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En Octobre 1982, le Département de ZOOTECHNIFR et
ALIMENTATION de 1'E.I.M.S.V. et le Département A'HISPOLOGI®
EMBRYOLOGIF et CYTOGENETIQUE de la ¥aculté de MAdecine de
1'Tniversité de DAKAR, ont décid® de mettre en commun leurs
movens matériels, techniques et humains pour développer le
laboratoire de Cytogénétique du C.H.T. de DAKAR afin de 1ui
permettre de faire face enfin efficacement aux demandes
multivles d'analyse chromosomique que lui adressent médecins
et vétérinaires éventuellement. Les initiateurs de ce mrojet
s'étaient foxés deux objectifs 3 atteirdre en cing ans. (1983-1988)

Premiérement - Cerner pour les vulgariser en milieu africsin

les bases techniques théorique et pratique d'une pratique
cytogénétique correcte et acceptable : ce document en faif
le point.

8 N

Deuxiéfmement -~ Effectuer l'inventaire cytogénétique des

différentes espéces animales domestiques et des marqueurs
chromosomiques humains dans la région intertropicale

d'Afrique.

Au bout de deux ans de stage théorigue et pratique
auprds du Nocteur José-Marie AFOUTOU nous avons é&tudié la
faisabilité, en milieu sous-&quipé, de 193 techniques
standards et spéciales d'analyse chromosomique. Cette recher-
che a débouch? sur la mise au point et l'adoption, au niveau
du laboratoire de Cytogénédtique du C.H.U. de DAKAR, dfune ou
deux variantes techniques simplifies mais efficaces ’
permettant

----- I.e test chromatinien de BARR

----- -L'8tude de l1la fluorescence de 1'Y



----- Obtention de préparations chromosomiques analysahles
3 partir de divers matériels biologiques : sang totzal,
moélle osseuse, liquide d'ascite, liquide céphalo-

spinal etc...

- la réalisation de marquage chromosomique : G, 2, R,
C et T,

- L'obtention de chromosomes prométaphasiques.

Dans les pares qui suivent on retiendra

Les détails techniques, les résultats et une Atude des
prircipales indications de ces techniques en médecine

humaine et vétérinaire.

Notre expos& comportera trois chapitres

CHAPITRF PREMIER - Historique et généralités.

CHAPITRF DRUXIEME - Les techniques cytogénétiques de lahors-
toire.
CHAPI™RE TROISIEME - RBsultats, intéréts et indications e

1'analyse chromosomique en médecine

humaine et vétérinaire.



CHAPITRE PREMIER

HISTORIQUE  ET  GENERALITES
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Depuis les premiéres observations chromosomiques,
3 la fin du 19e siécle jusqu'd la découverte des technigues
d'analyse chromosomique les plus raffinées en 1980, 1l'histoire
naturelle de la cytogénétique se divise en trois périodes

Naissance et jeunesse : de 1900 & 1959
Période de maturité et de gloire : 1960 i 1970
Lfapothéose : 1970 3 1984.

1°) - La premiére période

Elle commence au début du si€écle 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 3 une confusion sur le
nombre exact des chramosomes chez les différentes espéces.

Tous les auteurs ayant étudié les chromosomes
humains utilisaient des coupes de testicules. Mais la plupart®
des prélévements étant réalisés post-mortem sur des suppliciés
les tissus présentaient déja de graves altérations avant méme
d'étre fixés. Par ailleurs les comptages sur coupe é&taient
rendus difficiles par la superposition des images aussi bien
que par la perte possible d'un oude plusieurs chromosomes. ('est
pourquoi les premiéres observations des chromosomes humains
donnérent lieu 3 des estimations fort contradictoires.

De 1898 3 1912, le nombre varie de 16 3 36.

C'est WINIWATER,en 1912 qui va se rapprocher le
plus de la réalité. Il utilise un matériel de choix, 3 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



garder intact l'ensemble de la garniture chromosomique d'une
cellule. Il décrira airgil:~-chez 1'homme 46 Autosomes + X
-chez la femmed6 Aytosomes + 2 X.

PAINTER en 1921, s'inspirant de ce résultat,
découvre le chromosome Y, et en 1923, il conclut 3 1'existence

de U8 chromosomes

b6 A + X + Y pour 1!'homme
46 A + X + X pour la femme.

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

particulier sur 1l'amélioration des techniques,

Ainsi KEMP en 1929, utilise la culture de tissus

pour observer des mitoses somatiques.

KROUTCHOV et BERLIN en 1934 observent des mitoses
d partir de cultures de lymphocytes.

GAVAUDAN et POMRIASKINSKY-KOBOZIEFF en 1937, décou-
vrent l'action antimitotique de la colchicine et de ses
dérivés, permettant ainsi le blocage de la métaphase. Grice =
ces trois derniéres innovations et surtout grice i la décou-
verte du choc hypotonique par HSU en 1952, le nombre des
chromosomes humains sera définitivement fix& & 46 par TJO et
LEVAN en 1956.

44 A + X + Y chez 1'homme.

44 A + X + X chez la femme.

------- cette période de confusion sfobserve également chez

les animaux domestiques.



Chez le cheval

Depuis la premiére étude des chromosomes du cheval

par KIRILLCV en 1912, jusqu'd 1944, le nombre 2n a varié de 73
3 66. Ce n'est qu'en 1959 que le nombre exact de 64 sera ohtcnuy,
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'hommz,
furent amenés 3 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 facon absolue le nombre
64 &tabli par ces auteurs.

Chez les porcins

Bien avant les années 60, le nombre des chromosom:s

chez les porcs était 1'objet de controverse,

Les premiéres &tudes de KRALINGER (1931), sur les
cellules de la lignée germinale, avaient conclu & un complément
de 38 chromosomes chez le mile et 40 chez la femelle.

Par la suite, MAKINO (1944),SACHS (195“),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 BRYDEH
(1933) SMITH et coll. (1938) CREW et KOLLER (1939), MULDAL
(1948) a &té finalement confirmé par de nombreux auteurs
dont CLAUSEN et SYVERTON (1961), RUDDLE (1961) GIMENEZ-MARTIM
et coll. (1967), MAKINO et coll. (1967), De NORONHA (196%),
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-13.



Comme 1'a indiqué HULOT (1969) (1€o) tout le monde
s'accorde aujourd'hui sur le nombre n = 38. Mais il y a eu
cependant des confusions quant 3 la description et au classc -
ment des chromosomes. Mais depuis l'avénement des techniques
de bandes en 1970 un grand pas a été franchi pour pallier
ces difficultés de classement. |

Chez les bovins

Les premidres observations de¢ chromosomes de
bovins sont dues 4 KRALLINGER (1927).I1 faudra attendre 1957
pour que 1l'étude de¢ chromosomes de bovins,3d partir de culturc
de cellules par MZLANDER, confirme le nombre 2n = 60 admis

aujourd'hui.

2°) -~ La deuxiéme période

Elle correspond & ce que l'on peut appeler les
années de gloire. En effet c'est durant cette période que les
plus grandes aberrations chromosomiques ont &té rémlisées
et associées 3 de nombreuses affections, ouvrant ainsi 1l'éro
3 la cytogénétique dite médicale.

La découverte de la trisomie 21 chez 1'homme en
1959 par J. LEJEUNE, M. GAUTIER et R. TURPIN en sera le point
de départ.

Dans la méme année (1969) JACOBS et STRONG découvrent
le déterminisme 47, XXY du syndrome de Klinefelter. Tandis quc
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 PATAJ et coll. la trisomie 18 par EDWARDEZ
et coll. et le syndrome triplo X par JACOBS et coll. en 196C,



de méme que de nombreuses combinaisons gonosomiques allan®:®
de 47,XYY & 50,XXXXYY chez les hommes.

de 45,X0 3 49,XXXXX chez les femmes.

La cytogénétique devenait ainsi un excellent
moyen de diagnostic occupant une place de choix dans le bilan
anatomo~-clinique de tous les syndromes polymalformatifs avec
ou sans débilité mentale.

Face 4 ce succés éclatant, la nécessité de se
réunir pour harmoniser les diverses nomenclatures cytogéné-
tiques utilisées s'imposait. D'ol la conférence de Denver oi
1660 guyivie de celle de Londres en 1963, La classification
numérale proposée par PATAU et coll., sera en 1966 est adoptée

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

découvertes

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

par Jérdme LEJEUNE.

le syndrome de délétion du bras long du chromosome 18 (18g-}
par Jean de GROUCHY en 1964,

En 1966 la conférence de Chicago adopte des sym-
boles pour désigner les anomalies chromosomiques : par exemple
Phl pour le chromosome de Philadelphie.

Cette période se caractérise chez les animaux
domestiques par la déc¢ouverte de la translocation 1/29 par
GUSTAVSONN et coll. en 3964, Mais il faudra surtout attendre
les années 1970 avec 1l'application de¢s nouvelles techniques
cytogénétiques pour assister 3 une mpisson beaucoup plus riche

en matiére d'anomalies chez les animgux domestiques.



3°) - La troisi®me période

Elle débute peu avant 1970 avec la découverte decs
techniques des bandes. Avant,l'identification précise de chacue
paire de chromosomes chez les espéces humaine et animales,
était la plus grande difficulté.

A partir de 1969, des techniques nouvelles pour

une identification plus précise ont commencé 3 se faire jour.

CASPERON et ses coll, (1968) eurent 1'idée d*uti-
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 3 fluorescence montr:
des structures particuliéres le long des chromosomes, des
bandes plus ou moins fluorescentes. Dans les mémes condition:
les chromosomes humains ont également une structure en banda:o
particuliéres ( CASPERON et coll, 1970) : On parle alors de
bandes Q.

Dés lors les techniques d'examen en fluorescence
se développent en cytogénétique, et la possibilité de mettrec
en évidence une différenciation 1le long du chromosome, visi-
ble au microscope, allait stimuler la recherche d'autres
techniques d'examen, reposant sur des principes physiques ct
biochimiques divers, faisant intervenir les différents compo
sants chromosomiques, ADN et protéines, ainsi que la dynamiquec
de la replication de 1'ADN, et de la condensation des chroma-

tides.

Vont succéder aux bandes @ de CAPERSON et coll.
- les bapdes G (Giemsa) par :

les géthodes de "dénaturation" chimique
SUMMER et @o0ll. (1971), SCHNELDL (1971)
DUTRILLAUX et col}. €1971), SEABRIGHT (1971).



i
- Les bandes R (Reverse) par les méthodes dc

"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 méthodes de traitement par le BrdU progresci-
vement développées par ZAKHAROV et EGOLINA en 1968, PALMA on
1970 et ZAKHAROV et EGOLINA en 1972.

- Enfin, les techniques de haute résolution.
D&s 1978, DUTRILLAUX et collaborateurs (60 ) utilisant des
artifices techniques, arriveront 3 déplacer le stade d'étud=
des chromosomes de la M&taphase vers la Prophase sub-terminals
ou Prométaphase. Cette inovation technique devait permettr:
le doublement du nombre de bandes au moins analysable sur
les chromosomes et un raffinement extréme dans l'analyse de=
anomalies de structures des chromosomes.
Certains auteurs dont J.M. ROBERT (160) considérent 3 juste
titre que nous avons atteint 14 la limite optique d'analyse

cytogénétique.

Ces méthodes, toutes adapt&es avec succés chez
les animaux, ont pris une place importante, de tout premier

rang, dans l'analyse chromosomique.
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Ces derniéres années, on assiste au développemcnt
de 1'étude cytogénétique de trés jeunes embryons tant en
Médecine humaine, qu'en Médecine vétérinaire. Dans cette
derniére discipline, les progrés sont beaucoup plus nets, en
liaison avec le développement de la transplantation  embryonnaire,
particuliérement chez les bovins.

Les premiéres é&tudes ont été faites sur des embryons
dgés de 13-14 jours (HARE et coll., 1978 ; WINTENBERGER-TORRES
et POPESCU, 1980),

De nos jours des embryons de 6 3 7 jours sont

utilisés avec des résultats trés concluants.

Les techniques de culture 3 partir de cellules
embryonnaires ont également été améliorées. Et les prélévement:
de ce type de cellules, sont maintenant possible griace i
l'amniocentése et i 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-siéclc.
Cependant,la découverte d'une anomalie chromosomique, et
surtout la liaison de cette anomalie 3 une maladie stimuler=s
les recherches, permettant, l'amélioration d’anné€e en année d:s
techniques d'étude , condition essentielle et principale pour
l'obtention et 1'exploitation d'un caryotype : d'ou, toute
1'importance du chapitre suivant qui est consaeré i une revue
analytique et critique des principales techniques d'étude
en cytogénétique, 3 la lumiére de l'expérience acquise au
laboratoire de Cytogénétique de 1'Université de DAKAR - Sénégal.



CHAPTTRE DEUXTEME

LES TECHNIQUES CYTOGENETIQUES DE
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La cytogénétique dont le but est la descriptiocon
des chromosomes des animaux et des végétaux, est, dans le
vaste ensemble de la biologie un domaine commun 3 la cytolagie
et 4 la génétique. Elle est cytologique par es méthodes
d'analyse, par sa nature descriptive, ainsi que par son
objet d'étude, le chromosome :organite cellulaire ; elle

dité.

Notre propos dans ce chapitre sera consacré i
l1'aspect cytologique 3 savoir les techniques d'étude en
cytogénétique. Les examens cytogénétiques de laboratoire sont

de deux types

----- Les techniques dfétude de la chromatine dans le ncyau

interphasique (noyau non en division) ou tests chroma-
tiniens : corpuscule de Barr (c¢B), Drumstick (Dr), Fluores-
cence de 1'Y (corpuscule fluorescent Y : CFY).

----- Les techniques d! étude du noyau mitotique (noyau on
division) ou tests chromes¢miques 3 proprement parl«r.
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I - LES TESTS CHROMATINIENS

et )

I.1 - GENERALITES

Chez 1'homme, comme chez la plupart des animaux
supérieurs, le matériel génétique est constitué par de 1l'acide
désoxyribonucl{ique ADN ou (DNA) localisé essentiellement
dans le noyau. L'organisation de ce matériel héréditaire pos-~
séde deux variantes caractéristiques dans les deux grandes périodes
du cycle cellulaire, 3 savoir 1l'interphase et la division

cellulaire ou mitose.

Dans le noyau interphasique, le DNA est en masse

plus ou moins organisée : la chromatine.

Pendant 1la division cellulaire 1'ADN s'organise
sous la forme de chromosomes (dont le nombre et la forme sont
caractéristiques de 1l'espéce considérée)constituant le caryotyne
(cf Chap,III), L'observation en microscopie optique des noyaux
de cellules fixées et colorées révele des plages fortement
colorées par les colorants basiques alternant avec des

zones claires. On appelle chromocentres les régions
colorées intensément : ils sont constitués d'hétérochromatine,
les plages claires étant formées d'euchromatine. L'euchroma-
tine, claire, est formée essentiellement des fibres de INA de %5 3 60 £
de diamétre (fibre A) tandis que 1'hétérochromatine, sombre, présente
surtout des fibres épaisses de 200 3 300 R de dismdtre (fibre B).

- 1'hétérochromatine constitutive,

-~ 1'hétérochromatine facultative,

L'hétérochromatine constitutive occupe une région

du chromosome ou 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 des
constrictions secondaires des chromosomes A4, Cg, Eq¢ chez
1'homme, ainsi qu'a l'extrémité du bras long du gonosome YV
(ARRIGHI et HSU, 1971). Des observations cytologiques
indiquent que la majorité de ces segments hétérochromatiques,
y compris celui de 1'Y se situent prés du nucléole pendant
1'interphase (JONES, CANEO et coll. 1972)

L'hétérochromatine facultative correspond 3 une
région chromosomique qui n'est pas obligatoirement condensée
pendant 1'interphase ; toutefois, les génes de structure
qu'elle porte sont inactivés. Elle est soit gonosomigue, soit

autosomique.

L'hétérochromatine facultative autosomique est
peu connue et insuffisamment étudiée. Quant & 1'hétérochroma-
tine facultative gonosomique, elle correspond 3 1l'inactivation
de tout ou d'une partie (bras long "q") de 1'un des gonosomes =
chez les individus de sexe féminin. Elle correspond i 1la
chromatine sexuelle pouvant &tre mise en évidence et &tudiée
dans les cellules interphasiques sous la forme de corpuscule
de Barr, et dans les cellules sanguines polynucl&aires sous

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

AU TOTAL

On peut retenir que, l'exploration cytogénétique

des noyaux interphasiques peut donc porter

- so0it sur 1'hétérochromatine constitutive autosomigue
des paires A4, g et Eqg (chez les humains mieux &tudiéessur

caryotype (cfI1I).
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- s0it sur 1l'hétérochromatine constitutive gonosomicus
du bras long du chromosome ¥ (corpuscule fluorescent Y ou ¥
Body ou F Body),

- soit enfin 1’hétérochromatine facultative gonoso-

mique X : corpuscule chromatinien de Barr et Drumstick.

I.2 - ETUDE IE L'HETEROQCHROMATINE SEXUELLE

Le terme de corpuscule chromatinien sexuel, désigne
un "chromocentre"” correspondant i un chromosome sexuel et
qui peut @tre mis en évidence, par des techniques adéquates,
dans un noyau interphasique.
On distingue

----- le corpuscule chromatinien de Barr, correspondant
4 un chromosome X. Seul le deuxiéme chromcsome X et les
chromosomes X surnuméraires peuvent etre mis en évidence danrs
un noyau interphasique. Le Drumstick est l'équivalent de 1la
chromatine de Barr dans les cellules sanguines nuclées.

----- le corpuscule chromatinien Y ou corpuscule fluores-
cent ou F BODY dérive du chromosome Y mis en é&vidence apreés

coloration par les fluorochromes,

L'étude du Drumstick a perdu tout intérét parce

que trop 2aléatoire.Nous ne latraiterons pas iei.

I.2.1 - Techniques d'étude du corpuscule chromatinien

de Barr.

Le dimorphisme nucléaire des cellules animales

pendant 1l'interphase a ét& mis en évidence en 1937 par
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GEITLER (13. En 1945 SMITH (164) a suggéré qu'il pouvait
servir 3 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 les
colorants basiques et qui est absent chez les chats.

Ce corpuscule leur apparut associé au nucléole : ils l'appe-
lérent corpuscule nucléolaire. Deux ans plus tard, en 1951,
Barr ( 1) &tablira que ce corpuscule chromatinien &tait 1o
plus souvent contre la membrane nucléaire. Le terme corpus-
cule de Barr est alors devenu populaire.

Ce sexe chromatinien, révélateur du sexe génétique,
est trés facile 34 mettre en évidence puisqu’on le trouve au
niveau des divers tissus y compris les plus accessibles comme
1'épithélium buccal. La chromatine sexuelle a été mise en
évidence chez de nombreuses espéces, en particulier chez
1'homme, le chien, le chat, les petits ruminants, les bovins

et les équidés, (18)

Les variantes techniques permettant la mise en
dvidence et 1'é&tude du corpuscule de Barr sont nombreuses (1 )}
nous rapportons ici, les trois variantes techniques couramment
utilisées qu laboratoire de Cytogénétique de 1'Université de

DAKAR (Sénégal).

I.2.1.1 -~ Matériel cellulaire

- Toutes sortes de frottis de cellules épithéliales
ou conjonctives non sanguines, peuvent étre 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 couramment

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

- Prélévement dans une bouche propre débarassée de
toute particule alimentaire, par ringage soigneux. Grattage
doux mais efficace, au niveau du cul-de-sac postérieur de
la joue, ou au niveau du "rouge" de la lévre inférieure, avec
une spatule métallique mousse ou une lame de verre, en évitant

de faire saigner.

- Etalement immédiat des cellules ainsi obtenues, sur

une lame porte-objet propre.

- Réaliser pour chaque joue un frottis distinct en
prélevant avec une spatule différente (intérét pour le dépis-

tage des mosaiques gonosomiques).

I.2.1.2 - Technique d'urgence

(DElai de réponse : 1 heure, préparation éphémeére).

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

objet propre.

-~

- Laisser 3 la température ambiante (20 3 30°) pendant®
15 3 30 mn.
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- Sceller avec du vernis 3 ongle

- Observer au microscope ordinaire au (X 10) puis au
(X 100) 3 immersion.

I.2.1.3 - Technique 3 court terme

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

(Préparation permanente).

-~ Fixation dansun mélange & volume égal d'alcool 90°
& 100° et d "éther ou avec de la laque a cheveux ou
spray-cyte.
Laisser fixer pendant 30 mn.

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

- Hydrolyse acide : Hecl normal 3 56°C pendant 8 mn ou

HeP 5 X normal pendant 25 mn.

Cette opération élimine le cytoplasme et atténuc
la coloration des chromocentres sauf celle du ou des corpus-

cules de Barr,.

- Coloration avec une solution aqueuse de bleu de

toluidine 3 1%

- Différenciation rapide 3 1'eau acétifiée & 1% pendant

quelques secondes

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

- Montage sous lamelle & 1'Eukitt au Baume du Canada

- Lecture (X 10) puis (X 100) 3 17immersion.

On appréciera la pvésence, la :yéquence et la

taille du corpuscule de Barr.
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I.2.1.4 - Les résultats normaux et leur signification

Le corpuscule de Barr typique est de forme sub-
triangulaire a base externe accolée contre la membrane
nucléaire. Il est souvent entouré d'un halo clair.

L'appréciation de sa taille exige une grande habi-
tude.

