ces chromosomes ont un centromere v'~minal.

La paire 17 est aisément différenciée des paires 18 et 19 qui

sont arbitrairement class~~selon leur taille.
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- Particularités des chromosomes X et Y.

L'identification du chromosome X ne paraît Das

certaine. On peut préciser les points suivants. Il appartient

sûrement au groupe D.

x Il ne s'identifie ni à la plus grande paire ni ~

la plus petite de ce groupe.

x Il ne présente pas de constriction secondaire.

x Il fait partie d'un ensemble de 4 chromosomes

(3 chez le mâle: È contromère presque médian.

x sa taille se placerait entre la paire 10 ou 11

avec une préférence pour la paire 11, sans qu'il soit possi~

ble de donner une plus grande précision en raison de la très

faible différence de taille entre ces paires.

- L'identification du chromosome Y ne présente aucunt:

difficulté. Il s'agit du plus petit chromosome de l'ensemble

sa taille est légèrement inférieure à celle de la paire rO l C

et son contromère apparaît presque médian.

La classification proposée ainsi a l'avantage de

regrouper, d'une part) tous les éléments du caryotype facile
ment et induscutablement identifiables à vue et d'autre p2rt j

de réunir en un seul groupe (groupe D) tous les éléments qui

présentent des difficultés d'appariements.

N.B Sur notre planche nous avons classé 1 selon la classifi

cation de Mc FEELY et HARE.



- 109 -

II.3.2 - ~Gablissement du caryotype du cheval nornal

(Planche nO B J Fig. nO l

Le caryotype du cheval a fait l'objet de nombreu~€s

études. CAFLOTT1 en 1977 (29) a fait une analyse descript~ve

récapitulative synthétique et surtout méthodologique des

travaux originaux concernant l'établissement du caryotype

du cheval. Les enseignements qu'il en a tiré lui ont permis

de proposer une méthode à suivre pour réaliser le caryogramm2

dans cette espèce domestique. C'est cette méthode que nOUA
rapportons dans ce paragraphe.

Après de nombreuses polémiques les auteurs s'accor

dent aujourd'hui sur le nombre 2n = 64 chez le cheval normal

composé de 26 métacentriques, 36 acrocentriques, un X métace~ "

trique et un Y acrocentrique.

De nombreux auteurs ont réparti les chromosomes "n

5 groupes de A à E.

La classification proposée par BORNSTE1N en 1967

et rapport~par CARLOTT1 repose sur la position du centromère

et la taille des autosomes qui sont divisés en 5 groupes :

A, B, C) D, E.

- Le groupe A

est constitué par la seule paire nO 1 formée de

2 grands chromosomes submétacentriques.

- Le groupe B - Paires 2, 3, 4

ce sont de grands chromosomes métacentriques dont l'une des

paires est un peu plus grandes que les deux autres, identiques

entre elles.



- 110 -

HAGELTO~et GUSTAVSSON,1974 (26) et CARLOTTI J lq~7

ramène dans ce groupe la dernière paire du groupe C.

- Le rroupe C - Paires 5 ~ 10 inclus (26) ou 5 ~ 9

inclues(26).

Ce groupe est formé de 5 ou 6 paires (selon la

classification choisie) de moyens submétace~que3 classées

par taille décroissante. La dernière paire (Cl0) est selon

BORNSTEIN~ difficile à distinguer de la 3ème paire du grou)e

B (Bu) ce qui amène HAGELTORN et GUSTAVSSON et CARLOTTI à

considérerle groupe B aVec 4 paires et le groupe C avec 5

paires seulement

- Le groupe D - Paires 11, 12, 13

Ce groupe est composé de 3 paires de petits méta

centriques (dont la dernière D13), serait plutôt submétacen

trique), classée par taille décroissante.

- Le groupe E - Paires 14 à 31 inclues.

Ce groupe est donc constitué des 18 paires

restantes dont tous les chromosomes sont télocentriques

elles sont classées par taille décroissante. Une ou deux des

plus petites paires pourraient être acrocentriques.

-. L~ chromosome X est submétacentrique assez facilement
repérable, sa taille étant la seconde par ordre décroissant

parmi les chromosomes submétacentriques.

- Le chromosome Y n'est pas décrit par BORSTEIN.

- La méthode pratique d'établissement du caryotype du

cheval proposée par CARLOTTI est la suivante:
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x Dans un premier temps séparer les chromosomes

métacentriques et submétacentriques au nombre de 27 des

chromosomes acrocentriques au nombre de 37. Chacun des deux

gonosomes appartiendra donc ~ l'une de ces deux catégories

x Parmi les 27 premiers chromosomes, un gonosome

s'isole très facilement : c'est un moyen submétacentrique

qui présente une constriction secondaire vers le milieu des

grands bras. Sa grande taille i par rapport à l'autre gonosornc]

acrocentrique, le désigne comme l'X.

x Les 26 chromosomes restan~ sont alors facilement

divisés en trois catégories de taille : grands, moyens et

petits. On obtient ainsi 2 grands, 18 moyens et 6 petits.

x Les 2 grands, appariés, peuvent alors former liunic~t'

paire du groupe A.

x les 18 moyens peuvent à leur tour être divisés cn

deux groupes l'un de 8 métacentriques sensu stricto (4 pail'~3)t

et l'autre de 10 submétacentriques (5 paires).

Il faut preclser que la séparation est délicate.

Ces deux derniers groupes sont respectivement baptisés B et v.

x Ensuite apparier les autosomes dans B et dans C,
classer les paires obtenues par taille décroissante. Ces

appariements et ce classement sont parfois dif~icilcs à

réaliser et donc arbitraires.

x Les 6 derniers autosomes restan~vont former le

groupe D. L'appariement n'y est pas plus facile. Les deux

plus grandes paires sont de vrais métacentriques, alors que

la plus petite réunirait deux subm€tacentriques.
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x Les difficult~s d'appariement et de classement sont

encore plus nettes en ce qui concerne l'ensemble des 37 chroro

somes acrocentriques. Le premier problème rencontré est la

détermination précise du chromosome Y qui est pratiquement

impossible à réaliser. Beaucoup d'auteurs choisissent arbi

trairement le plus petit acrocentrique, par analogie à d'autres

espèces. La détermination de celui-ci est d'ailleurs tout;

fait imprécise.

x La détermin~tion de l'Y est liée au classement des

autosomes acrocentriques. En effet selon l'Y choisi, les

appariements des 26 autosomes restants ainsi que le classement

des paires par taille décroissante sont sensiblement différenta

x Compte-tenu de ces difficultés il est pratiquement

impossible de diviser l'ensemble des acrocentriques. On les

regroupe dans un même cinquième groupe baptisé E. Dans ce

groupe il existe une très faible différence de taille Qui

existe d'une paire à la suivante.

II.3.3 - Le caryotype normal des bovins

(Planche nO B , Fig. nOrr)

Les bovins et les porcins sont les 2 espèces

domestiques qui ont fait l'objet d'études cytogênétiques
poussées. Ainsi POPESCU rapportait en 1982 (149) que près de

20.000 bovins avaient fait l'objet d'une analyse cytogénétique

à travers le monde certes.Ce nombre est réduit et ne demande
qu'à être amélioré et surtout à être plus équitablement

réparti,· géographiquement.

Notons que depuis la confirmation du nombre de

chromosomes chez les bovins en 1959 par NELANDER et la décou

verte de la translocation 1/29 par GUSTAVSSON et ROCKBORN en
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1964 (88), beaucoup de publications ont été consacrées ~ lq

cytogénétique baskine. Nous signalons à titre indicatif les

travaux de : COSSEC (37) CRIBU et coll. (40, 41, 42, 43) ;

DARRE et coll. (45, 46, 47 4H' Di BERNARDINO (54) ;

ELCHIDGE (64) ; FECHLEINER (65, 66) ; FRANCK et col~. (74)

GUSTAVSSON (81, 82, 83, fUI, 85, 86) ; HALMAN (92s S3, 94, r:i 5 :l

96, 97) ; HARVEY (103, 104) ; KING et coll. (112, 113) ;

PASCAL (139) ; POLLOCK (143) ; POPESCU (1!14 j 146,147,149,

150) ; POTTER (157 J 158) ; ROLDAN et coll. (160) ; SCmJEDL
(163) •

Signalons surtout, les travaux consacrés à quelques

races de la sous-regl0n de l'Afrique de l'Ouest (Cote-d'Ivoire)
par POPESCU et coll. en 1979 (153).

Le caryotype normal des bovins et particulièrement

du boeuf domestique (bostaurus L.) est composé de 60 chromo

somes dont 58 autosomes acrocentriques et 2 chromosomes

sexuels X et Y submétacentriques. Cette caractéristique mor

phologique permet de différencier aisément et indiscutable

ment les gonosomes des autosomes. Révélant ainsi une relative

facilité dans l'établissement du caryotype bovin.

En effet il ne s'agira plus que d1apparier les

autosomes et de les classer ~n fonction de leur taille
décroissante. Cependant, tout comme dans l'établissement du
caryotype du chevRI et du porc, des difficultés de classement
existent souvent pour les 6 dernières paires autosomiques.

Remarquons que les chromosomes des bovins ne sont

pas classés en groupe. Le chromosome Y est caractérisé pnr

son grand polymorphisme; variation relative de la longueur.