Chez la femme et les femelles normales en général,
il y a deux gonosomes (46,XX : femme ; 60,XX : vache), tandis
que 1'homme et les miles en général ne possédent qu'un seul X
secondé d'un Y porteur du déterminant sexuel ou déterminant
sexuel principal (46,XY : homme ; 60 XY : taureau). Or 3
quelques rares exceptions prés, 1l'homme et les mAles en

B

général, avec leur seul X, febriquent les mémes variétés proté
ques que les individus de sexe féminin.

Ce qui signifie qu'il existe chez les individus
de sexe féminin, du matériel génétique non seulement excéden-
taire, mais également superflu, porté par 1'un des gonnsomes
X qui, de ce fait, est dit inactif. Ce X se condense pendant
1'interphase et forme le corpuscule de Barr ou le Drumstick,
par ailleurs il est 3 "replication tardive" pendant 1la phase
préparant la mitose.

Femme et femelles normales
1 (X) actif plus 1 (X) inactif.
Homme et males (normaux)

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

(nombre de ¢B = nombre de X-1)

NYX = (n-1)cB ou ncR = (n + 1) X



. Femme et femelles normales : 2 X -~- 1¢cB (@YX &t 1cP}

. Homme et miles normaux : 1 X --- 0cB (eB™)

De 1'avis général, le pourcentage de cellules buc-
cales montrant un corpuscule de Barr typigue, 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 particuliérement
€levé : 30 3 70 p 100 chez la femelle
contre 5 p 100 chez le male.

I.2.1.5 - Technigue utilisant des cellules amniotiquoc
(15 76)
Elle est applicable & 1'homme et aux animaux.

1) - Matériel cellulaire

Le liquide amniotique est récolté soit

- sur une femme gestante 3 la 1%e semaine d'aménorrhZ=.

- sur des vaches gestantes sacrifiées par nécessité,
d 1'abattoir. Dans ce cas, le liquide amniotique est récolté
aprés 1l'éviscération, directement du sac amniotique.

- Sur des vaches gestantes, le liquide est obtenu par
amniocentése, effectué latéralement 3 la ligne blanche.

On préléve stérilement 30 3 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 3
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 1les lames pendant 5 mn en les plon-
geant dans une solution aqueuse 3 1 p. 100 de violet de
crésyl, On peut également utiliser du bleu de toluidine 3
1 p. 100 comme précédemment.

- Rincer i 1l'eau courante et laisser sécher.

3) - Résultats chez les animaux

- La chromatine sexuelle se présente comme une
particule identifiable bien contournée, intensément basophil:
collée 3 la face interne de la membrane nucléaire.

- 31 lachromatine est positive (¢B+) dans les propor-
tions de 60 i 90 p. 100, le produit est de sexe femelle.

- 3i la chromatine est négative (¢B~) ou si le taux

Ce test permet d'établir le sexe du veau avec

certitude dans 91 p. 100 des cas.

Par la détermination intra-utérine du sexe 3 1la
période foetale, c'est-3-dire pendant les deux derniers tiers
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de la gestation, on peut diriger le développement du foetus,
par une alimentation équilibrée riche en principes nutritifs
plastiques et énergétiques, particuliérement dans le cas ou

le foetus est male et provient d'une mére record, vu sa desti-
nation pour la reproduction.

REMARQUE

Mis 2 part les artéfacts (plicatures, encoches
nucléaires, amas bactériens) le corpuscule de Barr subirait
1'influence des administrations d'hormones sexuelles qui sont

administrées souvent & hautes doses chez les animaux.

Sa fréquence serait augmentée par les oestrogénes
et abaissée par la testostérone et la progestérone. (132)

I.2.2 - Technique d'étude du corpuscule fluorescent
Y, F. Body ou Y.Body (1)

Se servant de la technique de fluorescence misec
au point en 1968 par CASPERSON et coll. (34) ; PEARSON et
coll. (441), vont découvrir le corpuscule fluorescent Y.
Ils furent les premiers 3 observer un corpuscule fluorescent
dans les cellules interphasiques humaines mdles normales
colorées par la moutarde de quinacrine et deux corpuscules
fluorescenta dans les cellules interphasiques de sujets 3
caryotype 47,XYY. I1 apparut rapidement que chague corpuscule
fluorescent correspond 3 la fluorescence particuliére du
segment distal du bras long du gonosome Y. La mise en évidence
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 retiendronsici pour la description,deux variantes utilisées
au Laboratoire de Cytogénétique de 1'Université de DAKAR
(Sénégal) qui elles mémes d2rivent de la technique princeps dc
PEARSON (141)comme tous les autres procédé&s techniques.

Et pour ce faire elles reposent donc sur les principes
généraux suivants

*0Obtention 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 (Acebrinc-
Bayer de préférence)

* Lavage-ringage et montage

* Observation immédiate en lumiére ultra-violet,

Les modifications peuvent intervenir ( ), portant
essentiellement sur

- Le type de fixateur et la durée de fixation
-.La durée de séjour des préparations dans le fluorochrcne

- le temps de lavage et de rincage, de la composition
et du pH des liquides utilisés pour se faire.

I.2,2.1 - Procédés I (PEARSON) 1970 (Princeps)

- Fixer le matériel cellulaire par du méthanol absolu ou
de 1l'alcool-éther 3i.

- Plonger les lames dans le bain de fluorochrome
ici une solution aqueuse d'hydrochloride de quina-
crine ou acébrine-Bayer 38 0,5 p. 100 pendant 5 minutes.
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- Laver doucement perdant 3 mirutes & 1'eau du robinet.

- Rincer dans une solution tampon

Monter avec du tampon pH 5,5.

Examiner immédiatement au microscope & fuorescence &quipé de
fiT¢re variant welon le type d'appareil (lampe & vapeur de
mercure, filtre d'excitation BGq, ou BEz, filtre d'arrét 530 .,

I.2.2.2 - Variante technique de la technique de PEARSON

(utilisée couramment par nous) (1)

Sur un frottis sanguin trés mince ou autre matéricl

cellulaire,

- fixer avec du méthanol absolu pendant 5 minutes

- colorer pendant 5 minutes dans une solution aqucusc
Atébrine-Bayer 4 0,5 p. 100,

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

- monter dans le tampon

- observer et photographier comme 3 l'accoutumée.

I.2.2.3 - Résultats

Liobservation immédiate et attentive au microscope
3 fluorescence des préparations ainsi traitées permet de voir
dans un grand nombre de cellules humaines normales d'origine
masculine un corpuscule fluorescent brillant se caractérisant
par :
- sa taille environ 0,25 q
- sa fluorescence particuliérement vive par rapport

au fond nucléaire

- sa position parfois périphérique, mais le plus
souvent central voire "juxta~nucléolaire".



- 24 -

On observera dans chaque cellule autant de corpus -
cule Y que le sujet étudié possédera 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'existence éventuelle d'un marqueur hétérochroma:-
tique trés fluorescent (région péricentrique du 3 par

exemple).

I.2.2.4 - Signification du corpuscule fluorescent Y

Elle est la méme chez 1l'homme et les animaux.

On observe dans le noyau de chaque cellule autant
de corpuscules fluorescents Y (CFY) que le sujet examiné
posséde de chromosomes Y dans sa garniture chromosomique.

nY ---- n CFY

Un homme ou un male normal a 1 Y done 1 CFY
(homme : 46, XY : taureau 60,XY)

Une femme ou une femelle normale n'a pas de Y dunc
pas de CFY (femme : 46,XX, vache 60,XX).

I1 faut savoir en outre

- que l'appréciation de la taille du CFY dépend de 1la
race (par exemple le CFY des japonais 2zt surtout des sémites
est nettement plus gros, celui des négroides est plus petit,

et exige une grande expérience.
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- Qu'on devra se méfier de la possibilité de néyaux
faux CFY (4) du fait de l'existence de marqueurs autosomique:
eux-mémes trés fluorescents: 1'habitude, les renseignements
cliniques et une technique de coloration et d'observation
excellente permettent de contourner ces écueils,

I.3 - INTERETS CLINIQUES DES TESTS CHROMATINIENS

I.3.1 - En Mé&decine humaine

I.3,1.1 - Intéréts du test chromatinien de Barr

1) ~ Les anomalies rencontrées

Elles portent sur : la fréquence, le nombre de

c¢B typique et la taille du ou des cB observés.

a) - La fréquence

Le test chromatinien de Barr ne doit pas &tre

pratiqué pendant 1la 1ére quinzaine de vie extra-utérine

Les fréquences de ¢B inférieures 3 10% ou supé-
rieures d 30% doivent etre considérées comme anormales
(1 5 111 3 171).

* Une fréquence inférieure 3 10% correspond le
plus souvent 3 une anomalie non homogéne du nombre du
gonosome X, Il s'agit presque toujours de monosomie X ou
syndrome de Turner en mosaique (45,X0/U6,XX) (9).

* Une fréquence supérieure 3 3% doit faire suspec-
ter une garniture contenant plus de 2 X. I1 faut refaire unc
lecture attentive. Souvent, il s'agit d'un frottis plé&iocmor-
phe comportant & la fois des noyaux & OcB, des noyaux a
1 ¢B et un nombre trés variable de noyaux & 2 ou plus de 2¢B.
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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 ¢B

Elles sont regroupées dans le tableau n® 1 .

¢c) - Les anomalies de la taille du c¢B

L*appréciation de l'anomalie de taille d'un cB
exige une grande habitude. Outre les c¢B de taille normale,
on rencontre parfois de cB de petite taille ou de grande
taille,

~ un ¢B de petite taille signifie une délétion
d'un ou des deux bras du gonosome X : on parle de monosomie
partielle (Xp~ ; Qg™ ; X en anneau ou Xr). Le cB-Xr est plus
petit que Xq (-), lui-méme plus petit que Xp (-).
Tous correspondent 3 un syndrome de Turner.

- un cB de grande taille témoigne de l'existencs
d'une anomalie de la taille de 1'X en rapport soit avec unc
translocation (X,X) ou (X 3 autosome) ou un isochromosome X
généralement (Xisoq) 1l'autre isochromosome, isop donnant
un cB généralement de taille subnormale.

N.B : Lorsqu'un malade porte entre autres un X anormal, c'csv

toujours celui-13a 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 ¢B (-).
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a - Sujets ¢B ou ¢B (~)

Si c'est un homme » c'est normal (46,XY) le seul
diagnostic différentiel th&oriquement concevable étant 1la
monosomie X (45, 0Y), mais elle est 1éthale.

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

*¥Une monoscmie X : 45,X0 : syndrcme de Turner.

*Une délétion tellement importante de 1'X que le mnrceau
restgnt en s'inactivant réalise un micro c¢B non identifiabls:
46, XXp- ou H6 XXg-Xr, (variantes du syndrome de Turner).

Le syndrome de Morris ou du testicule féminisant femme

¢B (-) de bonne taille, au physique habituellement généreux,
souvent absence de pilosité axillaire et pubienne, mais surcvout
aménorrhée primaire. Le plus souvent en rapport avec un

défaut de sensibilité des tissus foetaux (absence de récoep-
teurs cytologiques des hormones androgénes) ou une inactivita
ou ure non production d'une enzyme essentielle de la 5 aré&ductnae
qul catalyse la transformation de la testostérone inactive on

5 o déhydrotestostérone active et la seule efficace sur la
masculinisation des voies génitales interncs et des organes

génitaux externes.

-~

b) - Sujets 3 ¢cB ou ¢B (+)

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

#3831 la fréquence de ¢B est inférieure 3 10%, il faut pengor
au syndrome de Turner en mosaique et demander les caryotypc=
lymphocytaires et/cu fibroblastiques (voir 2éme partie).
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*¥S1 le cB est de petite taille, il faut penser d unc
délétion de 1'X (Xp- ou Xg-) ou un X en anneau (Xr).

Notons que le bras "q" étant 1légérement plus lon.
que p, et (¥r) résultant d'une double délétion (Xp~) (Xg~)
le cB (Xr) est plus petit que ¢B (Xp~): tous correspondent 2
un syndrome de Turner mais avec des compocsantes somatiques
ou génitales variables.

Si on est en présence d'un retard pubertaire, ou d'une
puberté retardée, avec des troubles menstruels inexpliqués
chez un sujet du sexe féminin - - obése, caractériel et pré-
sentant des anomalies osseuses, il faut demander un test

L

chromatinien & la recherche d'une anomalie en excés du nomir
de gonosomes X : triplo X ou autres (cf. tableau).

----- Chez 1'homme, c¢B (+) a deux significations essentiellie-
ment :

“* gvant tout le syndrome de KLINEFELTER et ses variantos.
I1 s'agit de dysgénésies gonadiques avec ccmme signe constant
une azoospermie sécrétoire en rapport avec une hyalinose
testiculaire "Sertoli-Cells"-Only-Syndrome" responsani
d'une stérilité masculine primaire et définitive.

Au deld de 2 X, 2 l'aspect typique fait de : grando
taille, maroskélie et aspect gynoide, s'ajoute une dysostos:
et une débilité mentale dont 1'intensité est en rapport dir.ct
avec le nombre d'X supplémentaires,

xsecondairement, il peut s'agir soit d'un homme XX
dérivant vraisemblablement d'1 oceuf 47, XXY avec perte secor-
daire de 1'Y aprés différenciation testiculaire 3y soit d'un
homme XX avec translocation sur ou insertion dans 1'un dcs
du segment péricentrique de 1'Y, celui-l13 meme qui porte ic.
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TABLEAU I - Récapitulatif des principales anomalies goncsomiques
dépistables par leées tests chromatiniens.
Fluo.del'Y| CARYOTYPE REMARQUES f
OCFY 46, XX Femme normale
QOCFY 45,X0 Syndrome de TURNER
1CFY 46,XY Syndrome de MORRIS
OCFY 47, XX Triplo X
OCFY 48, X0xx Tetra X (rare}
ocfy 49, XXXXX Pentaplo X (ra e)
46,XXr ou Variantes aneusomiques di syndrome
OCFY 46 ,X¥g- ou :
46,XXp~ ou de TURNER
46, Xxis0g TURNER-LIKE
ou ;
46,XX,t Syndrome polymalformatif variable F (autoscme!
(x ¢ aute)
oCcB 1CFY 46, xY Homme normal
ICB 1CFY 47,XXY Syndrome de XLINEFELTER
1CB OCFY 46 ,%XX KLINEFELTER~LIKE
2cB {CFY ‘ 48, XXXY VARIANTES DU SYNDROMES DE
3CB ICFY 49, XXXXY KLINEFELTER
4CB 1CFY 50, XXXXXY
ocs 2CFY 47,XyY Sujet diplo. Y
ocB 1 microCFY 46 ,XYiso(~) Délétion du bras long de l'y
i
OCB 1 macroCFY 46,XYisog Isochrome Yq
1 ou
46, xY,t (YqYq) Translocation par fusion centrique
de dkux Y.
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génes de différenciation testiculaire notamment celui codunt
pour la synthése de 1'Ag HY. Du reste, ce sont des sujets
klinefelter)like (gynécomastie, atrophie testiculaire, stéri-
1ité primaire).

3) - Intéret clinique de la fluorescence de 1'Y,

Cette technique a un triple intérét

a - Elle permet une approche directe du gonosome Y sans
avoir recours d'emblée au caryotype (plus long 3 établir et

plus onéreux).

b - couplée avec le test chromatinien de Barr, elle
permet d'étre informé sur 1l'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 dysz&-
nésies gonadiques, des ambiguités sexuelles, des hermaphr- -

dismes et pseudo-hermaphrodismes.

¢ - elle permet, enfin, le diagnostic prénatal du sexc
foetal 3 partir des cellules d'1l foetus au morphotype inconnu
ou non diagnostiqué par 1l'échotomographie (cellules amnicti-
ques). Diagnostic du sexe foetal d'autant plus intéressant
qu'un ou les deux parents sont porteurs d'un géne délétere
1ié au sexe.

I.3.2 - En médecine vétérinaire

Les tests chromatiniens, en plus de la détermina-
tion intra-utérine du sexe (cf 76 ), se révélent &tre des
moyens trés pratiques d'investigation en Médecine véteri-
naire, surtout lors du dépistage de 1l'intersexualité chez
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les espéces domestiques. L'intersexualité, caractérisée par

la coexistence chez un méme individu, d'attributs des deux
sexes, sera &tudié dans le cadre général des anomalies chromo-
somiques. Les tests chromatiniens permettent de déterminer

le sexe génétique. Ce domaine est trés riche en exemple,

et concerne presque toutes les espéces domestiques

1) - Le syndrome de Klinefelter

- Chez le chat

Le cas le plus caractéristique est celuil des chatr
males tricolores (&caille de tortue). Dans cette espéce sculur
les femelles hétérozygotes peuvent présenter une robe trico-
lore. Le male, hémizygote pour X, ne peut &tre que bicolore.
Chez ces sujets anormaux on a

39,XXY (au lieu de 38,XY) avec chromatine
sexuelle positive (1273 17 ; 19 3 131 ; 132).

- Chez le bélier : 55, XXY ( et coll. 1969)
- Chez le bouc : 62,XXXY
63, XXXXY (GLUHOVSCHI et c0l11.1973)

- Chez le pore : 39, XXY (HULOT, 1969 (107
(GLUHOVSCHT, 1973) ( )

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

~ Chez le chien (CLOUGH et coll. 1970) (12 ; 13%2)
(HARE et coll. 1966) (4o

- Chez le cheval : 66, XXXY (GLUHOVSCHI et coll.
1975) (29)
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2 - Le syndrome de Turner

- Chez le porc : 37, X0 (GLUHOVSCHI et coll. 1975)

- Chez la vache : 61, XXX (RIECK et coll. 1970 ;
1973) (19)

- Chez le chat
mosaique XY - XYY (LOUGHMANN et FRYE, 1974(12)

3 ~ Intersexunlité genadique ou hermaphrodisme vrai

- Chez le porc : 39, XXY ovotestis avec sexe
chromatinien femelle., (GLUHOVICHT
et coll, 1970 (12) ; JOHNSON c%
coll. 1958 (12).

- Chez le cheval : ovotestis avec sexe chromatinic:
femelle.

(GRANZ et WIDMAIER ; 1960) (1 )

- Chez le chat : phénotype male avec testicule
d'un coté et ovaire de l'autre.
Présence de la chromatine sexucllec
et mosalque gonosomique 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 animalz,
aux données anatomiques,
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1.4 -~ CONCLUSICN PARTIELLE "

I1 ressort de ce qui précéde, unc grande effica-
cité des tests chromatiniens, notamment le test chromatinien
de Barr et 1'étude de la fluorescence de 1'Y. 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 testspeuvent
fournir des renseignements précieux aux pédiatres, aux endo-
crinologues, aux psychiatres, aux gynécologues etaux urologue:,
aux vétérinaires, cliniciens,zootechniciens et aux sélecti n-
neurs, pour ce citer que ceux-1a. Si le Drumstick n'est pas
toujours significatif et la fluorescence de 1'Y trés onéreus:
le test chromatinien de Barr est une technique de choix nnur
le dépistage des ancmalies du chromosome X,principalement
celui du syndrome de Turner (45, XO) et ces vatiantes (mosaf:
ques ; 46, XXq-, 46, XXr) dont le diagnostic précoce dans la
prime enfance permet une thérapie assez spectaculaire, bien
que ne résolvant pas le probléme fondamental de la stérilit#
primaire, puisque tous les signes psychosomatiques sont atti-

nués sinon annihilés (1;9 ;60 ).

En Afrique, toute promotion de la cytogénétique
médicale doit commencer par 1l'étude chromatographique, pour,
dés que les conditions d'équipements matériel et humain le
permettront, se poursuivreavec 1'analyse du noyau mitotique
le caryotype qui est, du reste, l'objet de la 2&me partic de
ce chapitre,
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11 - LES TECHNIQUES DU CARYOTYPE

——— ———

Les techniques d'étude du caryotype sont trés
nombreuses. Presque chaque laboratoire dispose aujourd'hui
de sa propre technique. Mais malgré cette diversité, toutes
les méthodes d'analyse reposent sur un gertain nombre de
principes ( ).

C'est de parleur respect strict que 1l'on peut aboutir aux
renseignements souhaités, sur le nombre, la forme et la
structure des chromosomes.

IT.1 - LES rniNCIPES GENERAUX DE L'ANALYSE CARYOTYPIQUE

Les techniques de 1'étude du caryotype doivent
satisfaire i quatre impératifs (LEJEUNE et coll. 1960) ( ) :

Obtention de cellules en division présentant une disper-
sion correcte des chromosomrs (afin de pouvoir les compter),

Traitement entrainant 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 meémm point,

Coloration révélant au mieux la forme et la structurec
des chromosomes (afin de les analyser et classer).
C'est 3 ce prix qu'une technique peut fournir le maximum de
renseignements souhaité&s sur le nombre, la forme et la
structure des chromosomes.

IT.1.1 - OBTENTION DE CELLULES EN DIVISION : LA CULTURL

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 prolifération naturelle, notarmmert
le tissu testiculaire, le tissu hématopoiIétique (la moélle

osseuse)

Le tissu conjonctif (fibroblastes) et les lymphocytes
circulants.
Quelque soit le mode de culture, deux possibilités s'offrent

4 nous pour accumuler les mitoses :

80it obtenir une "vague" de mitoses en contrdlant le
milieu de culture, ce qui permet d'observer des mitoses

normales (techniques délicateg).

soit bloquer 1l'anaphase pour accumuler des figures
métaphasigque~ ~» utlisant l'action mitostatique de la colchi-~

cine et de ses dérivés. ( )

L'adjonction de colchicine est indispensable dans les
cultures peu fécondes (sang et mojelle osseuse 3 court terme):
par contre, lorsque la croissance cellulaire est intense
(culture de fibroblastes) il deyient possible d'étudier les
stades précoces (prométaphase) et d'é€liminer 1l'action propre
de la colchicine sur les chromosomes euX-mémes. En effet
l'action mitostatique de la colchicine n'est pas restreinte
d la seule inhibition du fuseau achromatique, mais elle
provoque également une anomalie des chromosomes eux=memes
(AMAROSE, 1959) ( ) et un trouble du rythme de 1la syntheéce
de 1'ADN (LIMA DE FARIA et BOSE, 1962) ( ). Parfois on peut
avoir une sé€paration préanaphasique des centroméres, voire
une fragmentation des chromosomes. L'usage de la colchicine
doit @tre évité dans tous les cas ou l'efficacité de 1la
technique autorise & n'y point recourir.

IT.1.2 - Dispersion des chromosomes : le choc hypoto-

nique.

Pendant longtemps, il fut difficile de dénombrer
les chromosomes & cause de leur enchevetrement comme les
piéces 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 3 satellite entre eux, l'appariement somatigue
possible des homologues ou méme une structure spatiale
caractéristique de la plaque équatoriale. BURTON, DAVID et
coll. (19€3) ( 1) pensent qu'il y a une tendance i l'asso-
ciation entre les chromosomes homologues, surtout dans les
cellules féminines. De leur ¢3té 0.J. MILLER et coll.
(1963) ( 1 ) considérent que certains chromosomes ont une
tendance 3 se trouver plus frégquemment que d'autres a la
périphérie des figures mitotiques, aprés dispersion des
chromosomes. Quant 3 TURPIN ; LEJEUNE et coll. ; ils penseant
que le choc hypotonique doit @etre modéré pour éviter de
perturber la structure méme des chromosomes.

IT.1.3 -~ Traitement des préparations

Toutes les méthodes de dispersions et de fixation
actuellement en usage sont efficaces mais non équivalentes.

Dispersion = La "squash-method" ou technique d'écrasemsnt
présente des avantages certains sur le choc hypotonique
(intégrité chimique des chromosomes) mais également de grav:s
inconvénients (déformations mécaniques et surtout, perte

de chromosomes),

Les difficultés de fixation et coloration peuvent étr=
résolues d'un seul coup par l'emploi de 1l'orcéli .e-acétique,
mais les préparations sont instables, quoiqu'un artifice di
& HSU et GILL ( 109), permette de les rendre permanentes.

Par ailleurs, le contraste entre les chromosomes et le suc
nucléaire laisse 3 désirer et 1'individualisation des



satellites est souvent insuffigante. Pour ces raisons, TURF [k
et LEJEUNE pensent "qu'il est impératif d'obtenir des prép:
rations d'emblée et une différenciation des chromosomes par
hydrolyse pré&alable du cytoplasme. Bien sir,6les techninues

de marquage chromosomique constituent le meilleur artifice
permettant actuellement une analyse plus précise des chrow.
somes.

Enfin, l'aplatissement des préparations par simple séchage

4 1tair 1libre ( 41 ) donne toute satisfaction et reste l¢ point
commun de la plupart des techniques d'études du sang paript

rique.

II.1.4 - Observation, photographie, montage et analyse

du caryotype

Les préparations chromosomiques ainsi obtenues
doivent etre méthodiquement exploitées. Cette exploitaticn

comportera

————— coloration ou traitements standards ou spéciaux
----- 1'obgervation des bonnes métaphases

----- la prise de vue, le développement du film et le tiraze
sur papier.

----- le découpageet 1e classement des chromosomes métapha-

sigqueset leur montage.

4
iRV

----- enfin 1'interprétation clinique du caryotype qui s
le stade qui offre le plus d'intérét au clinicien.



IT.2 - LES TECHNIQUES D'OBTENTION DES PREPARATIONS
CHROMOSOMIQUES (60)

LLes préparations chromosomiques peuvent &étre
obtenues directement en faisant appel 3 des tissus spontané-
ment en division (mo&lle osseuse, tissu testiculaire, tissus

néoplasiques etc...) soit en ayant recours 3 la culture de
cellules (lymphocytes,fibroblastes, cellules amniotigues etc,.)

De nos investigations bibliographiques, 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
tache fastidieuse et inutile, dans le cadre de ce travail
nousn'enretiendrons que les principaux et dans une large
mesure celle en usage au laboratoire de cytogénétique de
1'Université de DAKAR.

IT.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 1la
technique initiale de MOORHEAD et coll., il existe un trés
grand nombre de variantes qui s'équivalent dans 1'ensemble.

Au laboratoire de DAKAR il est utilisé avec succes
deux macro techniques : 1l'une pour 1'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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IT.2.1.1 - La technique d'&tude des chromosomes humain-

1 - Le prélévement

Le prélévement est certes avec la culture,
l1'étape la plus importante, pour l'obtention d'une carte
chromosomique. Aussi le respect de certaines régles est-il
nécessaire notamment dans des conditions d'aseotie absolue.
Ceci afin d'éviter la multiplication de germes banals lors
de la mise en culture. Car d'une fagon générale, 1'échec des
cultures peut @tre attribué essentiellement 3 la toxicit?

ou i la contamination du milieu.

Ceux modes de prélévements peuvent étre employ2s ;
le microprélévement de sang capillaire et le prélévement

veineux.

a) - Micro-prélévement de sang capillaire

Réalisable au Laboratoire sur les humains et parti-
culiérement chez les nourrissons. Une pulpe digitale ou le

- -~

talon est désinfecté 3 1'alcool i 70°, puis & 1'éther. Apré:
séchage, une scarification est effectuée 3 1l'aide d'un vacci-
nostyle. Le sang est recueilli 3 la pipette Pasteur et dirce-

tement .ensemencé& dans le milieu.

b) - Prélévement veineux

Cette méthode permet de faire dee prélévements

hors du laboratoire, réalisable sur les adultes.

La région ol doit s'effectuer le prélévement «st

soigneusement lavé& d l'alcool i 60°-70°,



Si le prélévement est réalisé 4 la seringue,
1'aiguille, aprés ponction est laissée en place avant 1'adan-
tation de la seringue, de maniére 3 ce qu'elle soit lavée
par le sang qui s'écoule. Ceci afin d'éviter la pénétration

d'alcool, a effet anti-mitotique, dans le sang. Ne jamais
utiliser ni de 1'alcool absolu ni de 1'alcool iodé.

~

Le prélévement (5cc 3 10cc de sarg) est placé
dans un flacon stérile contenant de 1l'héparine. séche (100 UI)
ou gardé dans la seringue, rincée au paravant 3 1'héparine

liquide.

Le flacon a 1l'avantage de permettre l'expédition
facile du prélévement., Il est encore plus aisé d'utiliser des

tubes varuitainer héparinés.

Le temps de latence entre le prélévement et 1la

mise en culture doit &tre le plus rapide possible, mails peut
atteindre une semaine, en moyenne 4 3 5 jours et de
préférence 2 une température légérement supérieure 3 0°C.
On obtient aussi d¢ bons résultats avec des températures de
conservation comprises entre +4°C et 20°C. Les conditions de
transports dans nos régicns chaudes obligent 3 une surveil-
lance redoublée du mode d'emballage protcecteur.

2 - La culture

Signalons encore une fois que le prélévement et
la culture cellulaire sont des étapes importantes dans toute
technique d'établissement du caryotype * pas de mitose pas de
métaphase ; sans cellules métaphasiques, pas de caryotype.
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a) - Le matériel

- I1 faut disposer d'une étuve maintenue & 37°C.

- les cultures sont effectuées dans des tubes de verre
ou de plastique stériles ayant une contenance de G 3

10 ml, munisd’un bouchon 3 vis et présentant un méplat
afin de pouvoir &tre diBposés horizontalement dans

1'étuve.

Le tube Rossignol a l'avantage d'avoir un fond conigur
ce qui évitera de faire des opérations de transvase-

ment pour les centrifugations.

b) - Le milieu de culture

--- Plusieurs milieux de culture sont actuellement utilisfe.
Nous employons au laboratoire de cytogénétique de DAKAR

soit le TC 199 de 1'Institut Pasteur

soit le RPMI 1640.

Le milieu est composé& comme suit

TC 199 ou RPMI 1640 avec antibiotiques (pénicilline;
100 UI/ml; streptomycine : 100 ug/ml) = 6 ml.

Serum humain du groupe AB stérile ou du serum de Veau
foetal stérile = 2 ml, L'expérience a montré que tout
gérum Rh (+) de tout groupe peut &tre utilisé sans
dommage.

Le sérum est 1'd18ment Ye plus significatif d'un milieu de
culture. On peut,si nécessaire, utiliser du sérum auto-

logue,

Phytohémagglutinine cu PHA-C (I.B.F.) ou PHA-P (Difcc)
0,05 ml.



T

La PHA est au paravant réhydraté 3 la concentratinn
finale de 1,5%. Elle est utilisée comme démarreur des mitos=s,
Sous son action, les lymphoblastes issus de lymphocytes
périphériques, commencent 3 se diviser aprés un temps de
latence de 30 & 36 heures. TLa PHA est donc un inducteur de
la transformation lympheblastique et des mitoses. Son bon
emploi dépend de son dosage. Dans certains cas on peut &tre
amené & employer d'autres lectines comme la concanavaline A

(Con A)et pokeweed mitogen,

L'héparine 8 raison de 100 UI. Ceci pour éviter toute
coagulation possible durant toute la période de culture
coagulation, qui peut &tre provoquée par le pouvoir

agglutinogéne de la PHA.

¢) - La mise en culture

Le sang total est ensemencé i raison de 0,5 ml par tube
chez le grand enfant et l'adulte,ou de.O,Uml, chez le nourrisscon.
Rappelons que cette &tape doit étre faite avec les précautions

d'aseptie absolue,

Les tubes de culture (du type LEJEUNE) sont placés hori-
zontalement dans 1'&tuve & 37°C. L'incubation a lieu en réglec
pendant 72 heures, mais peut &tre prolongéc 24 heures de plus
sans inconvénient. Elle peut étre raccourcie également de
24 heures si 1l'on veut analyser les mitoses de premiéres
générations. Dans ce cas, la quantité de mitosec recueillice
est beaucoup moindre. L'expérience nous a montré 3 DAKAR que
dés 1la 568 heure on a des mitoses en nombre suffisant et de

qualité satisfaisante,

I1 faut veiller 3 ce qu'au moment de la mise en culture,
le pH du milieu soit compris entre 7,2 et 7,4. 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

a) - Accumulation des métaphases

Une heure et demi 3 deux heures avant la fin de
la culture, les divisiong sont arrétées par 1l'addition dars
chaque tube de 0,1 ml d'une solution de colchicine a 4 ug/ml.

Les tubes sont remis & 1'&tuve & 37°C.

b) - Traitement hypotonique

A 1la fin du traitement par 1la colchicine, les

tubes sont centrifugés (5mn 3 110g ou 800 tours/mn) comme

toutes les centrifugations suivantes.

- Le surnageant est rejeté par aspiration 3 la pipette
Pasteur, ou vite rejeté d'un geste franc.

-~ Aspirer le culot pour homogénéiser, en allant jusqu'su
fond, et rejetepr doucement le long de la paroi du tube.

- Les tubes sont alors remplis (8 3 10 mn) du milieu

hypotonique suivant, maintenu a 37°C .

Serum humain groupe AB ou serum de veau foetal

1 volume

Eau distillée stérile : 5 volumes,

Nous avons parfois utilisé avec succés comme
solution hypotonique du K¢l 0,075 M 3 37°C,

- Le culot est soigneusement remis en suspension

par aspiration et refoulement 3 la pipette Pasteur, sans
provoquer la formation de bulles d'air,
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- Les tubes sont ensuite 3 nouveau remis 3 1'étuve

(37°C) ou dans un bain marie (37°C) pour 7 3 10 mn.

Toutes ces manipulations de mise en choc hypotonigu:

ne doivent pas dépasser 1 mn pour chaque tube,

¢) - La fixation

Pendant qu'agit le choc hypotonique, préparcr
extemporanément le 1ler fixateur (CARNCY II). Le milieu hyno-
tonique est décanté par centrifugation et le surnageant rejet?
par aspiration & la pipette Pasteur ; toutefois, une hauteur
de 2 mm de milieu est laissée au-dessus du culot cette couchc
supérieurc est riche en leucocytes, Délier et homogénéiscr
délicatement, d'abord sans fixateur selon les mémes minutieuces
manipulations (en tournant autour de la paroi, rejeter en

remontant).

- Le premier fixateur est alors ajouté : ajouter
initialement 0,5ml de fixateur ou 2 & 3 gouttes le long de
la parois du tube. Le mélange doit pratiquement se fairc dans
la pipette. Les cellules sont soigneusement mises en suspen-
sion par quelques aspirations et expulsions lentes dans 1n
pipette. Compléter ainsi, en 3 fois, jusqu'id 5 ml environ de
fixateur. I1 est trés important d'éviter la formation de
toute bulle.

Cette manipulation provoque la rupture des hématies
et la libération de 1'hémoglobine. (Coloration brundtre de

la suspension).

- Les tubes sont laissés pendant 15 mn 3 la temnérn-

ture ambiante.
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~ Composotion du CARNOY II

1 - Acide acétique : 1 volume
2 = Chloroforme : 3 volumes
3 - Ethanol absolu : 6 volumes,

(Tous les réactifs sont du degré de degré de

pureté "pour analyse').

Le deuxiéme fixateur (CARNOY I) peut &tre préparé
en méme temps que le CARNOY II, ou pendant que celui-ci agit.

_ - Les tubes sont alors centrifugés et le premier fixa~
teur ast rejeté 3 la pipette Pasteur. Homogénéiser doucement
(tourner et aspirer une fois).

Ajouter au culot 1 4 2 ml de fixateur II, remettre le culot

en suspension avec les précautions habituclles.

Compasition du CARNOY I

1 - Acide acétique : 1 vol,

2 -~ Ethanol absolu : 3 vol.

La durée de cette seconde fixation est de 25 nmn
au moins, 3 la temparature ambiante, mais peut €tre prolongée
sans inconvénient de quelques heures, permettant ainsi, si
besoin, de différer 1l'étalement d'un jour 3 l'autre.

d) - L'étalement

Les lames auront &té préparées, au préalable, de

la fagon 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 scigneusement en les frottant une a une
entre le pouce et 1l'index sous l'eau courante.
Reprendre cette opération 3 fois mais sans eau
distillée de facon 3 ce qu'un film d'eau puisse se
maintenir parfaitement dessus., Elles sont ensuite
placé&es dans un Bécher d'eau distillée et mise 3 la
température de la glace fondante,

-Les tubes sont centrifugés et le fixateur est en
partie rejeté : on laisse une quantité variable selon 1'impocr-
tance du culot (en moyennee¢: 5 3 6§ mm au-dessus de celui-ci
Les cellules sont remises en suspension dans ce volume.

Cette suspension est reprise 3 la pipette Pasteur ; on laisae
tomber d'une hauteur de 3 3 4 e¢m, l'une i cOoté de 1l'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 jusqu'i Zpuisement de la suspension (en moyenne,

six lames par tube peuvent &tre ainsi obtenues). On laisse

les préparations soit - sécher spontanément 3 1'air ou en
goufflant doucement sur la surface 3 1'aide d'un séche cheveux

soit sécher 3 la flamme,

On peut &galement retirer les lames de 1l'eau dis-
tillée, les laisser égoutter puis les placer dans de l'alcool
méthylique & 60%-70%. Retirer la lame de 1l'alcool et y
déposer IT oy ITIgouttes de cellules en suspension, et faire
passer celle-ci rapidement dans une flamme.
Les préparations ainsi obtenues peuvent &tre ensuite, soit
simplement colorées au Giemsa, soit traitées pour obtenir

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

animaux domestiques. ( {1 )

Cette technique est trés voisine de la précédente.
Toutes les précautions énoncées e¢i-dessus (aseptie rieoureuse,

minutie dans la manipulation) sont 3 respecter.

a) - Le prélévement

La région ol doit s'effectuer le prélévement est
soigneusement lavée 3 1l'alcool & 60°-70°. La tiche est beau-
coup plus difficile sur les animaux, 2 cause de leurs poils
(source évidente de souillure) et de leur contention (qui
nécessite un personnel humaif disponible). Rézliser, autant
que faire se peut, un prélévement stérile. Nous employons rlus
couramment les tubes 3 prélévement "vacuitainer™ mod&les

héparinés.

Le prélévement ne présente donc aucune particula-
rité. Cela mérite d'étre connu des cliniciens susceptibles
de fournir des cas cliniques au laboratoire de cytogénétique,

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

et 1'3ne.

Prélever au niveau de la veine jugulaire, 10 7 20
ml de sang voir méme 80 ml (selon que 1l'on désire ou non

obtenir du sérum isologue, c'est-3-dire du sérum animal utilis®).

2 - Chez le porc

Les prélévements de sang chez le porc posent un
probléme pratique, en partizulier lorsqu'il est nécessaire de

recueillir plus de 2 ml. La prise de sang 3 la veine thora-

cique interne est relativement simple et rapide, quelle que
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Tableau n° 2

: Particulirités de 1 analyse

les animaux domestiques.

chromosomigue 3 partir des lymphocytes, chez

Mise en culture

e . Prctocole Accumulation des Choc hypotonique ! Fixation
{ Espéce e Mitoses i
- M, 199 : 65 p. 100 - incubation : 72h 2 37°C Kel 3 0,56 p. 100 carnoy I :
- Sérum EFovin 25 p. 100 - colchicine : 0,05 ug/ml 15 mn  pendant 30 mn
Bovin et -Ir'A (,5m/10 ml ' a 37°C ?
ovin .
caprin - Salg total : 1,5 ml/10 ml |
- TC 199 70 p. 100 - incubation : 60-T2h Kel 3 0,7 p. 100 i carnoy I ou II
oz . = or_ o i
rum 5 p. 100 3 37°C-38,5°C 15 mm 3 37°C ou | pendant
Porcin - PHA : IV gouttes - colchicine : 0,8 ug/ml 38,5°C i 30m
~ Sang total : 0,25 ml ] |
- ™ 196 : 75 p. 100 - incubation 72 h a 37°C citrate de sodium , carnoy I
- 3rum : 25 p. 100 - colchicine : 375 /10 ml 10 mg/1 ml eau dist. 1 pendant
Equin - PHA : IV gouttes 15 mn 3 37°C i 45 mn
- 3ang tctal : VI gouttes i
- TC 19% : 75 p. 100 - incubation : 72 h cf Humain - carnoy II
Chien -~ Sérum : 25 p. 100 a 37°C 15 32 20 mn 3 37°C pendant
et - PHA : 0,5 ml/10 ml - colchicine : 4 pe/ml 30 m
Chat - Sang total : 2 ml/6 ml
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soit la taille de 1l'animal, toutefois, dans ce dernier cas_
la quantité de liquide prélevé est réduite. On peut, par
cette méthode, obtenir 6 3 10 ml de sang. (25)

La prise de sang peut également &tre effectuée

au niveau de la veine cave antérieure (sous anesthésie)
méthode 3 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 prélévement peut s'effectuer 3

- la veine sous-cutanée antérieure de l'avant-bras, ou
- la veine saphéne du membre postérieur, ou

-~ la veine jugulaire (chez le chiot).

b) - Technique de culture

Elle dérive de celle utilisée pour le matériel
sanguin humain. Les particularités vétérinaires sont regrou-

pées dans le tableau n° L3 .

I.2.2 - A partir des fibroblastes

Pour le travail de routine, du diagnostic cytogé-
nétique, la culture du sang périphérique est slirement, la
méthode de choix, étant plus rapide et plus simple que la
culture de fibroblastes. Cependant, dans certaines situation:,

la culture de fibroblastegjest indispensable

- La confirmation d'un nouveau type ou un type inattendu

de caryotype, mis en évidence par 1l'examen des lymphocytes.
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-~-- 1le diagnostic des mosaiques, quand il est nécessaire

d'examiner plus d'un tissu.

---- 1le contrdle de la normalité du caryotype, quand une
anomalie est trouvée dans le sang périphérique ou dans 1la
moélle osseuse d'un sujet porteur d'une maladie du systéeme

réticulo-histiocytaire.

-~~~ 1la détermination du caryotype d'un embryon ou d'un
jeune polymalformé, aprés le décés, avant l'examen des chromo -

somes lymphocytaires.

L'expérience a montré que les caryotypes obtenus par

la culture de fibroblastes sont fiables 3 plusieurs égards :

- les chromosomes demeurent intacts aprés 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. 196Ly,
(1), des cldnes cellulaires présentant une anomalie cytogéni-
tique peuvent 2@tre trouvés. Toutefois, dans ces conditionsg,
les chromosomes des fibroblastes peuvent ne pas réfléter 1la
situation in vivo parce qu'il peut y avoir une sélection de
types cellulaires particuliers ., Cette technique n'est pas
pratiquée en routine 3 DAKAR. Nous rapportons ici la techniauc
utilisée avec succés d 1'Institut de Progenése de PARIS

LEJEUNE, DUTRILLAUX, COUTURIER % ).