Ce caractère est hautement héritable et de ce point de vue,

certains auteurs considèrent la plus ou moins grande taill~



- 114 -

du chromosome Y comme un moyen éventuel d'investigation danG

les recherches d'un caractêre ethnique distinctif appréciable

à l'échelle statistique (1~).

Par exemple la taille du Y chez les charolais est comprise
entre la 22e et 26e paire d'autosomes et elle est supérieure

à la taille de l'Y dans les autres races (40,41 ).

x Variation de la morphologie. Le tableau ci-dessous

résume la morphologie du chromosome Y chez quelques races
africaines.

Tableau nO 13 La morphologie du chromosome Y chez quelques

races bovines africaines. <153)

Races Morphologie du
chromosome Y

~------------------------~--------------------------

N'Dama Sub-métacentrique
~---------------------------------------------------

Baoulé Sub-nétacentrique
--------------- -------- --------------- -- ----- -- -- _.. _-

Zébus (Peul) Acrocentrique
--------- -- ._--- -- -------- -- -------------- -- -- -- ----",.

Zébu Gobra Acrocentrique
~---------------------------------------------------

Baoulé X Zébu Peul Acrocentrique ,

~-N;~~~~-x-~§~~-~~~ï------~~~~~~~~;i;~~--------_---~I
~--------------------------------------------------

N'Dama X Baoulé Sub-métacentrique .
-------- -- ---- _._-- ------- --- ------------ ------------\

Zébu Peul X Zébu Gobra Acrocentrique !
1

L'examen de ce tableau montre que le chromosome \

des races taurines africaines est identique à celui des autrss

races taurines. Le chromosome Y des zébus et des croisés Zébus

sont acrocentriques. Ce caractère trouverait une application

pratique en éthnologie.
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II.3.4 - Le caryotype normal des petits ruminants

Les petits ruminants n'ont pas fait l'objet

d'autant d'analyses cytogénétiques q'le les bovins. Néanmoins

un certain nombre de travaux ont permis de connaître avec

certitude le nombre et la morphologie des chromosomes dans

ces espèces. Nous n'avons pas bénéficié d'une bibliographie

abondante pour faire une étude plus approfondie de leur

caryotype ; cependant nous essaierons de présenter une analyse

certes limitée mais non moins intéressante.

a) - Le caryotype normal des ovins (ovis)

(Planche nO B , Fig. nO V)

Le caryotype des ovins est composé de 2n = 54

chromosomes dont 26 paires d'autosomes et 2 chromosomessexue18

X et Y.

Les 26 paires d'autosomes sont divisées en 2 grou~es~

- Le groupe 1 est constitué par les paires 1, 2, 3.
Ce sont de grands chromosomes métacentriques facilement repér[c

bles par leur taille et la position de leur centromère.

- Le groupe 2 est constitué par les 23 paires restantes,

-.formées de chromosome s acrocentriques que l'on -peut èlaeesr et
numéroter de 6 à 26 en fonction de leur taille décroissante.

- Le chromosome X est un métacentrique nettement plus

petit que les métacentriques du groupe 1 donc facilement

identifiable.

- Il en est de même pour le chromosome Y qui est un

tout petit chromosome métacentrique.
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Les difficultés de classification se situent

surtout au niveau des 10 premières paires du groupe 2 qui

ont pratiquement les mêmes tailles.

b) - Le caryotype normal des caErins

(Planche nO B , Fig. nOIV)

Le caryotype des caprins ressemble à beaucoup

d'égard à celui des bovins: d'abord par le nombre; 2n = 60.

Et ensuite par la morphologie des chromosomes.

Le caryotype des caprins est composé de 58 autoso

mes acrocentriques et 7 chromosomes sexuels X et Y. Le chromo

some X est également acrocentrique (d'où la difficulté de

l'identifier), tandis que l'Y est un tout petit chromosome

métacentrique.

L'étude de ces 3 dernières espèces montre que les

chromosomes des bovins, des ovins et des caprins sont à

quelques exceptions faites totalement similaires. Une étude de

plus par les bandes G en tire quelques conclusions très

intéressantes pour l'étude de l'évolution dans ces espèces.

II.3.5 - Le caryotype normal du chat et du chien

a) - Caryotype du chat domestique (Folis catis)

En ce qui concerne le chat domestique (et les
Félidés en général) la nomenclature de leur chromosome a été

précisée au cours de la réunion cytogénétique internationale

de San JUAN (14 Novembre 1964 - Conférence on karyotype of

Felidae). Après un examen approfondi de nombreux caryotype2~

le groupe d'étude de SAN JUAN s'est mis d'accord sur le fait

que le chromosome X de Félis domesticus est un sub métacen

trique de taille moyenne. Le groupe a ensuite adopté le
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système de classement de HSU et coll. (109) en subdivisant

les chromosomes en groupes naturels selon leur taille et leur

morphologie.

Les chromosomes du chat domestique sont répartis

en six groupes

- 5 groupes d'autosomes de A à F

- 1 groupe de gonosomes.

Le nombre 2n = 78 est réparti selon le tableau

d'accompagnement suivant:

x Autosomes :

x groupe A 3 paires grands submétacentriques

x groupe B 4 paires grands submétacentriques

x groupe C 2 paires grands submétacentriques

x groupe D 4 pFlires moyens submétacentriques

x groupe E 3 paires petits métacentriques

x groupe F 2 paires télocentriques.

x Gonosomes

x chromosome X submétacentrique de taille moyenne

x chromosome Y petit acrocentrique.

b) - Le caryotype du chien (Planche nOB , Fig nOIII)

Le caryotype du chien est composé de 76 autosomes

et de 2 chromosomes sexuels X et Y.

Les caractéristiques morphologiques des chromoso~es

du chien sont

- uniformité des autosomes tous acrocentriques.

- diminution très progressive de leur taille.

- leur nombre très élevé.
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On peut classer les chromosomes en 38 paires

autosomes homologues selon leur taille décroissante.

Le chromosome X est relativement bien défini,

grâce à son centromère submédian. Du point de vue taille il

est identiqu~à la première paire d'autosomes.

Le chromosome Y est très petit et assez difficile

à identifier: il semble submétacentrique.

II.4 - REMARQUES

De cette étude de la classification des chromosomes

des espèces domestiques et de l'homme, nous retiendrons quel
ques remarques :

10) - Hormis dans l'espèce humaine et chez les Felictae,

la nomenclature des chromosomes n'a pas été précisée dans

les autres espèces animales. Il n'existe pas de références à

caractère définitif sur la nomenclature des chromosomes des

porcins, des bovins, des ovins, des caprins et enfin du chien.

20
) - De cette première remarque découle le caractêre

approximatif qui est pour beaucoup dans l'établissement des

différents caryotypes des animaux. Soulignant ainsi la grande
difficulté d'apparier certains chromosomes

Les 6 dernières paires autosomiques des bovins,
les autosomes du groupe E des porcins.

Il est donc indispensable de faire appel à une

technique complémentaire afin de permettre une individuali

sation de chaque chromosome par la mise en évidence de leur

structure interne et de mieux les classer ainsi. On y parvient.

à petit pas, avec l'application de plus en plus généralis~e;

des techniques de marquages chromosomiques.
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II.5 - NOMENCLATURE DES BANDES CHROMOSOMIQUES

GENERAUX.

PRINCIPFS

Il est hors de propos de donner la nomenclature

de toutes les techniques de marquages. Nous rappelons unique

ment les principes généraux et présenterons quelques exemples

pour illustrer nos commentaires.C'est dans ce cadre que nous

feront à la classification des bandes R chez les bovins

par Di BERNADINO et coll. (53).

Les principes généraux sont

- les principaux critères restent la taille relative

des chromosomes et la position du centromère, comme la classi

fication de DENVER.

- A ces deux critères s'ajoute bien sûr le marquage,

qui est devenu le seul véritable moyen d'identification des

chromosomes.

La nomenclature des bandes ne connaît pas une

grande homogénéité d'une espèce à l'autre, aussi faut-il se

satisfaire de la quasi-unanimité concernant les chromosomes

humains.

- S'inspirant de la nomenclature de CHICAGO (tableau'
n011) on symbolise chaque bras par la lettre p (bras court)

et q (bras long). .Chaque bras est ensuite subdivisé
en régions(de 1 â 4), Les régions qui sont délimitées par

des repères cytologiques (bandes très, ou très peu colorées)j

sont subdivisées en bandes.
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Ainsi, la 2e bande de la 3e région du" bras court

du chromosome 1 se définira par 1 p 32. La numérotation des

bandes et des régions s'effectue des centromères vers les
télomères.

Les bandes elles-mêmes peuvent être subdivisées

en sous-bandes lesquelles peuvent être encore subdivisées

par exemple j p. 32. 12.

Les subdivisions des bandes sont indiqu@~a par
un point dans la formule. Elles s'avèrent nécessair~ lorsque

des chromosomes prophasiques sont étudiés.



2.N = (2 + bl ) n = (2 + 1 ) ~ = 3n

- 121 -

II 1.- LES ANOMALI ES CHROMOSOMIGIUES
============================

Un sujet normal présente un caryotype qui se carac·

térise pp.r le nombre des chromosomes (2n) et la structure de
ses.chromosomes : lorsque (2n) est normal le sujet est dit
euploïde. Lorsque tous les chromosomes d'un même sujet sont

de structure norma~ le sujet est dit eusornique.