I.2.2.1 - Le prélévement

Les biopsies cutanées sont la source la plus habi-
tuelle de fibroblastes pour l'obtention de cultures cellula .~ 3
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en vue de la détermination du caryotype. Cependant, des
fragments de nombreux autres tissus (aponévrose, muscles,
reins, gonades...) peuvent étre aussi utilisés pour initiev

des cultures cellulaires.

Toutes les manipulations décrites doivent @tre,

bien entendu, effectués stérilement.

a.l - Nettoyape de la région choisie (habituellement 1o

face interne des membres) 3 1'alcool & 70° puis 3 1'éther

a.2 - Infiltration sous-cutanée de xylocaine a 1 p., 10C.
Attendre l'installation de l'anesthésie.

a.3 - Prélévement 3 1l'emporte-piéce de 4 mm (une prcfon-
deur de 1 mm est suffisante). Saisir 3 la pince le frasment
détaché et couper le pédicule le retenant au tissu sous-

cutané, de sorte 3 emporter le derme.

Le préleévement fait, tamponner 3 la compresse, le léger é&cou-
lement sanguin pouvant se produire : rapprocher les deux
lévres de 1l'incision 3 1'aide de "steri-strips" et fairc

un pansement légérement compressif qui sera laissé en nlace
une semaine.

En général, la cicatrisation est trés rapide.

Le orélévement peut &tre aussi effectué au bistouri : un
petit bourrelet d'épiderme fermé par une pince est découp#
au-dessus de celle-ci sur une hauteur de 1 mm et une longusur

de 2 mm.

a.4 - Placer les fragments, ainsi recueillis, dans des
tubes stériles contenant du milieu de culture ou une soluticn
saline équilibrée (solution de Hanks, par exemple).



b - Etablissement de la culture

b.1 - Réalisation des explant

Quel qufait été le mode de prélévement, la mise
en culture et les diverses manipulations sont réalisées

selon un protocole identique.

L'échantillon est placé& dans une boite de Pétri,
avec une petite quantité de milieu de culture. Il est ensuite
découpé en petits fragments cubiques de 0,5 mm de cOté envi-

ron, a4 1l'aide d'un scalpel.

b.2 - Mise en culture

Dix de ces fragments environ, sont transférés, 3 l'aide
d'une pipette Pasteur, dans un flacon plastique de 25 cme

ol ils sont réguliérement répartis. On ajoute alors la quai-
tité de milieu de démarrage juste suffisante pour baigner
les explants, sans le faire flotter ( soit environ 0,7 ml

par flacon de 25 cm?2).

Milieu de démarrage

- milieu de Eagle MEM i 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).

Chaucwe flacon est gazé (de maniére que lors des
étapes suivantes) avec un mélange air 95 p. 100, COp 5 p. 103,

hermétiquement fermé, et mis & 1'étuve & 37°.
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Au bout de deux jours, les explants doivent
adhérer au fond du flacon ; le milieu est retiré et remplac?
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, dés que la multiplication cellulaire
est active (virage rapide du rouge de phénol au jaune), le
milieu de démarrage est remplacé par le milieu de croissance.

Milieu de croissance

- milieu de Eagle MEM 3 base Earle 90 p. 100
- sérum de veau foetal = 10 p. 100

- antibiotiques (comme milieu de démarrage).

Fréquemment, la premiére pousse cellulaire, &
partir de biopsies cutanées, est de type épithélial. Il a
été remarqué gue, bien que rarement trés génante, celle-ci
pouvait &tre évitée par une mise en culture différée des
biopsies : une attente de 3 3 4 jours d + 4°C dans le milicu

de culture donne de bons résultats.

Lorsque l'auréole de croissance est suffisante
(généralement entre la 28 et la 3%& 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 : aprés rejet du milieu, le flacon est d'abord, rapi-
dement rincé par une solution de trypsine & 0,2 p. 100,
ensuite, 1 ml de la solution de trywmsine est ajouté et le

flacon est remis 3 1'étuve.
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Solution de trypsine 4 0,2g/100 ml.

- trypsine (1/250 Difco) : 0,2g
- milieu Eagle MEM : 100 ml

~ ajuster le pH 3 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 ect
jugée satisfaisante (en général au bout de 5 minutes), 5 ml
de milieu de croissance sont ajoutés. Un pipetage énergigue
est effectué afin d'achever la dissociation des cellules et
d'assurer leur répartition. La confluence est le plus souvunt

atteinte dans les 72 heures.

c) - Divisions de la culture (passages)

Lorsque la confluence est atteinte, le flacon est
trypsiné comme ci-dessus mais quand le décollement des cellu-
les est complet, l'action de la trypsine est neutralisée 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 cm2).

Le milieu est renouvelé deux fois par semaine
(6 m1 pour les flacons de 25 cm2, 18 ml pour ceux de 75 cm<).

Lorsque la confluence est a nouveau atteinte, une
nouvelle division de la culture est 3 effectuer.
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d - Préparations chromosomigues

D&s que l'on a obtenu deux flacons de 25 cm2, 1'un
peut étre destinéd 3 la détermination du caryotype, l'autre

permet tant de poursuivre la culture de la souche.

La récolte des cellules est effectuée de préférernce

le lendemain d'un passage.

Un volume de 0,1 ml d'une solution de colchicine
4 4 ug/ml est ajouté dans le flacon.
Deux heures aprés, le milieu de culture est récupéré dans
un tube & centrifuger de 10 ml, et les cellules adhérant au
flacon sont trypsinées 3 37°C par addition d'1 ml de la solu-
tion de trypsine. Lorsqu'elles sont bien individualisées,
la suspension est reprise & la pipette Pasteur et transférée
dans le tube a centrifuger.

Les étapes suivantes : choc hypotonique,fixation,
étalement, sont exactement identiques 3 celles de la techni-

que utilisée pour les lymphocytes sanguins.

Cette technique donne d'excellents résultats, tant
en ce qui concerne le nombre de mitoses, que leur qualité.
En principe, un petit fragment entour#é, prélevé stérilement,
permet d'obtenir en une quinzaine de jours, plusieurs centai-

nes de métaphases d'excellente qualité.

IT.2.3 - A partir des cellules amniotiques

Cette technique est utilisée : afin d'assurer le

diagnostic chromosomique.



- d'aider 3 la différenciation des mosalques constitu-
tionnelles et des "pseudo-mosalques" liées 3 des accidents

de culture in vitro.

I1 est recommandé d'utiliser une technique de
culture en foyers et d'analyser les chromosomes in situ.

Variante

a) - Le prélévement

b) - La mise en culture

Les cultures sont faites dans des boites 3 pétri
de 35 mm de diamétre au fond desquelles est placée une lamellc
de verre de 30 mm de diamétre. Deux milieux de croissance sont
utilisés parallélement pour chaque prélévenent.
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, 1,5 ml de liquide
amniotique tel qu'il a été prélevé et y ajouter 1,5 3 2 ml

de milieu de croissance.

¢) - Croissance

- mettre les boites de pétri 34 incuber 3 37°C dans une
8tuve & circuit dfair - CO2 maintenant le pH 3 7,3.

- ne jamais bouger les boites pendant les U4 3 5 pre-
miers jours, pour permettre aux cellules de se fixer sur la
lamelle.

- dés le 5& 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 guarante huit

heures.

Examiner réguliérement les boites au microscope
inversé pour déceler et suivre la formation des premiers

foyers de cellules.

Si tout se passe bien, dés le 10& 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 nouvelle

bolte de pétri contenant du milieu frais.

Le lendemain on contrdle au microsccpe, le moment
ol les mitoses sont nombreuses (environ 20 & 22 heures apreés
le changement) pour effectuer sur place les préparations

chromosomiques.

d) - Réalisation des préparations chromosomigues

- Pas d'usage de colchicine. Celle-ci n'est pas néces-
saire compte-tenu de la relative synchronisation induite par

les changements de milieu.

d.1 - Le choc hypotonigue

Le milieu hypotonique est composé comme suit
5 ml de solution de Hanks
95 ml d'eau 4 pH = 7.

Ce milieu est porté 3 37°C.



- 58_

Le milieu de culture est rejeté, la boite de pétri
est rincée rapidement avec le milieu hypotonique, remplic 4

~

nouveau et mise & incuber ainsi 15 minutes & 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 3 l'air.

Toutes les techniques de marquage décrites peuvent

étre appliquées i ces préparations.

IT.2.4 - Etude de 1la moélle osseuse et du sang

leucémique

Elle peut se faire soit en examen direct ou aprés
culture 3 court terme de 24 ou 48 h,
Nous rapportons ici le protocole et les techniques qui sont
utilisées avec succés 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 pn° 3)

Dans un tube 3 centrifuger (30 ml)
EXAMEN 10 ml de milieu 199
+ 0,5 ml héparine 5.000 U.I./ml
DIRECT 1 ml colchicine 3 0,4%
+ 0,5 ml moélle
MOELLE 2 heures 3 37°C
Technique cytogénétique classique
———————————— -I—--_-—""""—“""—‘-"-———-—-——-r"'——"-"--'-"’“"‘"‘--‘——'-—"-_--_ .
Avec PHA
CULTURE une goutte de M
Milieu 199 16 ml et
MOELLE 24 H. une goutte de F
Sérum AB 4 ml Sans PHA
ot Avec PHA
une goutte de M
1 million de cellules/ml ot
SANG 48 H, une goutte de F
- \
Technique cytologique
. Sans PHA
classique

Préparation des cultures pour l'analyse chromosomique de
cellules médullaires et sanguines dans le cas des leucémies.
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b.1 - Le prélévement

La moé&lle est prélevée au trocart de Mallarmé
comme pour un examen hématologique ; un prélévement de 0,5mi

est suffisant.

b.2 - Ensemencement

-~

Les tubes employés sont identiques 3 ceux utilisés
pour la culture des lymphocytes décriteien (II.2.1). Ils sont
remplis avec le méme mildeu en omettant simplement d’ajouter
de PHA. Trois tubes seront ensemencés chacun par 0,1 ml de
moélle, immédiatement aprés le préldvement ; 1l'un contenant
de la colchicine 3 la concentration habituelle, est destiné 2

1l'examen direct, un autre sera mis 3 1'é&tuve durant 2& h, 3
37°C, le dernier durant 48 h. (examen différé 3 court terme).

b.3 - Récolte des cellules

Dans chaque cas, les cellules sont récoltées apras
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 néces
saire de prévoir trois tubes récoltés a des moments différent:.
En moyenne, c'est 1la culture de 24 h. qui donne les mitoses

les mieux analysables.

b.4 - Technique cytologique

La méme que pour 1l'&tude lymphocytaire.
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¢) - Technique d'étude du sang leucémique

Variante de DUTRILLAUX et COUTURIER (60) adaptée
3 DAKAR.

Dans les cas ol existent des cellules blastiques
circulantes, i1l est utile de faire un examen i partir du sang
périphérique.Celui~ci présente deux deux avantages : les
mitoses observées contrairement 3 celles de la moélle, sont
a coup slir pathologiques, d'autre part, leur qualité est
souvent meilleure.

Les conditions de culture, sont identiques 3 celles de 1la

moélle &tudiée en examen direct.

-~

La quantité de sang 3 ensemencer est fonction du

nombre de leucocytes : par exemple, -

Exemple : pour un nombre de 100.000 leucocytes par mm?,
on ensemencera 0,7 ml de sang par tube. Parallélement, 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
moélle ou dans les cultures de sang périphérique sans FHA.

I7.2.5 - Etude & partir des cellules germinales ou

étude de la méiose.

Elle peut se faire soit de fagon extemporanée

(examen direct),soit apré&s culture.

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

Biopsie ou ponction au trocart peuvent étre toutes
deux utilisées, en milieu chirurgical. La biopsie toutefois est
nettement préférable car les risques d'hémorragie sont
moindres, et elle permet d'obtenir plus de matériels.

b) - Le transport

Aussi bref que possible, il peut toutefois durer
Jusqu'd prés d'une heure 3 température ambiante sans inconvé-
nient majeur. Le fragment biopsique est placé dans du citrate

trisodique 3 1 p. 100 fraichement préparé.

c) - Obtention des cellules

c.1 - Les tubes séminiféres sont dilacérés, soit 2
1l'aide de petits ciseaux, soit avéc-des aiguilles montées.
Cette manipulation se fait dans le milieu de transport, placé
dans une petite boite 3 pétri ou dans un verre de montre.

La suspension cellulaire ainsi obtenue est placée,
i la pipette, dans un tube 3 centrifuger. Cette opération
est répétée aussi longtemps que le liquide reste opalescent
aprés dilacération. Elle nécessite, au plus, 5 minutes.
La suspensiol recueillie sera laissée en attente une dizaine

de minutes avant d'étre centrifugée 3 1000-1500 t/mn
(4boO 3 600 g) pendant 5 minutes.

Le liquide surnageant sera ensuite &liminé et

remplacé par du fixateur.

La fixation et 1'&talement sont identiques & ceux

décrits pour les cellules mitotiques. Cette méthode permet



l1'observation de cellules en diacin&se et en métaphase T et
de bonne qualité et en grand nombre. Elle diffé&re trés peu
de la description originale de EVANS et coll. (1964)

c.2 - Variante pour 1l'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 effectudela dilacération constituéede sérum humair
dilué au tiers dans de l'eau distillée, permet d'obtenir plus

de figures mitotiques et de meilleure qualité.

¢.3 - Variante pour l'obtention de stade pachyté&ne

Pour améliorer la dispersion des chromosomes des
cellules au stade pachyténe durant lequel les chromosomes
montrent spontanément des structures caractéristiques, -
plusieurs auteurs ont proposé des variantes techniques
celle décrite est celle proposée par LUCIANI et coll. en
19751

Placer les fragments biopsiques dans une solution de
Kel 3 0,44 p, 100, et les laisser ainsi durant 8 3 10 heures,
d la température ambiante.

Transférer les fragments dans du fixateur composé& d'al-
cool méthylique (3 vol.) et d'acide acétique (1 vol,) ol ils
séjourneront 12 3 18 heures avant de les y dilacérer

Récupérer la suspension pour la centrifuger.

Rediluer le culot dans de 1l'acide acétique glacial dilu”
3 45 p. 100 et centrifuger immédiatement avant de procéder i
1'étalement du culot remis en suspension dans quelques gouttes

de surnageant.
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c.4 - Marquage des cellules germinales

Les techniques utilisé&es sont strictement supcr-

-~

posables 3 celles utilisées pour les cellules somatiques.

IT.2.5,2 -~ M&thode différée d‘'étude de la méiose.
DUTRILLAUX 1971.

Elle permet de réaliser de bonnes préparations
chromosomiques aprés culture, soit en suspension,soit sur
coagulum de tissu germinal. La qualité des images est souvent

supérieure 3 celle obtenue aprés examen direct.

Les cellules peuvent &tre maintenuesd 36°C en
suspension, ou du moins en phase liquide pendant 48-72 hgures
aprés dilacération effectuée stérilement. Le milieu utilis?
est constitué de liquide de Eagle additionné de 10 p. 100 deg
sérum de veau foetal.

Le simple maintien du fragment biopsique, non
dilacéré, dans ce méme milieu, permet encore d'observer des
images méiotiques apras 8 jours.

Procédé technique :

Dilacérer les tubes céniniféres fralchement prélevés

dans un milieu stérile de culture.

Transférer cette suspension dans un tube stérile et
laisser incuber pendant 48 heures 3 37°C.

Réaliser les préparations chromosomiques suivant les
mémes méthodes (choc hypotonique, fixation, &talement sur
lame et coloration) que celles utilisées dans les techniqucs

d'examen direct de suspension de cellules germinales.



- 65 -

Remarques

~ La difficulté de telles manipulations chez la femm~
et les femell2s , en raison de la localisation interne des
ovaires et du caractére discontinu de 1l'ovogénése, fait que
nous ne décrirons pas les techniques dfanalyse de la mé&iose
femelleés,

- La méthode d'analyse de cellules méiotiques, bien
que n'ayant pas suivi 1les mémes progrés gque celle des chro-
mosomes mitotiques, a permis de faire des progrés dans la com-

préhension de la stérilité masculine.

IT.3 - COLORATIONS ET MARQUAGES CHROMOSOMIQUES

Les techniques de culture et de préparations
chromosomiques, précédemment décrites, permettent lorsqu'el-
les sont soigneusement appliquées, 1l'obtention de métaphases
bien dispersées. Pour faciliter une bonne exploitation de
ces préparations chromosomiques, le cytogénéticien fait
appel 3 des techniques de colorations et de marquages.

On distingue trois groupes de techniques

- la technique standard (GIEMSA)

- les techniques 3 moyenne résolution banding
Q,G, R, T, C, CI.

- les techniques 3 haute résolution prométaphase.

II.3.1 - Technique standard

“Coloration 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
tempon phosphate : 3 ml ou 4 ml M/15 & pH 6,3.

Giemsa R : 3 ml ou 4 ml

- Cette solution est instable et doit é&tre renouvelée

aprés une heure,

-~ Les lames sont plongées dans la solution colorante

pendant 10 & 15 mn.
- Rincer abondamment 3 1l'eau courante.

- Le séchage est spontané ou accé&léré 3 l'air chaud.

LEJEUNE et coll, (169), hydrolisent auparavant les
préparations, en plongeant les lames dans un godet contenant
du Hecl N maintenu 3 58°C - 60°C pendant 7 mn 30 sec.

Les structures cytoplasmiques colorables sont ainsi &limin®es.

2 - Résultats (Planche n° , fig. )

Les chromosomes apparaissent uniformément color®a,
toutes fois les régions hétérochromatiques (centroméres,
constrictions secondaires, bras courts des grands et petits
acrocentriques, région distale du bras long de 1'Y) prenrent

moins de colorant.

Cette méthode de coloration conserve encore tout
son intérét, 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 utilisZe
par nous au laboratoire de DAKAR car elle permet non seulement
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la révélation du marquage induit par de nombreux traitements
préalables, mais aussi le classement des chromosomes des

différentes espéces.

IT.3.2 ~ Les techniques de marquage

Les techniques initiales de recherche des chromo-
somes décrites en 11,2, 3 savoir les méthodes de culture
cellulaire , 1l'utilisation de solutions hypotoniques et
séchage 3 1l'air libre et des méthodes de coloration classi-
que , ont permis l'analyse détaillée du caryotype humain et
animal normal, de ses variantes et des anomalies de nombre
et de structure des chromosomes. Mais au fur et 3 mesure ces
techniques initiales se sont révélées partiellement insuffi-
santes. Les nomenclatures successives de DENVER 1960, LONDREL
1963, CHICAGO 1966 reflédtent bien les difficultés de 1la
description des chromosomes observés ,

En effet ces techniques initiales ne permettent pas une iden-
tification individuelle de chaque chromosome. Pour suppléer
cette carence, la technique de marquage 4 la thymidine triti&e
de GERMAN en 1963 a permis de résoudre un certain nombre de
probléme (115).En apportant une certaine précision supplémen-

taire.

A partir de 1969 des techniques nouvelles pour une
identification plus précise ont commencé 3 se faire jour
les techniques des bandes ou de marquages.

-~

Les techniques de marquage correspondent a 1'en-
semble des procédés permettant de mettre en évidence des
structures, appelées bandes, sur les chromosomes mitotiques

ou méiotiques. (60)



- 68 -

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 1'ADN et de la condensation des chromatides.

DUTRILLAUX et COUTURIER (60 ) déterminent 3 types
principaux de marquage

- deux pour 1l'euchromatine, c'est-~3~dire les segments
non variables représentant chez la plupart des espéces 1la
quasi-totalité de la longueur des chromatides. Ce sont 1les
bandes Q et G d'une part qui ont la méme localisation et
colorent environ 50 p. 100 de 1l'euchromatine, et d'autre part
les bandes R qui colorent le reste., L'euchromatine se compossz

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

- une pour l'hétérochromatine, qui correspond chez la
plupart des mammiféres au marquage C, localisé aux régions

centromériques.

Les procédés techniques étant trés divers, il est
difficile de les décrire selon un plan entiérement rationnel.
Nous les traiterons en techniques de moyenne solution et

techniques 3 haute résolution.

IT.3.2.1 ~ T echnique de moyenne résolution dge

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

Les bandes Q furent les premiers 3 apparaitre
CAPERSSON, ZECH, JOHANSSON et MODEST (33 ) jies obtinrent
initialement en 1970, sur des chromosomes humains, en utili-
sant un fluorochrome, la moutarde de quinacrine (d'ou 1le
terme "Q-banding”). Les bandes Q correspondraient aux segments

d'ADN riches en cytosine et en guanine. ( 1)
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a.1 - Technique (1, 15 . 16 ; 60 : 115).

&

I1 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 i 1l'orcéine

acétique. (60)

Les lames sont hydratées par passage dans des bains

successifs d'éthanol de titre dégressif.
Rincer 4 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 3 raison de 5 mg/100 ml
d'eau distillée,

Rincer par passage dans un nouveau bain du méme tampon

rhosphate.
Monter avec une lamelle dans le méme tampon.

Les lames sont observées au microscope a fluorescence.

a.2 - Résultats (Planche n® A , photo n°® 17

Les chromosomes n'apparaissent plus colorés de
facon homogéne comme avec les colorations classiques, mais
des bandes plus ou moins larges situées 3 des distances
équivalentes & partir du centromére sur les chromatides
soeurs (bandes isochromatidiques) sont visibles. Et la
séquence spécifique d’une paire donnée permet ainsi son

identification.



Les constrictions secondaires sont sombres,
certaines régions hétérochromatiques sont tré&s brillantes

surtout la région distale du bras long de 1'Y.

Tableau n°® 4 - Résultats des bandes Q.

Territoires chromosomiques Résultats lo¢aux de la fluorescence |
Barndes distales Peu fluorescentes
e T R it e e ek o W S ——" S —— W e A — ——— . — W = G S S — S S —— Y S S v— S &y 3 L T €9 L ;
Barndes intermédiaires Plus ou moins fluorescentes
Centroméres Peu fluorescents
Satellites Fluorescence variable
Constrictions secondaires Peu fluorescentes
Yp Peu fluorescent
Yp Trés fluorescent (technique de choix
|
de 17Y. |

b) - Les bandes G (GIEMSA)

Les bandes G apparaissent 3 la suite de 1la mise
en oeuvre de divers traitements de dénaturation, toujours
suivis d'une coloration au Giemsa, d'ou leur nom. La mé&thode
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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Tls existent également plusieurs techniques pour
les bandes G.
Nous proposons la description des plus utilisées actuellen=ni:

b.1 - Techniques (gg )

- Méthodes de "dénaturations" A S G
(Acetic, Saline, Giemsa) de SUMMER et coll., (1971).(185)
Incuber les lames dans une solution de SSC X 2 (Nacl
0,3 M, citrate trisodigue 0,03 M) pendant une heure a 60°C.
Rincer 3 1l'eau distillée,

golorer pendant une heure 30 mn dans une solution de
Giemsa 3 2% tamponnée 3 pH 6,8

- Traitement par la trypsine (SEABRIGHT 1971) (152

Plusieurs auteurs ont proposé, depuis de légerss
modifications de cette technique protéolytique, mais le prir.

cipe demeure le méme.

Préparer une solution de trypsine 3 0,25% (trypsine 1
250 Difco) dans du Nacl isotonique ou mieux dans du PBES

modifié sans calcium ni magnésium

Nacl : 8000 mg/1
Kcl : 200 mg/l
Na2H PC&, ZHQO : 1440 mg/1

KH5 POy : 200 mg/l.

Plonger les lames dans cette solution pendant 10 a L5

~

secondes 3 la température ambiante.

Rincer au Nacl isotonigue ou au PBS.

Colorer au Giemsa. 4J
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b.2 - Résultats des bandes G

Tableau n® 5

TERRITOIRES CHROMOSOMIGUES RESULTATS I.OCAUX DU "G-BANDING" !

i

e o s o e 0 e e Y S e AP e e S Ot s 2 ——— —— . o L 0 e o S e e i o e O e A o e e S o 4.6 ] l

Bandes distales Peu colorées !

Bandes intermé&diaires Variables

e e N S !
Centroméres | Bien colorés

e e e e e e e e e e s i s e 5 i — ———

Satellites Peu colorés ;

- —— - — o e e e S e e e e o e {

- Du AI : bien colorées |

Constrictions secoraires - Du C9 : peu colorées i

- Du E16  : bien colorées ;

Yp Peu coloré

Yq Bien coloré '

\; __.'

La topngraphie des bandes G est dans 1l'ensemble super -
posable 3 celle des bandes Q (fig. 6 ).

Les bandes colorées sont celles qui étaient tres
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 fui
la premildre des méthodes de dénaturation, et fait appel 2
la chaleur (60). Elle fut mise au point chez 1l'homme par
DUTRILLAUX et LEJEUNE en 1971 (62).
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Les bandes R constituent le type de bandes exacte-
ment inverse (reverse en anglais) des bandes Q.

La technique originale de dénaturation ménagée a
subi depuis, plusieurs améliorations: (CAKPENTIER et coll.
1972 (28);BOBROW et coll. 1972 (21) ;LUBS et ooll. 1972 (1)
ZAKHAROV et coll. 1973 ( 1) ; COUTURIER et coll. 1973 (39)
DUTRILLAUX et COVIC 1974 (1) : VERMA 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 particuliérement adaptée & une pratique de routine

Traiter les préparations dans un milieu physiologique
i pH 6,5 3 87°cC.

Préparer tout d'abord une solution de Earle sans
bicarbonate 3 partir des sels ou des milieux concentrés
du commerce, ou bien par pesées

Nacl 6800 mg/1
Kel 400 mg/1
NaHp PO, Hp0 140 mg/1
Mg SO y THo0 200 mg/1
Glucose 1000 mg/l
Calcl) 200 mg/1.

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

pH 6,5 sous pH métre par addition de cristaux de NapHPOy.

La solution est portée 3 87°C au bain-marie. La tempéra-

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

la solution pendant 1 34 2 heures.

Pour des lames vieilles de 8 jours les plonger pendant

15 3 45 minutes.

Rincer rapidement les lames 3 1la fin du traitement A

1l'eau courante.

Colorer au Giemsa.

c.2 - Résultats (Planche n°A, fig. n°3 ;4 ; 5 ; 16: 1

Les lames &tant le plus souvent assez mal color=e:

il est préférable de les observer au microscope en contraste

de phase.

La topographie des bandes R est récoproque 3

celle des bandes Q ou G,

TERRTTOTRES CHROMOSOMIQUES

RESULTATS LOCAUX DU R-BANDING ‘

- o ] — - e

Bardes distales

s o mr —

nettement colorées |

- T st e e i A e A e e - S i g e B D s i (=3 LR £

Bandes intermédiaires

e o e . e e S B st W a0 M RS W RS s

plus ou moins colorées

— . . e . s s Qo g e B ) R 23 5 1 ]

peu colores

o e o . S - v S s S v S £ b

Satellites

| o e e s s o . s e

variable

Constrictions secordaires

peu colorées

——— o —— e T . st s TR (42 e O

e

43 bien coloré
b4 peu coloré
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c.3 ~ Remarques (60)

Un traitement thermique insuffisant procoque un
aspect général trop coloré, entrainant 1l'apparition de point:

réfringents en contraste de phase.

Cette technique de marquage utilisée actuellement
en routine permet un classement trés facile du caryotype et
une analyse trés fine,

d) - Les bandes T (Terminales)

Les bandes T ont été& découvertes par DUTRILLAUX
en 1973 (60) sur des chromosomes humains et font appel & une
dénaturation par la chaleur, selon deux méthodes possibles,
avec coloration par l'acridine orange, ou le Giemsa. Leur nom
provient du fait que les chromosomes apparaissent surtout
marqués au niveau des téloméres (c'est-3-dire en partie

terminale).
d.1 - Technique (60)

Elle dérive de la technique des bandes R. ¥lle
permet de caractériser certaines de ces bandes, particuligre-

ment résistantesd la dénaturation.

Plonger les préparations dans une solution de Earle
sans bicarbonate non ajustée (soit pH voisin de 5,2) i 87°%,
La durée du traitement est variable selon l1l'age des prépara-

tions comme dans le cas des bandes R.

Rincer 3 l'eau courante

-

Colorer soit au Giemsa ou mieux 3 l'acridine orange et
ghserver en lumiére ultra-violette.



d.2 - Résultats

Les chromosomes présentent seulement quelques
bandes colorées, situées, pour la plupart, 34 leurs extrémités
si la coloration est faite au Giemsa.

A l'acridine orange, les bandes T, jaune-brillant, se d&ta-

chent sur le reste des chromatides rouge-sombre.

d.?% - 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 méme les plus minimes.

¢) - Les bandes C

Les bandes C furent obtenues par PARDUE et GALL
en 1970 (137) chez la souris par une méthode assez complexe
faisant intervenir une dénaturation puis une régénération de
1'ADN 3 l’aide de divers agents chimiques et biochimiques.
La technique originale é&tait auto-radiographique. HARRICHI =%
HSU en 1971 (10), préférent se limiter i son aspect cytochi-
mique et furent les seconds i présenter ce type de bandes,
mais cette fois-ci ehez 1'homme.

Depuis ces bandes furent de nouveau obtenues par de nombreux
auteurs 1le¢ plus souvent par des méthodes beaucoup plus
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simples : GRAIG-HOLMES et SHAW en 1971 (1 ) YUNIS et YASMIKI:
1971 (1 ):VOSABIANCHI 1972 ( 1) 3 SUMMER et EVANS 1972 (1) .
DUTRILLAUX et COUTURIER 1972 (60) : GAGNE et LABERGE 1972 (1),
Les chromosomes apparaissent clairs, sauf en région centromé -
rique fortement colorés, d'ol le nom de bande C.

c.1 - Technique (60)

DUTRILLAUX et COUTURIER (1981) ont choisit celle
de SUMMER avec une légére modification, Ils obtinrent des
résultats réguliers.

Plonger les lames dans dulMNaCl 0,2N pendant une heure

d la température ambiante
Rincer 3 l1l'eau distillée

Traiter pendant 30 secondes 3 une minute dans une

solution de baryum 0,3 & 50°C,
Rincer 3 1'eau distillée

Plonger dans une solution de SSC X 2 (Nacl 0,3, citrate
trisodique 0,03 N) d 60°C pendant une heure

Rincer § 1'eau distillée
Colorer au Giemsa pendant 5 minutes

Observer de préférence en contraste de phase.

c.2 - Résultats

Les chromatides sont uniformément piles, seules
apparaissent fortement colorées les régions centromériques,
les constrictions secondaires et la partie distale du bras
long du Y.
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TERRTTOIRES CHROMOSOMIQUES | RESULTATS LOCAUX DU "C-BANDING
I Bande;-agstalgg ;eu colorées_-_ R
‘Bandes intermddimires | peu colorées |
[ centromres | trés colorées
| satellites | plus ou moins colords

e e e e e e e e o e e e e e o e ot 3 S

celles des chromosomes Al, C9
et D15 sont trés colorées

[ e e e v e et e i e e e o e e e e e e e = ¢ e e St e e T e 0 e 8 ¢ JPSRP

Constrictions secondaires

Yp peu coloré
Yq trés coloré

¢.3 - Remarque

Un traitement insuffisant par 1'hydroxyde de

Baryum entraine 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)p 3 60°C pendant 10 mn.

Elles sont rincées 3 1l'eau distillée puis mises 3
incuber dans une solution de SSC X 2 & 60°C pendant
30 mn.

Aprés rincage i l'eau distillée, les lames sont
colorées pendant 10 mn dans une solution 3 0,005 p.
100 de "Stains all" dans un mélange de 1 : 1 formamide -

eau.

Elles sont enfin rincées 3 1'eau distillée et séchfes.
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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 colc-

ration de régions particuliéres 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 1la
technique de coloration 3 la DA-DAPI. On peut se reférer i
la technique de SCHEIZER et coll. (1978) (60).

- régions porteuses des organisateurs nucléaires
(NOR). Ces régions peuvent €tre mises en évidence par deux

types de méthodes

* méthodes de "dénaturation (bande N), se
reférer 3 la technique de FUNAKI et coll. (1975) (60).

*méthode de précipitation argentique : colora -
tion par le nitrate d'arge:t. Se reférer i la technique de
BLOOM et GOODPSTURE (1976) (60 ).

~ I1 peut eétre utile (par exemple pour préciser les
points de cassure d'un remaniement, localiser les centroméres
d'un dicentrique),de mettre en évidence toutes les structurecs
des bandes décrites précédemment (Q, G, R, C) sur la méme
mitose., Ceci est possible 3 condition de respecter un ordre
dans le déroulement des techniques successives, et de n'uti-
liser que des lames préparées au moins 10-15 jours plus t3%.

Chronologie Q ~ R dégraissage sans géeoloration- C
ou G puis R.
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I1.3,2.2 - Technique 3 haute résolution : obtention et

marquage des cellules en prophase ou prométa-
phage. (60)

Avec le marquage chromosomique, dont nous venons

de voir les principales méthodes, il est possible de dénomhrer
des structures, essentiellement bandes R ou G, dont le nomhr:
est assez proportionnel 3 la longueur des chromatides. Ainsi,
en métaphase, sur des chromosomes condensés, il est possible

de distinguer environ 300 bandes par lot haploide.

Si 1'on sé&lectionne les mitoses dont les chromoso-
mes sont les plus longs, on peut d#nombrer de 400 3 600 bandes
(PRIEUR et al,, 1973, SKOVBY, 1975). A cet égard, l'utilisation
d'un milieu composé de s&rum dilué pour réaliser le choc hybpo-
tonique est un é€lément important pour obtenir de longs chromo-
somes. Cependant, l'obtention de cellules en prophase demeurant

aléatoire, on a maintenant recours i des méthodes de synchro
nisation, qui permettent d'atteindre le but recherché.

De nombreux agents sont susceptibles de bloquer 3
une phase donnée le cycle cellulaire, de fagon réversible.
Parmi d'autres, citons le fluorodéoxyuridine (FudR), 1l'amé&thop-
térine ou méthotrexate, la thymidine, et le 5~bromodéoxyuri-
dine (BrdU). Seuls les trois derniers ont été efficacement

utilisés.

I1.3.2.2.1 - Synchronisation par la thymidine

La thymidine bloque le cycle cellulaire pendant
la phase S par inhibition de synthése de la 2-déoxycytidine
(Xeros, 1962) lorsqu’elle est mise en exc@s dans le milieu de
culture. D'aprés les essais réalisés avec un double traitement
de thymidine et de BrdU, le blocage principal survient au
milieu de la phase S, soit, aprés réplication de 1'ADN des
bandes R et avant celle des bandes G (DUTRILLAUX, 1975,
VIEGAS-PEQUIGNOT et DUTRILLAUX 1978. (g0)
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Ceci signifie que pour obtenir un maximum de cellules
en prophase prométaphase, i1l faut les récolter 5 a 7 h. apras

la levée du blocage. ,

. Technique (60)

- Culture de cellules sanguines

- Bien qu'elle puisse eétre mise d'emblée, on préfére ajouter
la thymidine aprés 48 3 72 h. de culture, 3 la concentration
finale de 0,3 mg par ml de milieu. Les cultures sont laissfes
ainsi, 3 37°C, pendant 15 h. environ (durant la nuit).Puis 1le
milieu contenant la thymidine est retiré, aprés centrifugation
et pipetage et remplacé par un milieu de rincage, constitué
d'une solution physiologique saline (PBS par exemple). Les cel-
lules sont remises en suspension par pipetage, 3 nouveau
centrifugées, et le milieu de rincage est é&liminé. Apreés un
deuxiéme rincage, semblable au premier, du milieu complet (TC
199+ sérum) est remis, pendant les 5-7 derniéres heurcs de

culture.

Pour éviter les rincages, on peut simplement ajouter
de la 2-déoxycytidine, 3 la dose de 0,5 mg par ml et laisser

la culture é&voluer ainsi 5 a3 7 h. de plus.

Le reste de la technique est identique 3 celle qui a
&té décrite plus haut. On a cependant intérét 3 multiplier les
fixations (4 3 6) pour obtenir un meilleur é&talement.

-~ Culture de fibroblastes. - D'une facon générale, il
est délicat d'obtenir une bonne synchronisation des cultures
de fibroblastes.
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La thymidine est ajoutée 8 h., aprés la division,

i la concentration finale de 1 mg par ml,

Le reste de la technique est identique i celle ies
lymphocytes., Selon la qualité des cultures,; le cycle cellu-
laire peut varier sensiblement, et il peut &tre nécessaire
de faire plusieurs essais pour ajuster les temps.

SYNCHRONISATION PAR L'AMETHOPTERINE

Dans les cultures de cellules, l'améthoptérine est
ajoutée aprés 72 h., i la concentration finale de 107 M
(YUNIS, 1976). Aprés une nuit (environ 15 h.), le milieu est
remplacé, aprés ringage 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 traitement

thermique un peu plus court que pour les métaphases.

. Variantes pour 1l'obtention des bandes G

YUNIS et coll. (1978) (60) obtiennent des bandes G
sans prétraitement, par simple coloration des préparations
par le colorant de Wright. Celui-ci est préparé ainsi
1 volume de la solution mére (3 0,25 p. 100 dans du méthanol)
est dilué dans 3 volumes de tampon phosphates 0,06 M, pH ,%.
Les lames sont colorées pendant 2 mn 3 3 mn 30.




FRANCKE et OLIVER (1978) (60) recommandent un
prétraitement des préparations par chauffage et action prot:o-
lytique.les lames sont chauffées verdant 3 jours 3 55°C, ou une nuit
3 65°C, ou encore 10 & 20 min. 4 90°C. Aprés refroidissement
elles sont traitées 15 3 60 sec. par une solution de trypsine
a 0,05 p. 100 dans du chlorure de sodium isotonique. Les lanes
sont rincées rapidement dans deux bains de chlorure de sodium
ou d'éthanol 95°, Elles sont séchées puis colorées perdant 90 sex.

4 2 min. au colorant de Wright ou au Giemsa.

SYNCHRONYSATION PAR LA THYMIDINE ET INCORPORATION DE BrdU

~

Par rapport 3 la méthode de synchronisation par
la thymidine décrite plus haut, il suffit d'ajouter du Bradll.
4 la dose de 10 ug par ml de milieu final, durant les 6-7 dern
derniéres heures (VIEGAS-PEQUIGNOT et DUTRILLAUX, 1978). Cec”
permet d'obtenir, aprés coloration par l*acridine orange, ou

coloration FPG (un trés beau marquage en bandes R,

Pour cette technique, il n'est pas possible de
remplacer les rincages par l1l'addition de 2'-déoxycytidine.

En plus des deux colorations citées ci-dessus,
on peut encore effectuer une coloration au Giemsa des cellules
observées aprés coloration par 1l'acridine orange. Il faut
pour cela effectuer un bref traitement thermique, 3 87°C,
pendant 15-60 secondes, dans une solution de Earle 3 pH 6,9,
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, i forte dose induit 1le
méme 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 bandes
R qui effectuent leur replication avant le blocage, on obtient,
aprés coloration par 1l'acridine orange ou technique FPG, un
trés beau marquage G des prophases et prométaphases,

. Principe - A une culture de cellules sanguines, on
ajoute pendant une nuit (15 h. environ) du BrdU i forte concen-
tration., Aprés ringage, les cellules sont remises dans un

milieu.

. Résultats - La figure montre une mitose en prométaph=ce
marquée en bandes G aprés coloration FPG. Ce type de mitose
est nettement prépondérant. Toutefois, il semble exister
d'autres points de blocage du cycle cellulaire, de sorte aqu'ure
petite partie des mitoses porte un autre marquage.

Ainsi, un second aspect observé correspond 3 ‘un
marquage R typique, dont la figure donne un apergt. Ceci

<

correspond vraisemblablement i un blocage en fin de phase =
de cellules qui se trouvaient en milieu de phase S au moment
ol le traitement par le BrdU a été commencé&. Le troisisme
aspect correspond i un marquage de l'hétérochromatine et des
bandes G les plus tardives. Il est semblable 3 celui induit
par un traitement par le BrdU durant les 3-4 derniéres heures.
Enfin, un faible pourcentage de mitoses montre une asymé&trie

chromatidienne associée 3 un marquage G.

Cette méthode de synchronisation par le BrdU donne
donc, sur les mémes préparations, un trés beau marquage G, un
trés beau marquage R, et divers autres aspects. Il nous parait
trés probable qufelle tiendra un rdle prépondérant dans 1l=a

cytogénétique future.

Pour cette raison, nous allons en donner tous lc¢s
détails, méme si cela entraine quelques redites.



Technique détaillée, - Aprés 48 i 72 h. de culture d=
cellules sanguines, le BrdU est ajouté 3 la concentration
finale de 0,2 mg par ml. Laisser pendant une nuit (environ

15 h.). Centrifuger, retirer le surnageant, ajouter du milieu
de rincage (FBS, par exemple, 3 37°C), remettre en suspension,
et effectuer un second ringage. Remettre du milieu complet

(TC 199 + sérum) enrichi de thymidine (3 ug par ml) et

laisser 3 37°C pendant 5-7 h. Plus de prophases sont obtenues

pour 7 h,.

Faire le choc hypotonique (sérum : 1 vol. eau
5 vol.) pendant une vingtaine de minutes. Aprés une premiére
fixation de 10-17 min. au CARNOY II (chloroformé), effectuer
3 ou 4 fixations de 10 min. successives au CARNOY I (&thanol-

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 &4 1 mg pour 100 rnil
d'eau distillée pendant 15 min. Rincer, monter avec du
SSC X 2,

Placer la lame dans une bolte de Pétri contenant
du papier filtre recouvert de SSC X 2.

Mettre la boite de Pétri sur le faisceau de
lumidre émise par une lampe 3 vapeur de mercure (type HRO
200). On prendra, par exemple,un luminaire habituellement
utilisé pour 1la microscopie en fluorescence. Afin de maint=-
nir la lampe verticale, ce qui est recommand& pour son
utilisation, et de placer la boite de Pétri i plat, on inter
posera un miroir, incliné 3 45° sur le trajet lumineux.

Le trajet total du faisceau peut &tre de l'ordre de 30 3 40 cm.
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On peut encore utiliser un tube fluorescent, tyre
"lumiére noire”, moins onéreux que la lampe 3 vapeur de
mercure. Les lames sont alors placées 4 10 cm, environ,
du tube.

Plusieurs lames peuvent étre superposées pour cfrc
irradiées simultanément,

La boite de Pétri, posée sur un fond noir mat,
atteindra une température de plus de 50°C aprés quelques
minutes d'irradiation., Elle sera maintenue environ 1 h. sous

le faisceau lumineux.

Rincer les lames 4 l'eau courante, et colorer cu

Giemsa 3 1,5 p. 100 oendant 7 min.