On appelle anomalie ou aberration chromosomique~

toute variation ou modification atypique du nombre et/ou de
la structure des chromosomes. On parle d'aneuploï~e lorsqu'il 4
y a anomalie du nombre des chromosomes; d'aneusomie lorsqu!il.

y a anomalie de la structure d'un ou plusieurs chromosomes.
Une mention particulière sera faite du freemartinisme.

111.1 - LES ANEUPLÔIbIES

On distingue trois groupes d'aneuploïdies

- les polyploïdies

- les hyperdiploïdies
- les hypodiploïdies

111.1.1 - Les polyploïdies

Elles obéissent à la formule générale

2N = (2 + ~)n. Le nombre de chromosomes est un multiple en-\_
tier du nombre haploïde (n). Dans les espèces animales le
facteur (~~) est souvent égal à 1 et ne dépasse pas 2.

Lorsque "~ = J
on parle de triploïdie.

Lorsque 01';:" 2 2N = (2 +<:~)n = (2 + 2)n = LIn

on parle de tétraploïdie.
Ces anomalies sont mieux connues chez l'homme que chez les

animaux.
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a) la triploïdie

- Elle répond à la formule générale 2N = 3n = 69
(chez l'homme). Les formules caryotypiques rencontré~s sont

par ordre de fréquence décroissante: 69, XXX; 69, XXY ;

69, XYY. La formule 69, YYY est incompatible avec le moindr2

développement embryonnaire. La triploïdie cO'l'Tespond chez l 'honme

à deux tableaux classiques :

+ la mole embryonnée qui est une dystrophie

vésiculaire partielle et localisée du placenta associée à un

embryon hypotrophique poly-malformé. A l'examen histologique

on note une diprr~tp hypertrophie trophoblastique périvilosi

taire discrète souvent focale, avec formation de microkystes

trophoblastiqu~intrachoriaux,correspondant aux résultats

d'invagination du trophoblaste.

+ On connaît quelques observations de nouve&ux

nés attein~de triploïdie. Tous avaient des malformations

très sévères, assez caractéristiques pour constituer un syn

drome cliniquement identifiable : anomali?~du visage~ syn

dactilie, hypospadias, malformation du système nerveux central.

Il s'agit de nouveaux nés qui décèd€nt dans les premières

heures ou premiers jours extra-utérir.s ou aériens.

- Le mécanisme intime de constitution du caryogram
me triploide fait intervenir trois modalités différentes de

fécondation :

+ La dispermie : fécondation d'un ovocyte à

(n) chromosomes par deux spermatozoïdes. Ce mécanisme s'ex

plique généralement par une fécondation tardive d'un ovocyte

vieux de quelques jours, devenu incapable d'effectuer l'in

dispensable autoplasmolyse empêchant la double fécondation.
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+ La digynie : f€condation d'un ovocyte di··

plo!de (2n) par un spermatozoïde haploïde normal. La digynie

peut s'expliquer par l'absence d'expulsion du deuxième glo

bule polaire. Vraissemblablement la cause d'une anomalie

constitutionnelle et fonctionnelle du cyto-squelette OVOCY

taire.

+ La diandrie : f€condation d'un ovocyte

normal Cn) par un spermatozoïde diplo!de (2n). La diandrie

peut s'expliquer par une absence totale de disjonction chro

mosomique au cours de la deuxième division méiotique condui

sant à la formation des spermatides.

Dans l'espèce humaine et bovine la dispermie est

le m€canisme habituel de r€alisation de la triploïdie}

cependant il semble qu'en pays sous-€quip€s où règnent la

malnutrition prot€ique, les anomalies du cytosquelette deve

nues plus fréquentes entraînent une augmentation des risques

de diandrie et de digynie.

b) la tétrap)j~jie

ob€it à la formule g€n€rale 2N = 4n elle est toujours létha

le et correspond à un arrêt ultraprécoce du développement

embryonnaire avec avortement spontan€ d'un oeuf clair n'ayant

pas atteint le stade de la gastrulation.

111.1.2 - Les hyperdiploïdies

Elles obéissent à la formule générale. 2N = ~n +

Certains auteurs les considèrent comme €tant les vra~ aneu

ploidies. Le nombre de chromosomes est anormal sans être un ~

multiple entier du nombre haploïde.
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Le nombre (,x.) peut varier entre 1 et 4. Dans les

cas ou ~> 1 il s'agit généralement d'hyperdiploïdie gono

somique (49~ XXXXy) ou mixte (49, XXXY, + 21 ). Les hyperdi

ploïdies les plus fréquentes sont les trisomies : autosomi

ques : (2N = 2n + 1) et les hyperdiploïdies polygonosomiques

(syndromes de Klinefelter) triplox, pentaplox, diplo y etc,,)

nous retiendrons pour les analyser les trisomies autosomiques

et le syndrome de Klinefelter.

111.1.2.1 ,- 'Les trisomies autosomiqu..c s _

Elles correspondent à la présence dans le caryotype\

d'un sujet, de 3 exemplaires du même numéro chromosomique au l!
lieu de 2 exemplaires (disomie). Il s'agit chez l'homme comn1e

chez les animaux de la plus fréquente anomalie chromosomique

observée. Il faut citer notamment les trisomies 13 - 18 et 21

chez l'homme et la trisomie 18 chez les bovins. Le chromosome

surnuméraire peut être séparé des autres chromosomes on parle

de trisomie libre, il peut être transloqué sur un autre chro

mosome dans ce cas le caryotype comporte le nombre normal de

chromosomes et le diagnostic repose sur l'observation d 1 un

élément chromosomique remanié : un néo-chromosome de morpho

logie anormale. Enfin le chromosome surnuméraire peut être

emputé d'une partie de son matériel: il s'agit alors d'une

trisomie partielle. On rencontre parfois des trisomi~ doubles

(48, XX, + 18, 21) et des trisomies mixtes avec composants
autosomiqueset gonosomique supplémentaires (48, XXY) + 21).

Le mécanisme intime de constitution des trisomies se déroule
au cours de la méiose, il s'agit de non disjonction des §lé

ments de la tétrade (méiose 1) ou des éléments des chromoso-
mes fissurés (méiose II). On a évoqué la possibilité qu 7t;,n

chromosome trainard joigne au dernier moment le pôle cellu~

laire où se trouve déjà son homologue. Dans tous les cas il

y a fécondation d'un gamète eusomique normal. Ce phénomène

s'observe chez les mères âgées (vieillissement de l'ovocyte)

mais également chez des femmes porteuses saines d'une anoma-

lie de structure ou aneusomie (translocations inversions etc. c)



- 125 -

déséquilibrant la mécanique chromosomique et favorisant la

non disjonotion:on parle d'effet interchromosomique. Sur le

plan cytogénétique il est possible grâce aŒtechniquœde mar

quag~J de conna!tre l'origine paternelle ou maternelle du

chromosome m:.rplémentaire qui peut être précisée, de même que

le mécanisme de constitution de l'aneuploidie (non disjonc~

tion simple, effet interchromosomique) mais également le

stade méiotique de survenue de la non-disjonction : ainsi

lorsque les trois chromosomes sont différents il s'agit

d'un accident survenu au cours de la le division méiotique

lorsqu'il y a 2 chromosomes identiques ou trois, il Si agit

d'un accident survenu au cours de la 2e division méiotique.

Sur le plan nosologique les trisomies autosomiques réalisent

des syndromes polymalformatifs graves dans toutes les espèces,

associé~dans l'espèce humaine à une débilité mentale assez

importante. La gravité du syndrome dépend du chromosome en

cause de sa richesse en bande R mais surtout de son contenu

génique. Enfin les trisomies autosomiques sont assez frêquen

tes dans les produits d'avortement, représentant environ

25 p. 100 des avortements du premier trimestre. Chez l'homme

la trisomie 16 est particulièrement abortive et très fréquen

te (15 p. 100 du total des anomalies chromosomiques observéoB

dans les produits d'avortements.

111.1.2.2 - Les trisomies gonosomiques

Il s'agit essentiellement du syndrome de Klinefel~

ter et du syndrome double Y. Ce sont des digynie gonadique

p~lygonosomique avec une dysmorphie peu marquée, le plus
souvent discrète. Une azoospermie en rapport avec une hyalu

lose des tubes séminifères et dans le meilleur des cas une

oligo-asthéno-tératozoospermie aussi sévère qu'incompatible

avec une reproduction normale. Il s'agit d'anomalie univer-·

selle dont l'impact sur la reproduction humaine et animale

n'est plus à démontrer.
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III.~.3 - Les hypodiploIdies

Elles obéissent à la formule générale : 2N = 2n - ~

Lorsque ÇIo( ~', 1 le caryogramme est incompatible avec un dévr:;:lop-

pement embryonnaire: l'aberration'chroroosomïqueconstitueé 8f3t l.é.

thale selon le type de chromosome en ,cause. Les hypodi

ploIdies les mieux connues sont les monosomies et notamment

les monosomies autosomiques toutes léthales et le syndrome de

Tvr~er ou monosomie gonosomique X. Dans l'espèce humaine, la

monosamie X·est léthale dans 95 p. 100 des cas. Les surviva~ts

présenten~ 1 dypmorphie caractéristique, une atrophie secon

daire gondique et gonophorique responsable d'un impubérisme

et d'une stérilité définitive. Cependant depuis quelques

anné~s grâce à la recherche systématique du syndrome néo~n2tal

évoquateur : le syndrome de Bonnevie - Ullrich (lymphoedème

du dos, des mains et des pieds, cutios laxa auptérygium colli,

retard staturo-pondéral, implantation basse d'oreilles mal

occulées) on assiste au dépistage précoce du syndrome de

Turner avec possibilité d'amendement du syndrome somatique sou~)

oestrogènothérapie. Cependant si on arrive parfois â obtenir

une puberté subnormale avec installation des menstruations)

la stérilité est quant à elle définitive. Malgré ce résultat

incomplet, la conduite médicale actuelle devant le syndrome

de Turner est un véritable succès.