Ce seul traitement permet d'obtenir les différentes

figures dont nous avons parlé plus haut.

I1 peut arriver que les chromosomes soient trop
colorés par le Giemsa. Dans ce cas, il suffit, aprés les avoir
dégraiss& au toluéne, soit de traiter les lames par le
SSC X 2 3 60°C pendant une ou deux heures (amélioration des
bandes G surtout), soit de les traiter par du Earle 3 pH 6,5

3 87°C pendant 20 3 60 secondes (amélioration des bandes R
surtout).

Plusieurs traitements-colorations successifs
peuvent étre effectués, en cas de besoin.

On peut encore faire varier soit la durée ou le
mode de 1l'exposition aux U.V., soit la durde de la coloration
au Giemsa ou la concentration de celui-ci, soit la durée des
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traitements thermiques. Ces différentes variantes ne doivent

pas faire croire que la technique est difficile ou aléatoirc.
Elle est finalement de réalisation trés simple, trés adapta-
ble et permet d'obtenir chaque fois des images chromosomiguecs

d'une qualité supérieure.

COMPARAISON DES RESULTATS OBTENUS PAR LES DIFFERENTES TECHNI-

QUES DE "BANDINGY,

Elle révéle que, d'une mani@re générale

- la plupart des bandes Q correspondent aux bandes G

- le "R. BANDING‘ montre des images inverses de celles
obtenues par le "G-BANDING" et Q-BANDING.

- tandis que les marquages T et C sont sectionnels : T pour

les extrémités (télomdres) et C pour les centroméres (cen)

et les constrictions secondaires (h).

- ces observations sont regroupées dans le tableau n°8,

TECHNIQUE BANTES BANDES BANDES  BANDES BANDES
ASPECTS OBSERVES Q G R C T
TELOMERES Sombres  Pales Noires Piles Sombres
CENTROMERES Sombres  Piles Piles Sombres Piles
ZONES INTERCATAIRES ALTER- Brillezhtes Noires Pales .
NATIVEMENT et et et Pales Pales
sombres pales noires
EXTREMITES IE L'Y ou ¥ Trés Piles  Pales  Noires Piles
' q brillantes
CONSTRICTIONS SECONDAIRES
A1 Sombre + pale  Pile Noire  Pale
. E16 Sorbre + pale Pile Noire Pile
.C 9 Sonbre Pale Pile Nolre Pile
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I1 ressort de ce tableau que pour certaines régiorns
chromosomiques on a intérét 3 utiliser un marquage donn&, pawv
exemple le "C-BANDING" pour les centroméres et les constriec-
tions secondaires de A1, C9 et E16 et 1'Yq3

- le Q-BANDING pour 1'Yq ;
- le T-BANDING pour les téloméres.

I1 ressort gque le R-BANDING est la technique de
choix pour un classement et une analyse plus raffinée du
caryotype, tandis que le G-BANDINCG demeure le plus simple,

le moins onéreux donc le mieux adapté 3 la routine cytogéné-

tique en pays sous-&quipés.
Remarques

Des variations peuvent étre observées d'un indi-
vidu 3 1'autre pour certains chromosomes avec une méme techni-
que de marquage, d'oll la notion de polymorphisme du caryotyps
humain.

En effet, les segments hétérochromatiques, comme les constric-
tions secondaires, les bras courts des acrocentriques, et
le bras long de 1'Y illustrent le plus cette notion de poly-

morphisme.

- Les constrictions secondaires de chromosmes 1, 9 et 16

ont des dimensions variables. L.a constriction secondaire du
C9 est toujours juxta-centromérique. Dans la majorité des
cas elle se situe sur le bras long.

Cependant, on 1l'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 (19n + ; 9q +; et
16 gh + sont des margueurs physiologiques trés fréquents.

La constriction secondaire des chromosomes 9 et 16

est ainsi accez variable. Lorsqu'il existe une élongation
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particuliérement accentue, le chromosome qui le porte deviart
aisément reconnaissable. Le chromosome marqueur peut &trec
retrouvé chez les différents sujets d'une méme famille, ol i1l
se transmet comme un caractére dominant. DONAHUE et coll.
(1968) ont montré que la transmission du géne d&terminart 1le
groupe sanguin Duffy &tait souvent 1liée i celle de la cons-
triction secondaire du 1. On en a conclu que le géne Duffy

est situé 3 proximité de la constriction secondaire du 1.

D'une fagon générale, l'allongement d'une constric-
tion secondaire ne semble pas porter préjudice au sujet qui
le porte ; pas de désavantage sélectif, dfol la transmission
durant de nombreuses générations.
Pour pouvoir interpréter ces variations physiologiques des
constrictions secondaires i3 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 l'effet de

certains facteurs physico-chimiques.

. La fixation par de 1'alcool acétique 84 exagére la
longueur des constrictions secondaires préexistantes, et est
capable d'induire la formation d'autres constrictions (PALMER
et FUNDERBURK, 1965).

L'association dfun milieu de culture sans calcium et du
BrdU permet de reconnaitre un certain nombre de chromosomes.
(PALMER, 1970) par une étude plus appropriée de leurs cons=

trictions secondaires.

- Les bras courts des acrocentriques sont variables

Les satellites sont eux-mémes vatiables par leur
taille et leurs affinités tinctoriales. Ces propriétés offrent

des applications d'un intérét certain, puisqu’elles semblent
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se transmettre, telles quelles, de générations en générations.
Sur les prix acrocentriques du caryotype humain normal, il

en existe toujours un au moins dont le bras court, caractéris-
tique, constitue un systéme de marquage précieux. Une &tude
systématique pourrait aboutir & une utilisation médico-l&gale,
au méme titre que les analyses des groupes sanguins, pour

les recherches de paternité par exemple. Ces bras courts
portent desgénes codant la synthd®se des ARN ribosomaux.

Ce sont des organisateurs nucléolaires, ils sont mieux

étudiés par la technique des NCR,(60)

-~

- Proportionnellement 3 sa longueur, 1'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 1'Y se trans-
mettait tel quel, de pére en fils, durant des siécles. Ainsi,
GENEST et LEJEUNE (1971) ( 1 ) ont retrouvé le méme petit Y
chez des CANADIENS et les FRANCAIS de méme patronyme. Certains
membres de la famille avaient émigré au Canada au ¥VIIe
siécle, et le dernier des ancétres communs avait vécu au
milieu du XVIe siécle. Par contre, la petite taille de 1'Y
semble aussi caractériser le caryotype dfune secte américainre,
les AMISH, tous originaires d'une méme famille. Voici qui
permettra peut étre une étude plus fouillée des mouvements
des populations africaines aux différentes éres historiques
et d'établir, en relation avec les historiens négrologues,
les relations généalogiques entre les différents négres de
la Diaspora.

Au total, il existe dans le caryotype humain pour ne parler
que de lui, 22 structures variables chez les femmes et 27
chez les hommes. Par leur nombre, les variants constituent
un systéme de marquage précieux qui permet, presque i coup sir,
d'individualiser le caryotype de chacun et de le rattacher ou détacher

de celui ge ses parents. Ainsi la notion que tous les individus normaux
d'une espece dormée possédent le méme caryotype se révéle fausse si
on considére 1'hétérochromatine,
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- Toutes les techniques de marquage décrites
ci-dessus sont largement appliquées en cytogénétique animale.
Elles permettent 3 1l'heure actuelle d'approfondir la connais-
sance des caryotypes normauxetsont utilisée 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 mammiféres domestiques.

b o = e e o _-_.-_}-___._...Fu-.—......—...._—_—...—...————-.-:-__....._—

l .
Bandes | Chien Chat | Cheval | Bovin | Ovin | Caprin | Porc ' Lapin

————— ] w t - o

Q + + + + + +
r——_--——.‘ —————————————————————— (00 o W e T gy v vy T |, M Sy P e W S R —— e D R
G + + + + + + + +
_________ e e e emn] e e e o on o v e e e i e e =

R + + +

I i
o + + J + + + ;
T + |

La technique des bandes G 3 cause de sa mise en
oeuvre facile, est la technique la plus largement utilisZe,
La seule nomenclature internationale chez les animaux est
basée sur cette technique ( 1 ). Cependant les bandes R, tout
comme chez 1'homme, restent les mieux indiquées pour 1'é&tude
du caryotype des animaux ol d'une facon générale tous les
chromosomes sont acro~ ou télocentriques.
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11.3.2.5 - Les conséquences ‘de 1'amélioration des techniques du
caryotype.

L'amélioration des techniques du caryotype came on devait
s'y atterdre, 3 produit une révolution dans la connrissance cytogéné-
tique de 1'homme. Le domaine d'action de la cytogénétiaue
s'est considérablement &largi avec la découverte des techni-
ques du marguage ou "Banding". Riche des acquisitions de la
derniére décénie (1960-1970), la cytogénétique a pu confirmer
l'essentiel des résultats accumulés, transformer en certitude
de brillante hypothése et avancer d4'un pas plus siir dans 12
recherche et l'analyse des remaniements chromosomiques d'une
part et celle de la structure d'autre part.

Analyse des remaniements chromosomiques

Elle a révélé 1'insuffisance de la nomenclature
de CHICAGO (1966) dfol la nécessité d'en "confectionner" une
autre plus adaptée aux besoins d'une cytogénétique qui a
atteint sa maturité. Le quatriéme congrés de cytogénétique

réuni 3 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 1'exc€s ou l'absence d'un auto-
some, ces signes sont maintenant placés avant 1'&lément consi-
déré. Ainsi la formule chromosomique d'un mongolien s'écrit
k7, XY, + 21 ; une monosomie 4 s'écrit : U5, XX, -4. Notons
qu'une monosomie autosomique homogéne est 1éthale et par
conséquent une telle garniture chromosomique ne se verra que

dans les avortons.

- Les signes + et - sont placés aprés mention du bras
de 1'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 excés est allongé.
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- Les anomalies de structure ou aneusomie s'écrivent
en mentionnant avant le chromosome remanié, placé entre
parenthése, le symbole de remanlement (cf. tableau), par
exemple : U6, XX, (18), signifie qu'il existe un chromosome
18 en anneau (r = ring) chez une fille. U6, X, I (Xq) désizne
1t'isochromosome pour le bras long de 1°'X, U6, XY, dic (V)

indique que le chromosome Y est un dicentrique.

Pour le noyau interphasique, les termes de chrom=-
tine X et de chromatine Y sont proposés & la place de corpuc-
cule de Barr et corpuscule F,

Une nomenclature tenant compte des bandes a étéZ
proposée. (cf. chap. II.5)

SYMBOLES SIGNIFICATIONS

del - __—_Béléti;; B T T

i ‘5;; B --Eg;omosome aérivé o T T
T dup B Duplication T T
"""""" ins Tnsertion - o
i -ims | Tmertion remversée ou péricentrique
B -_m-rep B m-Translocatig;fréciproq;;-;u équilibrg;—-—-—---—-_“
o re;--- T Chraomosome r;;;;ggggnt B T
T Tt Translocation Robertsonmierme (fusion centique)
B tan T Translocation en tand;; T I

B ter | Termiral ou an bout
L T cassure ) B
o Cassure et ressoudure T
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IT.4 - OBSERVATION MICROSCOPIQUE ET MICROPHOTOGRAPHIE

IT.4,1 - Observation microscopique

IT.4.1.1 - Observation en lumiére ordinaire

Les mitoses sont recherchées au faible grossissc-
ment (X 10). Ce repérage permet un examen rapide des prépa-

rations tout en permettant un premier diaghostic sur la qualité des
mitoses. Avec le grossissement (X 40) les cellules réellement favorables
seront, sélectionnées pour &tre ensuite examinées, analysées et photo-
graphiées 3 1'immersion (X 100). Pour chaque individu, 16 & 20 cellules

mitotiques sont choisies pour &tre ainsi photographiées.

II.4,1.2~~ Observation en fluorescence

Celle-ci nécessite un appareillage parfaitement
adapté au matériel et aux fluorochromes employés. Le microscope

-

doit &étre muni d'un diaphragme i iris. Actuellement, deux
systémes d'excitation sont disponibles.

- Systéme d'excitation par transmission

- Systéme d'excitation par "réflexion"” ou épifluorescernce.

IT.4.2 - La microphotographie

-

On doit utiliser des films 3 grain fin et 3 gamma
€levé, La qualité de 1la coloration des préparations chromosc-
miques est une condition primordiale de la qualité des clichzs.
La qualité de 1'émulsion utilisée est également trés importante.
Le traitement des clichés doit étre des plus soigneux. Les
condttions de développement du film dépendent de sa marque et
de ses propriétés, elles sont du reste précisées par le
fournisseur. Le tirage est fait sur papier en général de format



_95..

18 X 24 em. Les négatifs sont agrandis 7 fois environ, ce
Qqui donne un agrandissement final de 2800 fois. Pour 1les
images en lumiére ordinaire, on utilise la gradation G-
(normal), pour la fluorescence et coloration par 1l'acridine
orange, Gg et pour la coloration par la moutarde de quina-
erine, G5‘(p1us dur).
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[ - LE CHROMOSOME NORMAL

Le chromosome, tel qu'il apparait sur les photo-
graphies de caryotype est déji fissuré en deux chromatides et
achéve de se dédoubler. Les chromatides n'adhérent plus entre
elles oue par un seul point, le centromére ou constriction

primaire (cen). Selon sa position on distingue

des chromosomes métacentriques : le centromére ect
en position centrale (A1, A3, C12, X, E16, F19, F20)

Les chromosomes macrocentriques et télocentriques
le centromére est-en position sub-terminale.

Entre ces deux cas ewtrémes on distingue des posi-
tions intermédiaires du centromére

- chromosome sub-métacentrique, le centromére est plus

porté vers la position médiane.

- chromosome sub-té&locentrique.
Le centromére porte plus vers l'extrémité.

On distingue de part et dtautre du centromére
le bras court (p : comme petit) qui par convention est
dirigé& vers le haut sur les photographies.

le"bras long" ou "g" qui est dirigé vers le bas.
Le centromére représente la constriction primaire (cen).

On observe également au niveau de certains chromo-
somes des zones de constrictioqssecondaires, on les a constatiag
principalement au niveau des chromosomes 1, 9, 16 et du chramo-
some Y. En général on les trouve prés du centromére.
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Ce sont des détails de structure qui’associés aux autres
caractéres morphologiques permettent,de reconnaitre un chromo-

some particulier,

On observe aussi, au niveau de certains chromosomes
notamment les petits acrceentriques des petites formations
chromatiniennes qui prolongent le bras court. On les appelle,
"satellites

Chaquz2 chromosome est divisZ en sites ou locus.
Deux loci sont dits homologues s'ils sont situés sur des
chromosomes d'une méme paire, i la méme distance du centromere

et sur le méme bras ("p" ou "q").

Chaque sujet posséde donc chaque locus en deux
exemplaires. Ces deux loci homologues peuvent &tre occupés
par des génes qui ont une action identique : le sujet est dit

homozygote.

Ils peuvent au contraire é&tre occupé par des génes
qui exercent des actions différentes : le sujet est dit hétérc-

zygote.

Des génes qui occupent des loci homologues sont
appelés alléles, grice 3 la connaissance de la structure
morphologique des chromosomes., Les chercheurs ont pu proposéa:

des classifications.



II - CLASSIFICATION DES CHROMOSOMES : LLES MOMENCLATURES

b s rwy
-~ T N AR ==

IT.1 - GENERALITES

Ayant confirmé, la constance du nombre et de 1la
morphologie des divers éléments du caryotype humain normal,
les chercheurs ont éprouvé la nécessité d'utiliser une classi-
fication internationale afin de permettre un &change 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 régles adoptées a été regroup?
sous forme d'un document intitulé : "International system
for chromosome Nomenclature, 1978) (110). S'inspirant de colle
des humains, une nomenclature similaire est proposée chez
les animaux domestiques, c'est celle issue de la conférence
de READING, ANGLETERRE en 1976 ( 72).

I1 nous est apparu«. difficile de donner le détail
de ces nomenclatures icl compte-tenu du volume que geux-13
nécessiterait. Aussi nous sommes-nous contentés de relater
simplement les principes généraux en nous inspirant de 1l=a
classification de DENVERS 1960 qui,si elle est tombée en
désuétude depuis 1'utilisation du marquage, conserve tout
de méme une certaine valeur : elle constitue la base de toutes
les classifications proposées. Nous traiterons également des
nomenclatures récentes chez différentes espéces domestiques
et chez 1'homme en invitant pour des connaissances plus
précises, selon les besoins de se rapporter au I S C N et 3
la nomenclature de READING. (72)
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TI.2 - L'ETABLISSEMENT PRATIQUE DU CARYOTYPE HUMAIN
STANDARD,

I1 ne peut se faire qu'en bonne connaissance de la
nomenclature cytozénétique classique telle quielle a &té&:
définie 3 la Conférence de DENVER (1960) (52)

Dans 1l'espéce humaine, le noyau de chaque cellule
somatique contient 46 chromosomes répartis en 23 paires : 2n =
44 autosomes + 2 gonosomes. Chaque paire autosomique est consti:-
tuée d'un chromosome paternel et d'un chromosome maternel
les deux chromosomes d'une méme paire sans étre identiques,
se ressemblent suffisamment pour gqu'on puisse parler d'homolo-

gie, ils sont dits "homologues".

La convention de DENVER 2 &tabli une classification
numérale des chromosomes., Chagque paire d'autosomes est désienéc @
par un numéro de 1 3 22 dans l'ordre de taille décroissante.

La premiére paire, qui est la plus grande, porte le numérc 1
la derniére patre, qui est la plus petite porte le numéro 22.
Les deux gonosomes, X et Y, conservent lesur appellation
classique.

Avec des techniques classiques, 11 est extrémement
difficile, voire impcssible, de faire la différence entre des
chromngsones qui 2nt Z peu prés la méme taille et dont le centrn-
mére 3 une prsition identique. C'est pnur cette ralson que
PATAU et coll. ont proposé de ranger les 23 paires de chrrm~-
somes en 7 groupes distincts, désignés par les lettres majus-
cules A, B, ¢, D, E, ¥, G. L'intérat de cette clessificatirn
est que tout chromosome ncrmal peut étre rapporté a2 un groupe
denné. Par contre, 4 1'intérieur méme d'un groupe, les diffi-
cultés d'identification des chromosnmes de ce groupe d'aprés
les seuls critéres morphologiques appréciables par les
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Tableau n° 10 - Classification selon la conférence de DENVER,

(1960)
! T Ic
Groupes Les Taille Indice Position du Caratéres morpholo-
(PATAU) éléments relative centromé- centromére giques :
rique ;
A 1 8,8 0,48 MEdian Gran’s métacentriquesf
2 8,2 0,39 Médian
} s Grands submétacen- |
(1-3) 3 6,7 0,45 Sub-médian triques i
e i
— — — e
B 4 6,3 0,27 - Sub-télo- Grards subtélo- }
(4 - 5) 5 5,9 0,27 centrique centriques |
E— —=- — ===
X 5,7 0,37 g
C 6 5,4 0,36 '
(6 - 12) 7 5,0 0,37 Sub-médian Moyens submétacen- |
3 9 4,6 0,37 triques §
| X 11 4,3 0,38 ;
8 b7 0,30 Moyens \
10 4,5 0,29 Sub-médian Moins métacentri:- '
12 4,2 0,31 ques que les précé-
dents
13 3,3 0,17 ?
D 14 3,2 0,18 2 | Sub-termi- Moyens acrocentri-
(13 - 15) 15 342 0,20 ? nal ques avec des
| - : satellltes
'[- - enre punow wasm
[
e E 16 3,0 0,40 MEdian Petits métacentriques
-— g S— —————_-——_.—-——.-1.
16,17,18) 17 2,9 0,31 Sub-médian Petits subméta- :
18 2,7 0,20 centriques g
madead - - ——— e
P 19 2,3 0,44 Médian Trés petits méta- :
(19 - 20) 20 2,2 0,43 centriques en croix |
- "Saint André"
o o e PO - —— —-— - — — - |
G 21 1,6 0,32 Sub-termi- Trés petits acro-
: nal centriques avec !
(e1-22) 1 1,6 0,30 2 satellites |
¥ L - — o wgn S WS S . Ee G R G TP D . - . - e o — ',
: Y Sub-termi- Trés petits acro-
[ Y 1,7 0,26 ? nal centriques sans |
! _ satellites i
i

L

Ic

?

= Longueur de 1'él8ment &tudié = Longueur relative

Longyeur totale 22 Z + X,

= Longueur du bras le plus court

Longueur totale de 1'élément

= Incertain.
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Tableau n° 11 - Les symboles et leurs significations dans la nomenclature
des chromosomes,

SYMBOLES SIGNIFICATIONS i
--—A igG Groupes de chr;x:losomes (PATAU) B T :
1322 Les numéros des autosomes T N n-““vuq
X, ¥ Les gonosores
( 7 3 Séparation des diff‘éx_—’;;x‘;es 1;gnées-;ellui;£;es ‘
constituant ure mosalque. Exp : 47, XXX/45,%0 :
-“; In conmu T B
Chromosome commenté dans le tex’;;“— -

Ace Acentr-;c;e - T N o
Cen Centromére ou constriction primaire i !
Dic Dicentrique B B o
End Endoreplication T - S

Constriction secondaire ou région négativement -!

colcrée

3 Isochromosome ToTTTTTTTTTTT — "
Inv Inversion - o “WME
mar Chromosome marqueur o TTTTTTTTTTTT T
mat Chramosome 4’ origine maternelle B
pat Crromosome d'origine paterrelle o
P Bras court T o “.n.‘
q Bras long e
r Chromosome en m—;e_a;_— —————
s Satellite - A
t Translocation - -

- v
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technigues standards (taille et indice centromérique) restent
souvent trés crandes : cependant, en procédant méthodiquenent,
comme ncus le verrnns par la suite, on peut identifier un
certain nombre de chromosrmes (1, 2, 3, 16, Y), les autres

ne pruvant étre reconnus individuellement recevront une classi-

fication de groupe.