111.2 - REMARQUE: LE FREEMART1N1SME

Le freemartin est une femelle, jumelle d'un mâle.

La gestation gémellaire dizygotique hétérosexuée avec fusion

précoce des deux sacs allantoidiens, en est la cause. Le

freemartinisme est accompagné de stérilité totale. Les lésioDE;

sont caractéris~es par la présence d'organes génitaux appar

tenant aux deux sexes, et d1ovotestis dont le ~egré de mas

cunilinisation est variable.
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La gémellité dizygotique hétérosexuée s'accompagne

de freemartinisme dans plus de 90 p. 100 des cas ( ). Le

co-jumeau mâle d'une femelle freemartin est habituellement

une chimère XX/XY mais dont l'appareil génital est normal

ces taureaux ont une faible fertilité (sperme de mauvaise

qualité, taux de non-retour bas), parfois ils sont totalement

stériles. On observe aussi des dysmorphies gonadiques, asso

ciées ou non à un déréglement du fonctionnement endocrinien

avec diminution de la sécrétion d'androgènes. Pour ces raisons

ils est conseillé d'éliminer ces travaux.

111.3 - LES ANEUSOMIES

Il s'agit d'anomalie de la structure des chromoso

mes. On distingue :

- les remaniements intrachromosomiques dont

x les déletions

x les anneaux chromosomiques

x les duplications

x les isochromosomes.

- Les remaniements interchromosomiques principa18

ment les translocations.

111.3.1 - Les remaniements intra-chrorr;osolr.i!.qw.?S

111.3.1.1 - Les délétions

Elles résultent de la perte d'un segment chromoso

mique plus ou moins grand. Elle réalise une monosomie par·"

tielle pour le segment chromosomique intéressé. La délétion

peut être terminale ou interstitielle. Chez l'homme les délé

tions les plus célébres sont :
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- délétion interstitielle du bras court du chromoBG

me nO 5 (syndrome 5 p - lou monosomie 5 p ou maladie du cri
du chat" (Lejeune, 1963)

- délétion du bras court du chromosome 18 (ou mon~

somie 18 p (Jean de Grouchy, 1963).

- délétion du bras long du chromosome 18 ou monosa

mie 18 p (Jean de Grouchy, 1964).

Les délétions réalisent des syndromes polymalformR

tifs graves avec débilité mentale sévère : au total des syn
dromes de morpho et psycho-dystrophie plus sévères que ceux

rencontrés dans les syndromes trisomiques. Il reste que? les

monosomies étant des syndromes de défiscience chromosomiqu0

et les trisomies des syndromes d'excès chromosomique, il eXJ.s

te une relation antagoniste entre ces deux anomalies qui sont
diamétralement opposées lorsque le segment chromosomique est

le même: c'est le phénomène de type et contre type tel qulon

l'observe entre les monosomies et trisomies 4 p, entre les

monosomies et trisomies 21 p etc ... Enfin grâce aux techniauss

à haute résolution il a été mis en évidence des micro déléti0DS

chromosomiques. Cette véritable microcytogénétique a permis
de démontrer que des syndromes depuis longtemps généralemer.t

attribués à une mutation génique donc considéré comme des génc-·

pathies récessivES peuvent être dus au moins dans certains cas
à des délétions extrèmement courtes de microsegments chromoso
miques : ce sont les cas du syndrome de Trawerwilli (délétion
de segment q 1-1 q 1-2 du bras long du chromosome 15) ; le
syndrome de Di George (délétion de 22 q 1-1), l'association
d'anaridrie- tumeur de Wilms ou gonadoblastome (délétion 11 G

1 - 3) ; le Rétinoblastome(délétion 11 P 1 - 4)
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111.3.1.2 - Les anneaux

Ils résultent d'une double délétion suivie diune

soudure des deux extrémités. Il y a donc perte d'un segment

de p et un segment de q. Les chromosomes en anneaux sont des

éléments instables variables pouvant se dupliquer au cours de~

mitoses successives. Les sujets porteurs sont généralement 008

mosaïques complexes, certaines cellules étant dépourvues d' an·-

neaux, d'autres en comportant deux parfois trois. Le rétino

blastome associe parfois l'anneau du 13 lorsqu'il y a perte

du segment 13 q 1-14. Un tableau clinique a été isolé pour

les anneaux des chromosomesl, 9, 15, 18, 21, 22 humains. Les

anneaux réalisent des doubles monosomies fonctionnelles.

111.3.1.3 - Les duplications

La duplication est l'inverse de la délétion. EIJ..e

crée une trisomie partielle sans variation du nombre de chro-

mosomes. On distingue plusieurs variétés de duplication :

- la duplication en tandem

- la duplication en miroir

- la duplication ajascente

- la duplication inverse

- la duplication directe

- la duplication interstitielle.

Parmi les duplications5 les plus célébres touchent

les gonosomes X et Y.

111.3.1.4 - Le syndrome de fragilisation

chromosomique

On observe parfois sur certainscaryotYP38 des zones

portant des images de cassure de micro délétion interstitielle
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avec réalisation de laccune. Ce sont les zones de fragilis0

tion chromosomique des sites fragiles. Parmi elles,la mieux

étudi&e est la fragilité du chromosome X. En effet certaines

d&ficiencesintellectuelles liées à X d&crites par Martin-

Bell en 1943 puis par Repenning en 1962 semblent avoir trouve

une explication dans la cassure. anormale du bras long du

chromosome X au niveau de la 8e bande de la 2e r&gion (site

Xq 2-8). Les mères conductrices présentent parfois la mê~e

anomalie que leur fils mais sans conséquence phénotypique.

Les garçons déficients présentent un faciès particulier avec de

grandes oreilles décollées et mal ourlées, la lèvre supérieure

&versée et une macro··orchidie mesurable. Le fait le plus im
portant de la fragilité de lYX en ce point encore appelée

"X (fra) 928" n'apparaît que si le milieu de culture est

spécifique : TC 199 pauvre en acide folique ou supplérnent6e

par un antagoniste de lYacide folique :le métotrexate. Si

l'on traite les sujets attein~ pendant plusieurs mois par

de l'acide folique, ou vitamine B9)le phénomène de fragilj~é

disparait et la cassure n'est plus reproductible même dans

les conditions spéciales de culture.

Premier cas de r&p&ration chromosomique thérapeuti-·

que in-vivo.

III.3.1.5 - Les isochromosomes

Dans les conditions normales la bipartition préanG

phasique du centromère responsable de la s&paration des

chromatides soeurs se fait suivant un axe ant&ro-postérieur
parallèle au bras chromosomique. Dans quelques rares cas

la ligne de loi est horizontale donc perpendiculaire au bras

du chromosome se constitue ainsi 2 chromosomes anormaux appe

lésisochromosome : l'un constitué de deux bras cours eat dit
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iso p l'autre constitué de deux bras longs est dit i80 ~o

Ces chromosomes apparaissent sous la forme de métacencriquc

dont les 2 bras sont identiques. Les iso p sont rar6~ent

rencontrés seuls les (iso q) sont de temps en temps obser v 5s.

Le phénomène est surtout connu pour le chromosome X. La f{

condation d'un gamète contenant un iso chromosome par unI

gamète normal réalise un syndrome chromosomique en rapport

avec une double aneuploidie partielle : trisomie partielle

pour un bras chromosomique + monosomie partielle pour le même
bras chromosomique.

111.3.1.6 - Les inversions

Elles résultent de 2 cassures situées sur le même

chromosome~ suivies de recollement après une rotation de 1BOo

du segment intercalaire. On distingue deux variétés d y inver-

sion : les inversions para-centriques et les inversions para

centriques. Dans les inversions para-':entriques les deux cas

sures sont situées sur le même bras chromosomique. Dans les

inversions péricentriques les deux cassures sont situées de

part et d'autre du centromère. Les inversions para~centriques

sont généralement anodives quant aux inversions péricen-

triques elles entraînent des conséquences graves

- ralentissement et perturbation de la mécanique
chromosomique au cours de la méiose avec possibilité de dé-

termination d'une no-disjonction d'une autre paire chromoso

mique : effet interchromosomique (ainsi les sujets porteurs

d'inversion ont dans leur descence une fréquence de trisomie

22 s·~'" .:. ":'€'...:re à celle de la population normale).

- au cours de la mel0se~ les difficultés diapp~rie-

ment du chromosome inversé avec son homologue normale crée

alors une boucle d'inversion qui peut être le siège de cros

sing-over ou enjambement. On obtient ainsi à côté de chromo-
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somes fils normaux des chromosomes anormaux présentant un

segment en trop et un segment différent en moins : ces chro

mosomes recombinants correspondent â des aneusomiœde recombi
naison.

La fécondation des gamètes contenant ces aneusomies j

avec des gamètes normaux réalise des doubles aneuploidies

partielles responsables d'échec de la reproduction (avorte

ments spontanés répétés~ rétention d'oeufs morts, enfants

polymalformés plus ou moins débiles mentaux).

111.3.2 - Les remaniements inter-chromosomiques

Ils mettent en jeu deux ou plusieurs chromosomes.

Ce .sont les translocations. Elles résultent du transfert

d'un segment de chromosome sur un autre chromosome. On dis

tingue deux grandes variétés de translocations : les transl~

cations simples et les translocations réciproques.

111.3.2.1 - Les translocations simples

Le segment' terminal d'un chroQosome-eat transpos~

sur le segment terminal d'un autre chromosome. Modifiant ainsi

la longueur des chromosomes impliqués et leurs indices centr()'"

mériques.

111.3.2.2 - Les translocations réciproques

Ici l'accident entraine un échange mutuel de segment

chromosomique entre deux chromosomes non homologues. Ces

translocations réciproques peuvent revêtir un aspect parti

culier qu'on appelle fusion chromosomique. Ces fusions ont

eu une signification et un rôle au cours de l'évolution des

espèces ( ) .
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On distingue deux variétésde fusions:

Les fusions centriques ou centromériques et les
fusions terminales ou telomériques.

a) Les fusions centriques

Elles sont encore dites robertsonienne. Elles con

cernent généralement 2 chromosomes acrocentriquE:.s dont le cer-.tro
mère est quasi terminal. C.ez lihomme elles'se passent entre 

les chromosomes du groupe D (les paires 13, 14, 15) T. Rob
(Dq Dq) et/ou les chromosomes du groupe G (les paires 21 pt

22) (t. Rob (Dq Gq) ; t. Rob (Gq et Gq). Ces translocations

sont pourvoyeuses de nombreuses anomalies dans la descendance,

notamment de sujet trisomique ou monosomique. Il s'y a.ioutcnt

des possibilités de non disjonction par effet interchrornosn··

miques. Le risque de trisomie 21 dans la descendance d1un

sujet portant une translocation Rober t. Rob 21 q 21 q est

de 100 p. 100.

b) Translocation par fusion télomérique

Elles résultent de l'acollement de 2 chromosomes
par leurs extrémités. Il se forme ainsi un grand chromosom0

possédant deux centromères mais relativement stable car l'un

des centromèresest inhibé.

Lorsqu'il y a translocation entre le chromosome X
et un autosome c'est généralement l'X anormal qui est inuc
tivé : et avec le segment chromosomique transloqué ce qui

réalise une monosomie pour ce segment.

III.3.3 - Cas particuliers des animaux

domestiques

Les aneusomies les plus fréquemment rencontr'3t;s d'ns

ce groupe d/animaux sont principalement les translocations

~~ occasionnellement les inversions.
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a) Chez les bovins

Chez les bovins plusieurs translocations ont été

décrites. Elles sont regroupées dans les tableaux suivants

Tableau nO 14 Différentes translocations robertsoniennes

chez les bovins.(149).

Dexter

BIome LimouSlne ?

Brauviech

Holstein-Friesian

coll

Référence
1

1
i

1972 1

1977 i

1974

divers

Pollock~

Popescu,

Eldrige.~

Darre et
1974
Tschudi, 1977

Kovacs et coll JI
1973 1

?

normal

~:;
normal

Race

nombreuse

Frisone

Liroousine

Chrom:>somes ~
impliqués il

1/29
2/4

3/4

5~ 6/15, 17
7, 11/20, 25

8/9
13/21 m:>saïque

6

7

1

2

3
4

5

8

9

10

11

12

13

11, 12/15, 16

1/25

14/28

14/24

25/27

5/21

Simental

Pic-rouge

Holstein

Podolian

Alpini grey

Japanese Black

normal

nonnal

anomal

anormal

normal

normal

:

,

Bruere et Chap-i
man:> 1973, i
Harvey 1974 :

Stranzinger et
Forster" 1976
Ellsworth et
coll., 1979

Di Berardino.>
1979
De GiovaJlni et
et coll; 1979
Masuda et coll
1980
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Fréquence de la translocation 1/29 suivant les

races (149 L

- , ----
Race Nombre d'animaux Hétérozygote pour

1

pourcentage
,
!

étudiés la translocation 1
,,

1

i1/29 !

Blonde
1
!

d'Aquitaine 46 6 13,04 :
!

Charclais 359 11 3,06

Limousine 133 10 7,52

Montbéliard 365 8 2,19

Vosgienne 8i 1 1,23
1

Baoulé 85 3 3,53 i
;

N'Damas 26 - 0 !
i

Zébus et !
croisées 51 3 5,B9 i

1
1
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L'examen de ces deux tableaux montre que la transloca

tion 1/23 est la plus répandue et la plus fréquente de toutes

le5 fusions centriques. Elle a été identifiredans une tren

taine de races, réparti~en Europe. en Amérique du Nord et

Centrale. en Asie et en Afrique. Les fréquences sont très

variables d'une race à l'autre. La fréquence dans les races

africaines pour~ait être élavée. Cependant les effectifs

étudiés jusqu'ici sont limités et les renseignements d'ordre

généelogique sur les animaux examinés sont totalement absents

C'est pourquoi les fréquences trouvées demandent à être con-

firmées ( ).

La fusion centrique 1/29 n'a pas d'effet visible

sur le phénotype des animaux porteurs. Elle n'a aucun eff8t

favorable ou défavorable sur la croissance et l'indice de

consommation (Queinnec et Al 1974), sur les fonctions sexuel

les et les caractéristiques du sperme [Dyrrendahl et Gustav

sson 1979). Cependant. une telle anomalie structurale pertur

be le déroulement normal de la division méiotique chez l'ani

mal qui la possède à l'état hétérozygote. Les gamètes issus

de telles divisions ont soit un chromosome excédentaire, acit

un chromosome manquant. L'union de tels gamètes avec des

g a mè t 8 5 n0 r ma ux fur e-n.t d 8 S z Yg 0 tes mon 0 som i que sou tri som i .

ques pour un des chromosomes libres. Ce processus devrait

dCfl.";er dans les proportions suivantes 1/6 de zygotes nornaux.

1/6 de zygotes équilibrés porteurs deI 'anomalie et 2/3 de

zygotes à caryotype déséquilibré. Des animaux vivants à

caryotype déséquilibré provenant de croisement entre un tau

reau porteur de l'anomalie et des individus normaux n'a jarneis

été mis en évidence. Ce qui confirme l'hypothèse selon laqu81

le la baisse de fertilité des animaux anormaux. serait dU8 n
une augmentation de la mortalité embryonnaire. Hypothèse

confirmée par de nombreuses études sur des e~bryons (

ont confirmé cette hypothèse.
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Les porteurs mâles de la translocation ont une

fertilité réduite de 3 à 5 points~ lorsque le critère d 1 étude

est le taux de non retour correspondant A la mortalité em
bryonnaire.

Les femelles, filles de taureaux transloqués

sont en moyenne moins fertiles que leur contemporaine. La

déduction de la fertilité, analyséeégalement par le critère

du taux de non-retour, oscille entre 3 et 6 p. 100, impli~

quant donc une mortalité embryonnaire d'importance ~on né

gligeable pour une espèce d'animaux de rente. C'est pourquoi

la plus part des auteurs ( ) :' ".ommandent li élilili

nation des taureaux porteurs de l'anomalie. Ainsi dans le cadre

d'un schéma de sélection, il est conseillé de faire le caryo·

type de tous les animaux avant la sélection individuelle, au

plus tard avant la mise en testage, et au sein d'un élevage

il est fortement conseillé de faire un examen caryotypique

de tous les géniteurs et les génitrices liA problèmes" au

moment de la mise à la reproduction.

b) Chez les porcins

On rencontre surtout des translocations réciproques

que nous avons regr'Î~e8 dans le tableau nO

Ces anomalies chromosomiques sont importantes à

prendre en considération j car elles sont souvent associées
à une baisse de la prolificite des animaux porteurs à l'état
hétérozygote ( ). Il apparait que cette baisse de prolifi

cité est due comme chez les bovins à une mortalité embryon'

naire précoce des zygotes issus de gamètes déséquilibrés)

mortalité dont l'ampleur varie selon la translocation de

26 % à .56 %et dans quelques rares cas atteint 100 %. Cette

hypothèse de la mortalité embryonnaire a été confirmée par

plusieurs travaux sur de très jeunes embryons
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Tableau nG 16 Les translocations rêciproques identifi6ss

chez les porcs domestiques (149, 152) 0

Aute1..IT's

34 %

1

l------------~-----~--~---~-------······-··-

Chrorrosome pays Rêduction de la t
. liqué prolificitê

I------~"'O;';;;;'~~--_t_------_I_-......=::...=.:=~:..:.::--_+_------,--..-.~
!

trcp (l1p+ , 15q-) Suède 56 % Honricson, Ba.cks- !

tram, 0964
Hageltorn

J
et

colL (1973)

2 trcp (6 p+ , 15 q-) Belgique 100 % Bouters et: CoJ.lo
(19741

3

4

5

trcp (1 p+ , 6 q+)

trcp (13q- ; 14q+)

trcp (6p+ , 14 q-)

Yougoslavie

Suède

Angleterre

?6 %

50 %

100 %

Locknisk2l" et
coll., (1976)

Hageltorn et
coll., (1976)

Maden et coll. "
(1978) .