Une des régles fondamentales de 1la terminologie
cytogénétique a &té adoptée 3 DENVER : dans l'éeriture de 12
formule chromnsomique, le nombre placé en téte, est le nombre
total de chromosomeis,y compris les chromosomes sexuels.

Ce nombre est suivi d'une virgule. La nature des chromoscmes
sexuels est indiquée  aprés la virgule. Ainsi, la formule

47, XXY désigne un sujet ayant au total 47 chromnsomes dont
deux ¥ (un surnuméraire) et un Y : il s'agit d'un syndrome e
Klinefelter. Les autosnmes ne sont spécifiés que s'ils scnt
anormaux. Dans ce cas 1ls sont indiqués aprés les chromosomes
sexuels dont ils sont séparés par une virgule : ainsi la . ;
formule d'un mongolien s'écrit :

b7, XY, 21+,

Le tableau regroupe les principaux aspects de 1le
classifieation de DENVER Dont la connaissance est le meilleur

requis pour prétendre classer et monter un caryotype.

N.B. : Si le comptare révéle un certain taux d'aneuploidies
n'excédant pas 10% pour les hypoploIdies (TURNER): 45, XO) et
207 pour les hyperpleidies (trisomies, klinefelter etc...)

on ne doit pas en tenir compte car il peut s'agir de mutati-n

de novo constituée in vitro. Lorsque le taux d'aneuploidies
dérass= 10% soit rlus de 2 mitcses sur les 20 photegraphifes

et comptées, i1 faut analyser 30 mitoses supplémentaires car

un minimum de 50 excellentes mitoses est requis pour suspvecter
une mosalique. Pour la confirmer il faut é&tendre le bilan cytn-
rénétique 4 d'autres tissus dont nécesairement le tissu conjonc-

TS

tif, car un résultat donné ne s‘applique qu'id la fraction de

-~

tissu effectivement examiné et 1l'extrap~lation 3 1'indivicdu

entier nfest que plausible.
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L'examen attentif de ce tableau mnntre qu'cn v:ut
tirer un grand prnfit et d'excellents renseignements de i uti-
lisation soirneuse des techniques classiques d'analyse cary:o-

typique. Elles peuvent nntamment permettre :

Le diagnostic de toutes les aberrations numériques ou aneu-
ploidies notamment les polypes, les hyperploidies (triscmies

autnsomiques poly X, double ou poly Y etc.)

la suspicion (au prix d'une grosse expérience pratique et de
beaucoup de soins) des aberraticns chromosomiques de structure
ou aneusomies : les translocations, les endorerlications, les
inversions et les chromosmes ancrmaux parfois marqueurs tels
les ehromosomes acentriques, les dicentriques, les dupliqufés,
les chromoscomes en anneau, que seul.s les techniques plus
élaborées notorncn®t les techniques de marquare cu de "BANDING

permettent de corroborer.

I1.3 - LTETABLISSEMENT PRATIQUE DU CARYOTYPE STANDARD DI
QUELQUES ESPECES ANIMALES DOMESTIQUES.

Disrns tout Ae suite que 1l'établissement du caryr-
type des espéces animales domestiques n'est pas chose aisée
compte~tenu du nombre trés &levé des paires de chromosomes
et de la morphclogie souvent presque identique de ces chromr -

somes.

Le nombre dinloide des chromosomes est donné dans
le tableau n® 12 p. 104 classés par importance numérique

décroissantes.

Malpré de trés ecrandes difficultés des chercheurs
ont proposé des classificstions. Il n'existe cependant pas
une nomenclature internationale similaire 3 celle de DENVEE.
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Autosomes Gonosomes
Especes | Nbre: diploide Nétacent;ﬁ-' Acrotélo- |Métacentri- | Acro ou t&lo~-
ques centriques centriques

CHIEN 78 76 X - Y ’
COBAYE 64 62 X Y j
CHEVAL 64 26 36 X Y ;
ANE 62 %8 22 X Y |
BOVINS 60 58 X-Y :
CAPRINS 60 58 Y X
OVIN 5l 6 46 ¥ X |
HUMAIN 46 24 10 X Y
LAPIN uy 3Y 8 X-Y ’
HAMSTER 4y 2l 8 X-Y

RAT 42 22 18 X-Y |
SOURTS iy} 38 X -V '
CHAT 38 32 4 Y
PORC 38 2l 12
VISON 30 26 2 i

Tableau n® 12 - Le nombre 2n

espéces animales.

chromosomes ‘chez différentes
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IT.7.1 -~ Le caryotype du pore ncrmal,

Planche n°® B Fis. n°vVII)

Les études chromosomiques des suifnrmes se sont
dévelnppées narallélement 3 celle des ruminants, depuis 1z
début du XXe siécle et tout particuliérement depuis 1960 U
l'utilisation des cultures cellulaires a ouvert des possinili-
tés nouvelles pour 1'étude des chromosomes de tissus somabi-
ques variés, Bien que quelques auteurs se soient intéressés
aux espéces sauvages du fenre sus comme sus scrofa

Seul le porc domestique sus scrofa domesticus L. a fait

1l'objet de recherches approfondies notamment avec EVANS (1965)
BRUYERE (1966), MAC LEE, BANNER et RAY (1966), MAC HULOT
(1969), QUEINNEC,DARRE et BERLAND(1970). Une description et une
identification récente des chromosomes du porc ont &té
données par HANSEN (1980) (101) LIN et coll. (1980), sur
la base de la lonfueur relative et de plusieurs marquages.

>

Une revue générale sur la zénétique du porc est enfin due &
OLLIVER ET SELLIER P. en 1982 ( ).

Aprés de nombreuses polémiques, les auteurs s'ac-
cordent 3 présent pour attribuer au porc domestique un nombre
de 38 n (4100 ; 102 ; 107) dont 18 paires d'autosomes et une
paire de gonosomes, le dysmorphisme sexuel &tant du type
XX et XY .

La morpheologie de ces chromosomes est trés variable,

nn y retrouve des &léments 3 centromére médian sub-médian,

sub-terminal ou terminal.

Cette diversité a le grand avantage de permettre
une identification certaine au microscope de 12 paires dfautc~
somes et du chromosome Y. Ce qui rend relativ nent a,-&e
1'étude de ce caryotyre par rapport 3 celui des autres espices
domestiques.
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Par contre, les 6 paires autosomiques restantes ainsi que le
chromosome X sont difficiles 3 apparier et 3 classer en
raison de leur taille trés voisine et de la position médiane

ou sub médiane du centromére,

La plupart des auteurs ont réparti les chromosomes
en 6,7 ou 8 groupes, ces groupes étant ensuite classés de
diverses fagons. Certains ont inclu- le chromosome X dans
1'un de ces groupes alors que d'autres, pensant 1l'indentifier,
le classent 3 part.

Pour notre part, nous avons repris la classifica-~
tion proposée par Mc FEELY et HARE en 1965 en 6 groupes
désipnés par les lettres A 3 F.

- groupe A - Paire 1

c'est le plus grand élément du complément, son centromére es®

sub-médian

~ groupe B - Paires 2, 3, 4,

Tous ces chromosomes sont télocentriques : la
paire 2 &tant nettement plus grande que les paires 3 et 4.

~ pgroupe C - Paires 5 et 6.

Ces 2 paires trés caractéristiques ont un centro-
mére subterminal.

- groupe D - Paires 7 3 13 inclus.

I1 s'agit de 14 chromosomes difficilement apparia-
bles. HAAG J. et NIZZA P. (1969) (90) incluent dans ce groupe
le chromosome X qui ressemble morphologiqu = nt 3 ceax de ce
groupe. Et ils retirent donc du groupe D de MAC FEELY et HAPHE,
la plus petite paire, trés caractéristique par sa constriction
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secondaire, pour la mettre en téte du groupe E. Ce dé&placemert
selon les auteurs 3 1'avantage de rassembler dans le groupe

D les 7 paires difficiles 3 apparier et 3 classer.

Les 5 autres groupes ng comprenant alors gque lesS chromosoites
facilsment identifiables et apnariables. Ces 2 modifications
ont permis de réaliser le tableau suivant.

Le classement dans les groupe D se fait de 1la
fagon suivante :

x classer d'abord la plus grande paire en n° 7 et la
plus petite en n® 13.

X classer en n° 10 et 11, les 4 chromosomes ayant un

centromére médian (3 chromosomes chez le mile)

x classer n° 9, la paire qui présente plus ou moins

-~

nettement une zone hétérochromatique 3 proximité du centromére.

X classer en n® 12 la paire A centromére nettement
submédian et dont les bras courts ont volontiers la forme de
tenailles. 'Cette caractéristique n'est pas toujours évidente).

¥ classer enfin en n® 8 la paire restante.

- Groupe E - Paires 14, 15, 16,

La paire 14 est trés caractéristique par la présence
constante d'une constriction secondaire entre le centromcre

et le bras court.

Les paires 15 et 16 ont un centromére i peu prés
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 . ~minal.
La paire 17 est aisément différenciée des paires 18 et 19 qui
sont arbitrairement classées selon leur taille.
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- Particularités des chromosomes X et Y.

L'identification 4u chromosome X ne parait pas
certaine. On peut préciser les points suivants. Il appartisnt

slirement au groupe D.

x I1 ne s'identifie ni 3 la plus grande paire ni %

la plus petite de ce groupe.

X I1 ne présente pas de constriction secondaire.

x Il fait partie d'un ensemble de 4 chromosomes

(3 chez le mdle’ # contromére 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 tres
faible différence de taille entre ces paires.

- L'identification du chromosome Y ne présente aucune
difficulté. Il sfagit du plus petit chromosome de l'ensemble

4

3 1G

sa taille cst légérement inférieure A celle de la paire n°

et son contromére apparait presque médian.

La classification proposée ainsi 4 l'avantage do
regrouper, d'une part, tous les &léments du caryotype facile-
ment et induscutablement identifiables 3 vue et d'autre part,
de réunir en un seul groupe (groupe D) tous les &léments quil
présentent des difficultés d'appariements.

N.B : Sur notre planche nous avons classé&:' selon la classifi
cation de Mc FEELY et HARE.
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IT.3.2 - Zctablissement du caryotype du cheval nornal
(Planche n° B , Fig. n° 1 )

Le caryotype du cheval a fait 1l'objet de nombrsuses
études., CARLOTTI en 1977 (29 ) a fait une analyse descriptive
récapitulative synthétique et surtout méthodologique des
travaux originaux concernant 1'établissement du caryotype
du cheval. Les znseignements qu'il en a tiré lui ont permis
de proposer une méthode i suivre pour réaliser le caryogrammg
dans cette espéce domestique. C'est cette méthode que nous

rapportons dans ce paragraphe.

Aprés 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 métacer: -

trique et un Y acrocentrique.

De nombreux auteurs ont réparti les chromosomes an

5 groupes de A 3 E.

La classification proposée par BORNSTEIN en 1967
et rapporté& par CARLOTTI repose sur la position du centromére
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 n® 1 formée de

2 grands chromosomes submétacentriques.

- Le groupe B - Paires 2, 3, 4

ce sont de grands chromosomes métacentriques dont 1l'une des

paires est un peu plus grandes que les deux autres, identiques

entre elles,
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HAGELTORVet GUSTAVSSON,1974 (26) et CARLOTTI, 1977

raméne dans ce groupe la derniére paire du groupe C.

- Le groupe C -~ Paires 5 3 10 inclus (26) ou 5 3 9
inclues(26).

Ce zroupe est formé& de 5 ou 6 paires (selon la
classification choisie) de moyens submétacentriques classées
par taille décroissante. La derniére paire (C10) est selon
BORNSTEIN, difficile 3 distinguer de la 3éme paire du groune
B (Bu) ce qui améne HAGELTORN et GUSTAVSSON et CARLOTTI §
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 derniére D13), serait plutdt submétacen-

trique), classée par taille décroissante.

- Le groupe E - Paires 14 3 31 inclues.

Ce groupe est donc constitué des 18 paires
restantes dont tous les chromosomes sont t&locentriques ;
elles sont classées par taille décroissante. Une ou deux des

plus petites paires pourraient étre acrocentriques.

-. Lt 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 1la 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 3 1'une de ces deux catégories

x Parmi les 27 premiers chromosomes, un gonosome
s'isole trés facilement : c'est un moyen submétacentrique
qui présente une constriction secondaire vers le milieu des

grands bras. Sa grande taille, par rapport i l'autre gonosome,
acrocentrique,; le désigne comme 1'X.

x Les 26 chromosomes restants 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 1l'unicJe
paire du groupe A.

X les 18 moyens peuvent 3 leur tour étre divisés an
deux groupes l'un de 8 métacentriques sensu stricto (4 paires),
et 1l'autre de 10 submétacentriques (5 paires).

I1 faut préciser que la széparation est délicate.

4]

Ces deux derniers groupes sont respectivement baptisés B et

x Ensuite apparier les autosomes dans B et dans C,
classer les paires obtenues par taille décroissante. Ces
appariements et ce classement sont parfois difficiles 3
réaliser et donc arbitraires. g

x Les 6 derniers autosomes restants vont former le
groupe D. L'appariement n'y est pas plus facile. Les deux
plus grandes paires sont de vrails métacentriques, alors que
la plus petite réunirait deux submé&tacentriques.
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X Les difficultés d'appariement et de classement sont®
encore plus nettes en ce qui concerne 1l'ensemble des 37 chromno-
somes acrocentriques. Le premier probléme rencontré est 1la
détermination précise du chromosome Y qui est pratiquement
impossible d réaliser, Beaucoup d'auteurs choisissent arbi-
trairement le plus petit acrocentrique, par analogie & d'autres
espéces. La détermination de celui-ci est dfailleurs tout 3
fait imprécise.

x La détermination de 1'Y est 1iée au classement des
autosomes acrocentriques. En effet selon 1'Y choisi, les
appariements des 26 autosomes restants ainsi que le classement
des paires par taille décroissante sont sensiblement différents,

x Compte-tenu de ces difficultés il est pratiquement
impossible de diviser 1l'ensemble des acrocentriques. On les
regroupe dans un méme cinquiéme groupe baptisé E. Dans ce
groupe il existe une trés faible différence de taille gui
existe d'une paire 3 1la suivante.

IT.3.%3 - Le caryotype normal des bovins
(Planche n°® B , Fig. n°11)

Les bovins et les porcins sont les 2 espéces
domestiques qui ont fait 1'objet d'&tudes cytogénétiques
poussées, Ainsi POPESCU rapportait en 1982 (149) que prés de
20.000 bovins avaient fait 1'objet d'une analyse cytogénétique
3 travers le monde certes.Ce nombre est réduit et ne demande

qu'd étre amélioré et surtout 3 étre plus équitablement

réparti- géographiquement.

Notons gue depuis l1la confirmation du nombre de
chromosomes chez les bovins en 1959 par NELANDER et 1la dé&cou-
verte de la translocation 1/29 par GUSTAVSSON et ROCKBORN en




1964 (88), beaucoup de publications ont &té consacrées 3 1a
cytogénétique baskine. Nous signalons 3 titre indicatif les
travaux de : COSSEC (37) CRIBU et coll., (40, 41, lp, 4%) ;
DARRE et coll. (45, 46, 47 48  Di BERNARDINO (54) -
ELCHIDGE (64) ; FECHLEINER (65, 66) ; FRANCK et coll, (74)
GUSTAVSSON (81, 82, 83, &4, 85, 86) ; HALMAN (92, 63, 94, 5,
96, 97) ; HARVEY (103, 104) ; KING et coll., (112, 113%) ;
PASCAL (139) ; POLLOCK (143) ; POPESCU (41kb, 146, 147,149,
150) ; POTTER (157, 158) ; ROLDAN et coll. (160) ; SCHNEDL
(163).

Signalons surtout, les travaux consacrés i quelques
races de la sous-région de 1'Afrique de 1'0Ouest (Cote-d'Ivoire)
par POPESCU et coll. en 1979 (153).

Le caryotype normal des bovins et particuliérement
du boeuf domestique (bostaurus L.) est composé de 60 chromo-

somes dont 58 autosomes acrocentrigques et 2 chromosomes
sexuels X et ¥ submétacentriques. Cette caractéristique mor-
phologique permet de différencier aisément et indiscutable-
ment les gonosomes des autosomes, Révélant ainsi une relative

facilité dans 1'établissement du caryotype bovin,

En effet il ne s'agira plus que d‘'apparier les
autosomes et de les classer en fonction de leur taille
décroissante. Cependant, tout comme dans 1'&tablissement Jdu
caryotype du cheval et du porc, des difficultés de classement
existent souvent pour les 6 derniéres paires autosomiques,

Remarquons que les chromosomes des bovins ne sonst
pas classé&s en groupe. Le chromosome Y est caractérisé& par
son grand polymorphisme ; variation relative de la lcongueur.,
Ce caractére est hautement héritable et de ce point de vue,
certains auteurs considérent la plus ou moins grande taille
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du chromosome Y comme un moyen éventuel d'investigation dans
les recherches d'un caractére ethnique distinctif appréciable
i 1'échelle statistique (130).

Par exemple la taille du Y chez les charolais est comprise
entre 1la 22e et 26e paire d'autosomes et elle est supérieure
4 1la taille de 1'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 n®°13 : La morphologie du chromosome Y chez quelgques
races bovines africaines. (153)
Morphologie du
i Races chromosome Y
N' Dama Sub-métacentrique
Baoulé Sub=-unétacentrique
Zébus (Peul) Acrocentrique
Zébu Gobra Acrocentrique
................................................... -
Baoulé X Z&ébu Peul Acrocentrique
N'Dama X Z&ébu Peul Acrccentrique
N'Dama X Baoulé Sub-métacentrique
i Zébu Peul X Zébu Gobra | Acrocentrique

L'examen de ce tableau montre que le chromosome Y
des races taurines africaines est identique i celuil des autres
races taurines. Le chromosome Y des zébus et des croisés Zébus
sont acrocentriques. Ce caractére trouverait une application
pratique en éthnologie.
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IT.3.4 - Le caryotype normal des petits ruminants

Les petits ruminants n'ont pas fait 1'objet
d'autant d'analyses cytogénétiques que les bovins. Néanmoinsz
un certain nombre de travaux ont permis de connaitre avec
certitude le nombre et la morphologie des chromosomes dans
ces espéces. Nous n'avons pas bé&néficié d'une bibliographie
abondante pour faire une &tude 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 n° B , Fig. n° V)

Le caryotype des ovins est composé de 2n = 5}
chromosomes dont 26 paires d'autosomes et 2 chromosomessexuels
X et Y.

Les 26 paires d'autosomes sont divisées en 2 groupes:

- Le groupe 1 est constitué par les paires 1, 2, 3.
Ce sont de grands chromosomes métacentriques facilement repéra-
bles par leur taille et la position de leur centromére.

- Le groupe 2 est constitué par les 23 paires restantes,
‘form&es de chromosomes acrocentriquesque l'on peut ¢lasser at
numéroter de 6 3 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.

~ I1 en est de méme pour le chromosome Y qul est un
tout petit chromosome métacentrigue.
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Les difficultés de classification se situent
surtout au niveau des 10 premiéres paires du groupe 2 qui

ont pratiquement les mémes tailles.

b) - Le caryotype normal des caprins

(Planche n° B , Fig. n°IV)
Le caryotype des caprins ressemble 3 beaucoun
d'égard 3 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'ol la difficulté de
1'identifier), tandis que 1'Y est un tout petit chromosome

métacentrique.

L'étude de ces 3 derniéres esnéces montre que le¢s

chromosomes des bovins, des ovins et des caprins sont

L

p.

3
quelques exceptions faites totalement similaires. Une étude e
plus par les bandes G en tire quelques conclusions trés

intéressantes pour 1'étude de 1'évolution dans ces espéces.

I1.3.5 - 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 #t#
précisée au cours de la réunion cytogénétique internationale
de San JUAN (14 Novembre 1964 - Conférence on karyotype of
Felidae). Aprés un examen approfondi de nombreux caryotypec,
le groupe dfétude 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 1le
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systéme 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 3 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 U4 paires 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 n°B , Fig n°IIT)

Le caryotype du chien est composé de 76 autosomes
et de 2 chromosomes sexuels X et Y.

Les caractéristiques morphologiques des chromosomes

du chien sont

- uniformité des autosomes tous acrocentriques.
- diminution trés progressive de leur taille.

-~ leur nombre trés 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,

griace 3 son centromére submédian. Du point de vue taille il
est identique, 3 la premiére paire d'autosomes.

Le chromosome Y est trés petit et assez difficile
i identifier : il semble submétacentrique.

ITI.4 - REMARQUES

De cette étude de la classification des chromosomes
des espéces domestiques et de 1'homme,nous retiendrons quel-

ques remarques

1°) - Hormis dans l'espéce humaine et chez les Felidee,
la nomenclature des chromosomes n'a pas été précisée dans
les autres espéces animales. Il n'existe pas de références 3
caractére définitif sur la nomenclature des chromosomes des

porcins, des bovins, des ovins, des caprins et enfin du chien.