6

7

8

9

trcp (4p+ ; 14q-)

trcp (lp- 16 p+)

trcp (7q- , 11 q+)

trcp (9p+ , 11 q-)

France

AllerJJa.gfle

Suède

Suède

43 %

?

50 %

50 %

Popescu, Legault;
(1979)
FOster et coll,
(1981)

Gustavsson et
ColL (1982)

Gustavsson et
Coll., (1982)

10

11

trcp (lp- j 8 q+)

trcp (:q- ; 14q-) RDA

?

?

Gustavsson et
Coll. (1982)

Golisch et coll.
(1982)

12 trcp (7q- 15 q+) France 45 % Popescu et col.l,
(1983)
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Les c'")nséquences économiques de cette anomalie résuJ.

tent non seulement de ses effets sur la taille de la porté8

à la naissance, mais aussi sur la fertilité du verrat et la

viabilité des porcelets qui s'exercerait en sens oPPos§ sur

la productivité ( ). En terme de productivité numérique ~é

la femelle (nombre de porcelets sevrés pendant une période

donnée~ la réduction observée chez les tracés saillies par

un verrat porteur de l'anomalfupourrait atteindre jusqu'ici

9 porcelets par an, ce qui représente une perte économique

sérieuse pour l'élevage touché. L'usage d'un tel verrat peut

se traduire par une perte de plus àe 100 porcelets avant

même que l'éleveur n'ait pu se rendre compte de la mauvaise

fertilité du mâle.

Notons que le maintien d'une telle anomalie dans
une population au fil des générations se fait essentiellement

par la voie femelle : en raison de la très faible répétabi

lité de la taille de la portée, il est en effet difficile de

détecter l'anomalie chez les femelles qui sont refermées en

moyenne, après avoir produit trois à cinq portées. Il est

aussi difficile de détecter des verrats "hypolifiquee"

dans les élevages, en raison de multiples facteurs de miliell

(pathologie, nutrition, saiso~ surmenage du verrat etc,.,)

qui intervient sur ce caractère.
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IV. - INDICATIONS ET INTËRËTS DU CARYOTYPE.

Le caryotype est un examen artisanal hardu et onéreux,

IiI ne saurait être question de le pratiquer ·~ystêmatiquement.

D'oa la nécessit~ diune sélection des demandes en fonction des

indications et des renseignements anatomocliniqu~ournispar le

le clinitien demandeur au Laboratoire d'anatomopathologie.

Avant toute chose v il faut signaler que le plus petit frag

ment de chromosome étudiable par les techniques cytogénétiques les

plus perfectionnées (marquage des chromosomes promêtaphasique) con

tient trente à cinquante gènes/certes d'intérê' et d'importance

physiologiques variables. Les mutations ponctuelles affectant U~

à quelques gènes ne peuvent donc pas être mise en évidence par l~s

techniques cytogénétiques.

Les syndromes malformatifs isolés (embryopathies ou foeto·

pathies ainsi que les gènopathies malformantes ne doivent donc pas

pas faire lUobjet dianalyse chr' osomique. Quels sont les Circons

tances dans lesquelles, il faut un caryotype?

1. - EN MEDECINE HUMAINE.

Les travau~ des différentes équipes Euro-américaines (

ont établi au cours des années 1970 quOun peu moins ji un en

fant sur 100 est porteur dVune aberration chromosique êquilibr&e

ou non. Au sein de la populationgênêralesujet adulte 300 â 500

porteurs dOun remaniement chromosomique équilibré qui fera sa pre~"e

par une infertilitê ou par la naissance d'un enfant polymalforme

atteint d'une trisomie ou diune monosomie partielle( ~neusomie (~e

recombinaison) ou une dVaneuploîdie entière par effet interchromo-

somique.
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D~une manière générale, l'analyse chrcrnosomique ne se con

çoit qu'à la lumière des donn6es clinique paraclinique etbiolc

gigues Les indications du caryotype comme la nature et les cons€

quences Ges abe r r at iems chromosomiqle leSpl us fréquemment rencon t r {es

varien~n fonction de lU8ge et de la symptomatologie clinique. Tan

dis que les indications de techniques sp§ciales de marquage sont e~

rapport avec lUanomalieautosomiq~ i précis)r.

1.1 - Les indications en fonction de l'8ge.

On peut envisager liex3rnen caryotypique â différent stade

de l'ontogenèse et de Ilhistoire naturelle intra utérine et extra

utérine dUun individu.

1.1.1 - Pendant la vie intra utérine.

Lianalyse chro osomique est effectuée sur des cellules

amniotiques obtenues par amniocentèse. Cette recherche dUanalyse

chronosomique est faite en face àe 4 risques différents.

1.1.2 - L'âge ~aternel.

L'amniocentèse chez la mère âgée représente 75 p.lOO des

indications de cette technique. En effet d~s lJâge de 38 ans, il

y a une élevation brusque du risque d'un enfant atteint d Uaberrati0n

chronosomique. On dêcèle une anomalie.:

- dans 3,5 p.10G desgrossess6?s:;.hez les mères âgees de

40 à 45 ans.

- 8 p.lOO des grossesses chez les mères âgées de 45 ans

ces anomalies sont dans plus de la liloitié des cas; la trisomi;.~ 21.
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on observeégalement la tri'somiel?trisomie 18 D mais aussi des aneL1

ploIdiel 90nosorniques~ Selon ROBERT ( l, les aberrations

chromosomiques diagnostiquéesrpendant la vie intra-utérine, sur

amniocentèse, représente 15 p.lOO de toutes les aberrations chro

nosomi~ues désêquilibrêes.

1.1.3 -' Présence dl un remaniement ch~_oI.fl-.Qsoll}igue

chez l'un ou les deux parents.

En effet, il ya risque de wal segrégation par effe~ inter

chromosomique d'une part, et jiautre part risque d'aneuploIdie

partielle. double par aneusomie de recombinaison au cours de la

nofose.De tels remaniements parentaux s'observen~chez un couple

250. De façon générale, la fécondité de ces couples est faible,

mais tous les auteurs s'accordent â estimer 7 â 8 p.lDO r le risque

pour le couple de donner un enfant sévérement atteint.

Ce risque est acccu si c'est la femme qui présente le ~e

maniement chromosomique et plus encore si elle est d'âge avancé.

1.1.4 - Antécédents d'enfants trisomie 21 dans

la fraterie.

Il Y a indication de caryotype prénatal chez lesm~res

ayant donné naissance au paravant à un enfant trisomie 21 libre.

Il s'agit là d'une indication dispensable sur le plan

scientifique. Néanmoins le risque de recurence établi par les

dernières statistiquesmondialesest de l p.100 dans la population

gênérale. Par ailleurs sur le plan psychologique f un examen cyca

génétique prénatal non pathologique est un diagnostic rassurar.t v

permettant au couple d'envisager une nouvelle grossesse.
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1.2 - A la naissance

Dans cette circonstance~ le caryotype VIent confirmer:

1.2.1 - Un diagnostic certain.

Grand syndrome chromosomique: trisomie 21, trisomie 18,
trisomie 13, monosomie 5 p. ou syndrome du ~cri du chat~ etc ...

1.2.2 - Diagnostic vraisemblable

ambiguit6 sexuelle; un syndrome de Turner évoqué par la

présence dOun aspect de BONNEVIE- ULLRICH lymphoedème des extrê

mités et cutis laxa ou pterygium colli.

1.2.3 - Un diagnostic possible

d1anomalies chromosomiques (trisomie et/ou monosamie par

tJelle). L 1 indication est posée devant 1 ~ association à un syndfcJ:lE:

polymalformat if (dysmorphie fac iale" anowalie des ntelnbres, micro-

céphalie, dermatogriffes anormaux) de trouble de tonus (hypo ou hyp~r

toniaxial) et des signes de malformations internes surtout cardiaques

(cyanose et souffles).

Le caryotype est demandé dès qulon sait qulil pourrait

s~agir d'une embryopathie ou dOune gènopathie malformative congê

nitale liée à la présence dOun gêne [~cessif muté double dose. Enfin

a;une phènocopie (syndrome malformatif sans anomalie chromosoffiique

simulant à sU y méprendre un syndrome chromosomique cOest le cas

du syndrome de NOONAN faux aspect turnérienl.



--144-

Enfin il ya possibilitê de caryotypage chez les mort

nês frais et les mort n~de moins de 24 heures: (caryotype pos

thume sur mitoses lymphocytaires obtenues par culture de sang

endo cardiaque ou par culture de fibroblaste du derme cutanê.

1.3 - Chez l'enfant

Le caryotype fait partie du bilan de routine

1.3.1 - de tout retard psychomoteur important

surtout)s11 existe des malformations interne ou externe associées.

1 ..' . 2 - de tout enfant présentant une "psychose

infantile" ou untraumatismeau cours desquels, on observe des cas

indiscutables d'aneuploïdie partielle.

1.3.3 - débilité mentale: en effet toute aneu

plo~nie m~me minime intéressant les automosomes se traduit obli

gatoirement par un déficit intellectuel.

1.3.4 - Les enfants présentants de retards sco

laires importants et des troubles caractérielle~ On recherchera la
présence de X (frac) q/2.8 d'autant plus qu'il présente l'associa

tion sy~'1romique caractéristique à savoir : des garçons aux facies

particulier avec des oreilles décollées et mal ourlé~~ la lèvre su

périeure éversée et une macroorchidie mesurable.

1.4 - iChez l'adolescent

Le caryotype fait partie du bilan bioclinique de- -".tine

1.4.1 - de tout retard de croissance important

ou au contraire d'un excès de taille inexpliqué surtout, s'il s'y

associe une macroskellie.
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1.4.2 - de tout impubérisme avec aménorhée chez la

fille (syndrome de Turner ou syndrome de Morris, en eunuchisrne et

gynêcomastic1ez le garçon (syhdrome de L1inefelter ).

1.5 - Chez l'adulte

Le caryotype fait partie du bilan antl~o clinique de rou-
tine

1.5.1 - de toute infertilité dont la preuve somati

que n'est pas évidente surtout s'il existe ol-igo-asthéno.:...terato-zoosp

mle chez l'homme, des anomalies des règles chez la femme (dysgénésie

gonadique polygcn)sornique diverse).

1.5.2 - le bilan anatomo-clinique de tout couple

présentant des avortements spontanés préccc s répétés (recherche d'un

remaniement chromosomique) parent, 1 équilibré pourvoyeur d'aneu

sornie de recombinaison etdaneuploidie polymalformative et lethale

pour la descendance.

Il est recommandé d'effectuer un caryotype à

3e accident abortif spontané,inexpliqué,surtout s'il ~

tion entre l'âge embryologique et la date des dernières

partir du
a inadéqua.,

règles.

1.5.3 - Chez tout sujet de phénotype féminin pré

sentant à l'évidence une génopathie liée au go .osome X avecrêcessivitc
(myopathie de DUCHJN DE BOULOGNE, hérnophylie ou B, dyschromatoxie
etc ... ) en efffet dans ce cas un caryotype monosomie X (45, XO) doit

être recherché de partie prise.

1.5.4 - Enfin lorsqu'un remaniement chromosomique

a été diagnostiqué chez un sujet, les enquêtes gynécologiques doi

vent être proposées à ses ascendants et collateraux, s'il s'agit

d'un nouveau né,d'un enfant ou d'un adolescent; à ses descendants

et collateraux s'il s'agit d'un adulte.



1.6.1 - L'analyse chromosomique est indiqu~

dans tout syndrome myelle proliferatif. Caryotype medullaire

etloulymphoblastigue avant toute chimioth6rapie ou radiotllèra

pie. La cytogénétique est fondamental dans le diagnostic ~csi·

tif de leucemie myeloide chronique (ALe). Elle recherchera le

chromosome de Phyladell:)i11e Pbl' der t·-Rec (9;22) (q +; <1"-). Il

faut signaler qu1il slagit J'un remaniement chromosomique ~~lli

libré v une mutation de novo v une anomalie a<:;(juise qui s:observe

au cours de la phase leuceloique aigue dont la disparition pr0

figure la remission v et la réapparition annonce une rechute

clinique à brève échéance.

IV. 1. 2 -, Indiea t_~ ~m -!_~ ë:_~; tee 11 ni q:.1 e s 2art i C Il li ères

d" analisé:: c\ï:-:cJilosomique..

Nous avons vU'chctp:tre 11(' - Il) J ':jue les ÔIV(~r"

ses techniques de marquage, ôtaient de valeur dlù.gnostic CCiH

plémentaire 00 il faut toutefois singulariser les techniques

de bandes R et G applicables en pratique cüurar-.t..e. En paYE> S')U.:,~

équipés; la pratique cou~allte des bandes G est mieux indiqu~e

parce que ni exigeant. pas un équipern<:nt photomicroscopique par·

ticulier.

Mais lorsqu:unG particularitè chromosomique a ~t2

r.hagnostiqu.§e par les techniques courantes 7 il faut met tre ,':;.11

route ùes techrJiques spéciales plus adaptées. Ce qui perr!lE':t

~Japprofondir pour la raffiner llanalyse cytogénétique. AiI1Si

on utilisera :
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- Les méthodes de bandes T seront utilisées lorsqu'un

remaniement impliquant un segmerit chromoso~ique dis~al est recher

ché (translocation télomérique~ duplication en tandem etc .... ).

- Les bandes C seront utilisées pour préciser la struc

ture d~un variant chromosomique, les anomalies de la taille et du

nombre des satellites des chromosomes acrocentriques, liétude d'une

translocation par fusion centromérique robertsonienne) la recher

che d 1 un isochromosome.

- L'~ techn~~ues dynamiques d'incorporation du 5 - Buor

sont indispensables dans l'étude des ;' échanges de chromatide "'oeur!!"

le répérage de l'X inactivé et l'étude (plus fondamentale) de la

fréquence de réplication d'un variant ou d'un néochromosome. On a

pu ainsi établir que lor~qu'un chromosome X est anormal et aneuso

mique c'est pratiquement toujours sur lui que porte l'inactivation,

sauf dans les cas de remaniement ex, autosome) ou l'inactivation

de X porteur d'un segment d'Y est polymalformante et d~bilisante

sinon léthale.

-oLes techniques à haute résolution sont utilisées pour

rechercher les points de cassure dans diverses remaniements

IV -2- En Médecine Vétérinaire.

Les circonstances dans lesquelles, il faut de7~nder un
caryotype) en Médecine vétérinaire sont limitfespar rapport à la
Médecine humaine. Ceci est lié au caractère essentiellement éccno"
mique. de l'élevage. Aussi toutes entraves à la reproduction, et tout

particulièrement dans les conditions ci-dessous citées, devraient

amener à établir le caryotype~ pour lnfirmer ou confirmer le diagnos

tic du clinicien qui n'est en fait, en matière de pathologie chro
mosomiq\fe q 'un ,1'.., '~ostic de suspicion.
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La demande de caryotype se justifie dans les cas suivants

- diminution de la fertilité ou stérilité totale.

- lethalité

malformations graves constatéessoit à la naissance~ soit

au moment de la mise à la reproduction.

- caractère familial de la symptomatologie ooservée.

Il est parfois délicat de faire une r..,1.ation immédiate entre

la symptomatologie et l'aberration chromosomique; seule la conver

gence de plusieurs observations similaires peut permettre de poser

un diagnostic de certitude ( ). Très souvent les anomalies de

nombres (trisomies, chimerisme, intersexualité) accompagnées d'effem

graves sur la conformation et la fertilité sont rapidement élimin8es

par la sélection et de ce fait ne causent pas de pertes économiques

importantes à l'élevage.

Néanmoins, les investigations cytogénétiques de ces ano
malies ont une certaine importance pour le diagnostic correct de

l'anomalie en question. Par contre les anomalies chromosomiques de

structure notamment la fusion centrique 1/29 chez les bovins et les

translocations réciproques chez les porcins a cause de leur consé

quence économique et des risques de d1~~émination de 11 anomalie dans

la population grâce aux nouvelles techniques d'élevage (insénination

artificielle par exemple), méritent d'être dépistées.

On comprend ainsi pourquoi la cytogénétique devrait être

une activité de recherche appliquée active dans nos pays pour épau

ler la pratique d'élevage.

Au delà de cet aspect purement économique, le caryotype

devrait permettre de mieux définir les nombreuses races. Le d~velop

pernent des techniques des bandes et leurs applications revélèrent

certainement une légion de marqueurs chromosomiques non encore décrits

( ). L'étude du caryotype des animaux sauvages ( ) apparentés

aux espèces domestiques permettra de mieux comprendre l'évolution du

règne animal.
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LEGENDES DE LA PLANCHE A

Figure 1 - Cg 83/76 - Technique standard : Giemsa.

Caryotype masculin nornnl, classification de DENVER (noter les

groupes A, B, C, D, E, F, G) : 46, Xl.

Figure 2 - Cg 284/81 - Bande G (G T G).

Caryotype masculin normal: 46,Xl.

Figure 3 - Cg 389/82 - Bande R (RHG)

Caryotype féminin normal : J46,XX, 9qh( +) sur le 9 de gauche.

Figure 4 - Cg 477/83 - Bandes R (RHG).

Caryotype masculin normal : 46, Xl.

Noter le parfait appariement des chromosomes homologues et la facilitation

de lcassification qu'introduit cette technique.

FifSur'e 5 - Cg 519/84 - caryotype humain aneuploide. "Bandes RRG. 47,XX,+ ;~1

(mère de 39 ans). Leux 21 identiques sur 3 : Non disjonction en

méiose II.

(Vraisemblablement à cause du vieillissement de l'ovocyte).

Figure 6 - Cg 522/84 - Caryotype humain aneusomique et aneuploide.

IIBandes RHG". Noter le "néochromosome" moyen médiocentriquc:

13q 13q. 46,xx, + 21, t. Rob (13q13Cl.). Effet interchromosorniqtk.

Non disjonction en méiose 1.

Figure 7 - Cg 393/82 - Bande C.

Noter le marquage des centromères et le néochromosome Yq Yq der

t. Rob (y ; Y).

Figure 8 - Cg 192/76 - Technique standard.

Trisomie X ou Triplo X : 47, XXX.

M:mtage i1en cartouche" du noyau interphasique correspondant qui

montre 2 corpuscules de BARR (2 cB).

Figure 9 - Cg 319/82 - Bandes GrG chez une femne de 36 ans ayant eu 8

fausses couches et 5 rétention d'oeufS morts : 46, XX, t (1

(p- ;, p+).



Figure 10 - Cg 198/81. M::mtage mettant en évidence les paires 4 ~ 5, 9)

10, 14, 15, 22 et les gonosomes (2 X et 1 Y) : 47, XXY

(syndrorœ de KLlNEFEL'IER) •

Fip:ure 11 - r-bntage d'une paire 9 d'un nain sénégalais montrant l'hyper

trophie de la constriction secondaire du bras long 9qh (+)

en RHG (marqueur R physiologique de la race négr'oïde).

Figure 12 - rJbntage comparant les marquages chromosomiques 0, G et H

pour le chromosome nO 1 hurrain.

Noter le caractère reverse du marquage R par rapport à Q et 0

et l'intérêt de disposer de plusieurs techniques de marquage

pour une analyse plus raffinée des chromosomes.

Figure 13 - r-bntage des paires 9 et 22 montrant le chromosome de Phila~

delphie (Phi.) dans uneL.M.C.

Ph1 der t. Rep (9 ; 22) (q + ; q-).
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CONCLUSION GENERALE
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Au cours de ce travail oui traite des considéra

tions ~pnprales sur la cvtogénptique médicale humaine et

vétérinaire, oeuvre préfir-urant un travail collaboratif de

l'Ecole Inter-Etats des Sciences et Médecine Vétérinaires

(népartement de Zootechnie) et de la Faculté de Médecine et

de Pharmacie de l'Universitp de DAKAR (Laboratoire d'Histo 1

logie-Rmbryolo~ie et Cytogénétique) sur l'inventaire cytovf

nétique des différentes espèces animales domestiques et les

marqueurs chromosomiques humains en Afrique de l'Ouest, nous

avons relevé les principaux points saillants suivants :

Premièrem~'nt

La cytogénétique, discipline bio-clinique par

excellence, regroupe 11 ens emble des méthodes de laboratoire

qui ont permis, au cours des années, d'affiner l'étude àes

chromosomes. Introduite historiauement au sein des techniques

médicales pour diagnostiquer les malformations liées ~ une

anomalie de nombre ou de la structure des chromosomes, ell~ a~

quelques années plus tard, ramené ~ leur cause exacte certains

échecs de la reproduction et dpcouvert dans le noyau des

cellules du liquide amniotique prélevé par amniocentèse les aberr~1

tions chromosomiques foetales, sources de lésions sévères.

Elle contribue à une meilleure connaissance de la carte

chromosomique humaine et, plus rpcemment~ à une meilleure

compréhension des phénomènes de la cancérogénèse. Enfin, en
dehors du domaine médical, des naléontologistes utilisent

couramment ees techniques pour confirmer ou infirmer leurs
th~~ries sur la classification des espèces et leur évolution.

Née avec le sipcle, la cyto~énétique a connu un

développement considérable au cours des trois dernières

décennies "1°50-1980". Fn effet ~. côté des techniques

d'analyse chromatinienne, test de BARR, étude de la fluores

cence de l'V) des techniques de marquage de moyenne et ~ h~ut~
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résolution (bandes Q~ G, R, C, Tete ... ) et des techniaues
dynamiaues (BuDr, prométaphase) ont amélioré nos conngis sa l;/:Y~S

sur le nombre et surtout la structurp des chromosomes et
raf~iné l'analyse étiopathologique àe divers synèromes e~

rapport avec les aberrations chromosomiques.

----- Deuxièmement

Il faut relever la ~rande efficacité des tests

chromatiniens notamment le test chromatinien de BARR et

l'étuàe de la fluorescence dp l'Y. Ces tests constituent

sans aucun doute une méthode de choix parfaitement adapt~e

aux conditions rnatêrielles précaires de nos pays sous-~quiD~S.

pratiaués et interpr~tés par des bio-cliniciens eXD~riment~s

et avertis de leur limite, ces tests peuvent fournir des

renseignements précieux aux p~diatres, aux endocrinologues)
aux psychiatres, aux gynécologues, aux urologues et v~tp.ri

naires zootechniciens et cliniciens. Si le Drumstick n'est

pas toujours si~nificatif et la fluorescence de l'Y tpès

onéreuse, le test chrornatiniende BARR est une technique de

choix pour le dppistage des anomalies du chromosome X nrinci

paIement celui du syndrome de TURNEP (hl) XO) et ces variantes

(mosaiques ~ 4h,XXq- ~ 46, XXp-)dont le diagnostic précoc~

dans la prime enfance permet une ttrerapie assez spectRculRir~,

bien oue ne résolvant pas le problème fondamental de la st~ri

litp primaire, ouisque tous les si~nes psychosomatiques sont
atténués si non BI.rfhilés. En Afrique~ toute promotion de ]2

cyto~pnétique médicale surtout humaine doit commencer PRr

l'étuàe chromatinienne) pour, d~s que les conditions d'équi··

pements matériel et humain le nermettent se poursuivre

par l'analyse du noyau mitotique = le caryotype.
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----- Troisièmement

Les techniques de marquage permettant une meilleure

analyse de la structure des chromosomes et des remaniements

intra-chromosomiques et inter-chromosomiques ont pour principes

généraux :

- La dénaturation thermique ou chimique ménagée des

chromosomes, suivie d'une coloration soit au Giemsa, soit avec

un fluorochrome (Quinacrine, acridine orange etc . .. ).

- Le raffinement est obtenu par des artifices techniques.

On arrive à étudier des chromosomes à des stades assez

précoces non plus des chromosomes métaphasiques mais des chroITic

somes prométaphasiques voire prophasiques donc très peu condensé3.

Ainsi, alors qu'on peut rencontrer sur le lot haploïde environ

320 A 550 bandes au stade de la métaphase précoce, on Deut cn

reconnaître 550 à 850 en période prométaphasique et jusqu 1 à 1250

en prophase tardive. Ce qui a fait dire au Professeur Jacques

Michel ROBERT de LYON que "nous avons vraisemblablement atteint

la limite optique d'analyse chromosomique".

----- Quatrièmement

Ces techniques ont permis

- une connaissance certaine du nombre diploïde de l'homme

et de presque toutes les espèces animales domestiques.

- une étude de l'évolution phylogénique des vertébrés

(DUTRILLAUX s De GROUCHY etc ... )

- la description de presque un millier de syndromes chromo··

somiques en 1984 contre à peine une dizaine en 1964.
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- Une meilleure d~termination des domaines biolo~iques

et cliniques d'inQication de l'analyse chromoso~ique.

L'analyse cyto~pn~tique des chromosomes ou caryoty~'

pap:e est un travail "artisanal!! demandant du temps et un ravit:si 1··

lement ré~ulier en milieu de culture et divers produits et

réactifs. C'est une activité ardue et onéreuse il ne saurait

donc être question de le pratiquer systématiauement, bien qu'un
peu moins d'un nouveau-nR sur 100 soit porteur d'un remaniement

chromosomique équilibrp ou déséquilibré et que sur )00 ~ 500

adultes des deux sexes il y a au moins un Qui soit porteur sair

d'un remaniement chromosomiaue (inversion,translocation) qui Sf

traduirait par notamment des pchecs de reproduction: enfants

malformps et/ou débiles mentaux, avortements spontanés répétps;

voire stérilité définitive avec donc des risaues importants

d'alourdissement du fardeau génétique hu~ain.

Par ailleurs les dp~ats que peuvent causer aux élev~

ges, les remaniements chromosomiques tel que la translocation

robertsonnienne 1/29 chez les bovins ou les translocations r§ci

proques chez les porcins sou1i~ l'intérêt des techniques

Cytorénétiques.

Or cette activité est de seconde zone, parent pauvr~

de la biOlogie médicale pn Afrique noire ~ pas de personnels
pas de moyens matériels. n'oO la nécessité de saluer l'initiRti~~

des départements~ de zootechnip de l'Ecole Inter-F.tats des
Sciences et Médecine Vétérinaireset d'Histologie-Embryologie ~t

Cyto~~nétique de la ~aculté de M~decine et de Pharmacie de PAKAF

de mettre en commun leurs moyens matériels et humains pour

développer au Sénépal et pour notre sous région actuelle 'iembryon"

de Laboratoire de Cytogénétique de la Faculté de Médecine afin

de pouvoir faire face efficacement ~ une demande abondante et
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justifiée venant ~ussi bien oes Mpd~cins de toute sppcialit f

et surtout des pédiatres ~ mais pr:alpment de fournir un instru'

ment de plus pour ppauler la pratique et le d§veloppement de

l'éleva~e d~ns la région. C'est alors que le Laboratoire de

de l'tJniversité de DAKAR ahordera dês 19A5 le deuxi~me volet

de ce pro~ramme : l'étude cytogpnétiaue des différentes

espêces animales domestiques et des marqueurs chromosomiques

humains dans l'Ouest-africain.
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