2°) -~ De cette premiére remarque découle le caractére
approximatif qui est pour beaucoup dans 1l'établissement des
différents caryotypes des animaux. Soulignant ainsi la grande
difficulté d'apparier certains chromosomes

Les 6 derniéres paires autosomiques des bovins,

les autosomes du groupe E des porcins.

I1 est donec indispensable de faire appel i une
technique complémentaire afin de permettre une individuali-~
sation de chaque chromosome par la mise en &vidence de leur
structure interne et de mieux les classer ainsi. On y parvient,
d petit pas, avee 1l'application de plus en plus généraliséZe;

des techniques de marquages chromosomiques.
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IT.5 - NOMENCLATURE DES BANDES CHROMOSOMIQUES : PRINCIPLZ
GENERAUX.

I1 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 & la classification des bandes R chez les bovins
par Di BERNADINO et coll. (53).

Les principes généraux sont

- les principaux critéres restent la taille relative
des chromosomes et la position du centromére, comme la classi -
fication de DENVER.

~ A ces deux critéres s'ajoute bien slir le margquage,
qui est devenu le seul véritable moyen d'identification des

chromosomes,

La nomenclature des bandes ne connait pas une
grande homogénéité d'une espéce 3 l'autre, aussi faut-il se
satisfaire de la quasi-unanimité concernant les chromosomes

humains.

- S'inspirant de la nomenclature de CHICAGO (tableau
n®11) on symbolise chaque bras par la lettre p (bras court)
et q (bras long) . .Cchaque bras est ensuite subdivis#
en régions(de 1 &8 4), Les régions qui sont délimitées par
des repéres cytologiques (bandes trés, ou trés peu colorées),

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 centroméres vers les

téloméres.

Les bandes elles-mémes peuvent étre subdivisées= :
en sous-bandes lesquelles peuvent &tre encore subdivisées
par exemple 1 p. 32. 12.

Les subdivisions des bandes sont jndiquées pevr
un point dans la formule. Elles s‘avérent nécessairg; lorsque

des chromosomes prophasiques sont &tudiés.
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Un sujet normal présente un caryotype qui se carac-
térise par le nombre des chromosomes (2n) et la structure de
ses..chromosomes : lorsque (2n) est normal le sujet est dit
euploide. Lorsque tous les chromosomes d'un méme sujet sont
de structure normalk le sujet est dit eusomique.

On appelle anomalie ou aberration chromosomique,
toute variation ou modification atypique du nombre et/ou de
la structure des chromosomes. On parle d'aneuploidie lorsqu'il @
y a anomalie du nombre des chromosomes ; d'aneusomie 1lorsqu’'ile
y a anomalie de la structure d'un ou plusieurs chromosomes.
Une mention particuliére sera faite du freemartinisme.

III.1 - LES ANEUPLOIDIES

On distingue trois groupes d'aneuploidies
~ les polyploidies
- les hyperdiploidies
- les hypodiploidies

ITI.1.1 - Les polyploidies

~

Elles obéissent 3 la formule générale
2N = (2 + X)n. Le nombre de chromosomes est un multiple en~\¢
tier du nombre haploide (n). Dans les espéces animales le
facteur («¥) est souvent égal & 1 et ne dépasse pas 2.

- Lorsque % =4 2N = (2+ & )n = (2 +1), = 3n
on parle de triploidie.
- Lorsque ¢t = 2 2N = (2 +¥)n = (2 + 2)n = In

on parle de tétraploidie.
Ces anomalies sont mieux connues chez l'homme que chez les

animaux.
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a) la triploidie

- Elle répond i la formule générale 2N = 3n = 69
(chez l'homme). Les formules caryotypiques rencontrées sont
par ordre de fréquence décroissante : 69, XXX ; 69, XXY
69, XYY. La formule 69, YYY est incompatible avec le moindrc
développement embryonnaire. La triploidie correspond chez 1'homme
a deux tableaux classiques

+ la mole embryonnée qui est une dystrophie
vésiculaire partielle et localisée du placenta associée & un
embryon hypotrophique poly-malformé. A l'examen histologigqus
on note une discr&te hypertrophie trophoblastique périvilosi-
taire discréte souvent focale, avec formation de microkystes
trophoblastiques intrachoriaux, correspondant aux résultats
d'invagination du trophoblaste.

+ On connait quelques observations de nouvesux
nés atteints de triploidie. Tous avaient des malformations
trés sévéres, assez caractéristiquegpour constituer un syn-
drome cliniquement identifiable : anomalie’du visage, syn-
dactilie, hypospadias, malformation du syst&me nerveux central.
I1 s'agit de nouveaux nés qui déeddent <dans les premiéres
heures ou premiers jours extra-utérirs ou aériens.

- Le mécanisme intime de constitution du caryogram-
me triploide fait intervenir trois modalités différentes de
fécondation

+ La dispermie : fécondation d'un ovocyte 2
(n) chromosomes par deux spermatozoides. Ce mécanisme s'ex-
plique généralement par une fécondation tardive d'un ovocyte
vieux de quelques jours, devenu incapable d'effectuer 1'in-
dispensable autoplasmolyse empéchant la double fécondation.
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+ La digynie : fécondation d'un ovocyte di-
ploide (2n) par un spermatozofde haploide normal. La digynie
peut s'expliquer par 1l'absence d'expulsion du deuxiéme glo-
bule polaire. Vraissemblablement la cause d'une anomalie
constitutionnelle et fonctionnelle du cyto-squelette ovocy~
taire.

+ La diandrie : fécondation d'un ovocyte
normal (n) par un spermatozoide diploide (2n). La diandrie
peut s'expliquer par une absence totale de disjonction chro-
mosomique au cours de la deuxiéme divisionméiotique condui-
sant 3 la formation des spermatides.

Dans l'espéce humaine et bovine la dispermie est
le mécanisme habituel de réalisation de la triploidie,
cependant il semble qu'en pays sous-&quipés oll régnent la
malnutrition protéique, les anomalies du cytosquelette deve-
nues plus fréquentes entrainent une augmentation des risques
de diandrie et de digynie.

b) la tétraplofiie

obéit a4 la formule générale 2N = Un elle est toujours létha-
le et correspond 3 un arrét ultraprécoce du développement
embryonnaire avec avortement spontané& d'un oeuf clair n'ayant

pas atteint le stade de la gastrulation.

III.1.2 - Les hyperdiploidies

~

Elles ob&issent & la formule g2nérale. 2N = n +
Certains auteurs les considérent comme étant les vra¥s aneu-
ploidies. Le nombre de chromosomes est anormal sans &tre un @

multiple entier du nombre haploide,.
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Le nombre (™) peut varier entre 1 et 4. Dans les
cas ou o > 1 il s'agit généralement d'hyperdiploidie gono-
somique (49, XXXXY) ou mixte (49, XXXY, + 21 ). Les hyperdi-
ploidies les plus fréquentes sont les trisomies : autosomi-
ques : (2N = 2n + 1) et les hyperdiploidies polygonosomiques
(syndromes de Klinefelter, triplox, pentaplox, diplo y etc..)
nous retiendrons pour les analyser les trisomies autoscomiques
et le syndrome de Klinefelter.

I1T.1.2.1 - 'Les trisomies autosomiques

. ¥
d'un sujet, de 3 exemplaires du méme numéro chromosomique au |2

Elles correspondent 4 la présence dans le caryotype\
lieu de 2 exemplaires (disomie). Il s'agit chez 1'hommec comme
chez les animaux de la plus fréquente anomalie chromosomique
observée. I1 faut citer notamment les trisomies 13 - 18 et 21
chez 1'homme et la trisomie 18 chez les bovins. Le chromosome
surnuméraire peut étre séparé des autres chromosomes on parle
de trisomie libre, il peut &tre transloqué sur un autre chro-
mosome dans ce cas le caryotype comporte le nombre normal de
chromosomes et le diagnostic repose sur 1l'observation d‘un
élément chromosomique remanié : un néo-chromosome de morpho-
logie anormale. Enfin le chromosome surnuméraire peut é&tre
emputé d'une partie de son matériel:il s'agit alors d'une
trisomie partielle. On rencontre parfois des trisomie doubles
(48, XX, + 18, 21) et des trisomies mixtes avec composants
autosomiques et 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 &1Z~-
ments de la tétrade (méiose I) ou des €léments des chromosc-
mes fissurés (méiose II). On a évoqué la possibilité qu’un
chromosome trainard joigne au dernier moment le pdle cellu-
laire oll se trouve déjad son homologue. Dans tous les cas il
y a fécondation d'un gaméte eusomique normal. Ce phé&noméne
s'observe chez les méres &gées (vieillissement de l'ovocyte)
mais également chez des femmes porteuses saines d'une anoma-

lie de structure ou aneusomie (translocations inversions etec..)
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déséquilibrant la mécanique chromosomique et favorisant la
non disjonotion:on parle d'effet interchromosomique. Sur 1le
plan cytogénétigue il est possible grdce aw techniques de mar-
quages, de connaitre l'origine paternelle ou maternelle du
chromosome surplémentaire qui peut étre précisée, de méme que

le mécanisme de constitution de 1l7aneuploidie (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 Ie division méiotique ;
lorsqu'il y a 2 chromosomes identiquesou trois, il s'agit
d'un accident survenu au cours de la 2e division méiotigue.
Sur le plan nosologique les trisomies autosomiques réalisent
des syndromes polymalformatifs graves dans toutes les esp€ces,
associées dans l'espéce humaine i une débilité mentale assexz
importante. La gravité du syndrome dépend du chromosome €n
cause de sa richesse en bande R mais surtout de son contenu
génique. Enfin les trisomies autosomiques sont assez fréquen-
tes dans les produits d'avortement, représentant environ

25 p. 100 des avortements du premier trimestre. Chez 1'homme
la trisomie 16 est particulidrement abortive et trés fréqguen-
te (15 p. 100 du total des anomalies chromosomiques observées
dans les produits d'avortements.

ITI.1.2.2 - Les trisomies gonosomigues

I1 s'agit essentiellement du syndrome de Kliinefel-
ter et du syndrome double Y. Ce sont des digynie gonadique
polygonosomique avec une dysmorphie peu marquée, le plus
souvent discréte. Une azoospermie en rapport avec une hyalu-
lose des tubes séminiféres et dans le meilleur des cas une
oligo-asthéno-tératozoospermie aussi sévére qu'incompatible
avec une reproduction normale., Il s'agit d'anomalie univer-
selle dont 1'impact sur la reproduction humaine et animale

n'est plus 3 démontrer.
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ITI.1.3 - Les hypodiploidies

Elles obéissent & la formule générale : 2N = 2n - ¢
Lorsque « ~ 1 le caryogramme est incompatible avec un dévslop-
pement embryonnaire : 1'aberration chromosomique constitueé est 1é&-
thale selon le type de chromosome en cause. Les hyprodi-
plcidies les mieux connues sont les monosomies et notamment
_les monosomies autosomiques toutes léthales et le syndrome de
Tuvrner ou monosomie gonosomique X. Dans l'espéce humaine, la
monosomie X.est léthale dans 95 p. 100 des cas. Les survivants
présentent 1 dypmorphie caractéristique, une atrophie secon-
daire gondique et gonophorique responsable d'un impubérisme
et d'une stérilité définitive. Cependant depuis quelques
années grace 3 la recherche systématique du syndrome néo-natal
évoquateur : le syndrome de Bonnevie - Ullrich (lymphoed&me
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 sous
oestrogénothérapie. Cependant si on arrive parfois a4 obtenir
une puberté subnormale avec installation des menstruations,
la stérilité est quant & elle définitive. Malgré ce résultat
incomplet, la conduite médicale actuelle devant le syndrome
de Turner est un véritable succés.

III.2 - REMARQUE : LE FREEMARTINISME

Le freemartin est une femelle, jumelle d'un mile.
La gestation gémellaire dizygotique hétérosexufe avec fusion
précoce des deux sacs allantoidiens, en est la cause. Le
freemartinisme est accompagné de stérilité totale. Les lésions
sont caractérisées par la présence d'organes génitaux appar-
tenant aux deux sexes, et d'ovotestis dont le degré de mas-

cunilinisation est variable.



- 127 -

La gémellité dizygotique hétérosexuée s'accompagne
de freemartinisme dans plus de 90 p. 100 des cas ( ). Le
co-jumeau mile d'une femelle freemartin est habituellement
une chimére XX/XY mais dont 1l'appareil génital est normal
ces taureaux ont une faible fertilité (sperm= de mauvaise
qualité, taux de non-retour bas), parfois ils sont totalement
stériles.On observe aussi des dysmorphies gonadiques, asso-
ciées ou non 3 un déréglement du fonctionnement endocrinien
avec diminution de la sécrétion d'androgénes. Pour ces raisons
ils est conseillé d'éliminer ces travaux.

II1.3 - LES ANEUSOMIES

I1 s'agit d'anomalie de la structure des chromoso-

mes. On distingue

- les remaniements intrachromosomiques dont
les déletions
les anneaux chromosomiques

les duplications

LT

les isochromosomes.

- Les remaniements interchromosomiques principale-

ment les translocations.

III.3.1 - Les remaniements intra-chromcsomigues

I11.3.1.1 - 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 dé€létion

tions les plus cé&lébres sont
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- délétion interstitielle du bras court du chromoss-
me n°® 5 (syndrome 5 p - /ou monosomie 5 p ou maladie du cri
du chat" (Lejeune, 1963)

-~ délétion du bras court du chromosome 18 (ou mono-
somie 18 p (Jean de Grouchy, 1963).

- délétion du bras long du chromosome 18 ou monoso-
mie 18 p (Jean de Grouchy, 1964).

Les délétions réalisent des syndromes polymalforma-
tifs graves avec débilité mentale sévére : au total des syn-
dromes de morpho et psycho-dystrophie plus sévéres que ceux
rencontrés dans les syndromes trisomiques. Il reste que, les
monosomies étant des syndromes de défiscience chromosomique
et les trisomies des syndromes d'excés chromosomique, il exis-
te une relation antagoniste entre ces deux anamalies qui sont
diamétralement opposées lorsque le segment chromosomique est
le méme : c'est le phénoméne de type et contre type tel qu'on
l'observe entre les monosomies et trisomies 4 p, entre les
monosomies et trisomies 21 p etc..,. Enfin grdce aux technicuzs
a4 haute résolution il a été mis en évidence des micro délé&ticns
chromosomiques. Cette véritable microcytogénétique a permis
de démontrer gue des syndromes depuis longtemps généralement

attribués i une mutation génique donc considéré comme des génu-
pathies récessives peuvent &tre dus au moins dans certains cas
d des délétions extrémement courtesde microsegments chromoso-
migues : ce sont les cas du syndrome de Trawerwilli (d&létion
de segment q 1-1 q 1-2 du bras long du chromosome 15) ; 1le
syndrome de Di George (dé&létion de 22 q 1-1), l'association
d'anaridrie - tumeur de Wilms ou gonadoblastome (d&létion 11 g
1 - 3) ; le Rétinoblastome(délétion 11 p 1 - 4)
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IIT.3.1.2 - Les anneaux

Ils résultent d'une double délétion suivie d'une
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
€léments instables variables pouvant se dupliquer au cours deo
mitoses successives, Les sujets porteurs sont généralement cus
mosaliques 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 chromosomes1, 9, 15, 18, 21, 22 humains. Les
anneaux réalisent des doubles monosomies fonctionnelles.

III.3.1.3 - Les duplications

La duplication est 1l'inverse de la délétion. Elle
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 duplications; les plus célébres touchent
les gonosomes X et Y.

IIT.3.1.4 - Le syndrome de fragilisaticn

chromosomique

On observe parfois sur certainscaryotypes des zones
portant des images de cassure de micro délétion interstitielle



- 130 -

avec réalisation de laccune. Ce sont les zones de fragilisa-
tion chromosomique des sites fragiles. Parmi elles, la micux
étudiée est la fragilité du chromosome X. En effet certaines
déficiencesintellectuelles liées 3 X décrites par Martin-
Bell en 1943 puis par Repenning en 1962 semblent avoir trouvé
une explication dans la cassure.anormale du bras long du
chromosome X au niveau de la 8e bande de la 2e région (site
X q 2-8). Les méres conductrices présentent parfois la méme
anomalie que leur fils mais sans conséquence phénotypique.
Les garcons déficients présentent un faciés particulier avec de
grandes creilles décollées et mal ourlées, la lévre supérieure
éversée et une macro-orchidie mesurable. Le fait le plus im-
portant de la fragilité de 1°'X en ce point encore appelée

"X (fra) 928" n'apparait que si le milieu de culture est
spécifique : TC 199 pauvre en acide folique ou supplémentée
par un antagoniste de 1l'acide folique :le métotrexate. Si
1'on traite les sujets attein® pendant plusieurs mois par

de l'acide folique , ou vitamine B9,le phénoméne de fragili:ué
disparait et la cassure n'est plus reproductible méme dans

les conditions spéciales de culture.

Premier cas de répération chromosomique thérapeuti-

que in=-vivo,

ITTI.3.1.5 - Les isochromosomes

Dans les conditions normales la bipartition préana-
phasique du centromére " responsable de la séparation des
chromatides soeurs se fait suivant un axe antéro-postérieur
paralléle au bras chromosomique. Dans quelques rares cas
la ligne de loi est horizontaledonc perpendiculaire au bras
du chromosome se constitue ainsi 2 chromosomes anormaux appe-
1ésisochromosome : 1l'un constitué de deux bras cours est dit
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iso p l'autre constitud de deux bras longs est dit iso qn

Ces chromosomes apparaissent sous la forme de métacencrique
dont les 2 bras sont identiques. Les iso p sont rarement
rencontrés seuls les (iso ¢) sont de temps en temps observis,
Le phénoméne est surtout connu pour le chromosome X. La fé-
condation d'un gaméte contenant un iso chromosome par un
gaméte normal réalise un syndrome chromosomique en rapport
avec une double aneuploidie partielle : trisomie partielle
pour un bras chromosomique + monosomie partielle pour le méme
bras chromosomique.

I11.3.,1.6 - Les inversions

Elles résultent de 2 cassures situées sur le méme
chromosome, suivies de recollement aprés une rotation de 180°
du segment intercalaire. On distingue deux variétés d'inver-
sion : les inversions para-centriques et les inversions para-
centriques. Dans les inversions para-:entriques les deux cas-
sures sont situées sur le méme bras chromosomique. Dans les
inversions péricentriques les deux cassures sont situées de
part et d'autre du centromére. Les inversions para-centriques
sont généralement anodives quant aux inversions péricen-
triques elles entrainent 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 interchromosomigue (ainsi les sujets porteurs
d'inversion ont dans leur descence une fréquence de trisomie

22 sy cure 4 celle de la population normale).

- au cours de la méiose, les difficultés d'appariec-
ment du chromosome inversé avec son homologue normale crée
alors une boucle d'inversion qui peut &tre le siége de cros-

-~

sing-over ou enjambement. On obtient ainsi & c8té& de chromo-
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somes flls normaux des chromosomes anormaux présentant un
segment en trop et un segment différent en moins : ces chro-
mosomes recombinants correspondent 3 des aneusomies de recompi-

naison.

La fécondation des gamétes contenant ces aneusomies,
avec des gamétes 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).

II1.3.2 ~ Les remaniements inter-chromosomiques

Ils mettent en jeu deux ou plusieurs chromosones.
Ce .sont les translocations. Elles résultent du transfert
d'un segment de chromosome sur un autre chromosome. On dis-
tingue deux grandes variétés de transloce&tions : les translo-
cations simples et les translocations réciproques.

I11.3.2.1 - Les translocations simples

Le segment terminal d'un chrogosome-est trapspos?
sur le segment terminal d'un autre chromosome. Modifiant ainsi
la longueur des chromosomes impliqués et leurs indices centro-

mériques.

I11.3.2.2 - Les translocations réciprcques

Ici 1l'accident entraine un échange mutuel de segment
chromosomique entre deux chromosomes non homologues. Ces
translocations réciproques peuvent revétir un aspect parti-
culier qu'on appelle fusion chromosomique. Ces fusions ont
eu une signification et un r&le au cours de 1l'évolution des

espéces ( ).



- 133 -

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 acrocentriques dont le certro-
mére est quasi terminal. C.ez 1l'homme elles‘'se passent entre
les chromosomes du groupe D (les paires 13, 14, 15) T. Rob
(Dq Dg) et/ou les chromosomes du groupe G (les paipes 21 et
22) (t. Rob (Dg Gq) ; t. Rob (Gg et Gq). Ces translocations
sont pourvoyeuses de nombreuses anomalies dans la descendance,
notamment de sujet trisomique ou monosomique., Il s'y ajoutent
des possibilités de non disjonction par effet interchromozo-
miques. Le risque de trisomie 21 dans la descendance d'un
sujet portant une translccation Rober t. Rob 21 q 21 g est
de 100 p. 100,

b) Translocation par fusion télomérique

Elles résultent de 1l'acollement de 2 chromosomes
par leurs extrémités. Il se forme ainsi un grand chromoscme
possédant deux centroméres mais relativement stable car 1l'un
des centroméresest inhibé.

Lorsqu'il y a translocation entre le chromosome X
et un autosome c'est généralement 1'X anormal qui est inuc~
tivé : et avec le segment chromosomique transloqué ce qui
réalise une monosomie pour ce segment.

III1.3.3 - Cas particuliers des animaux

domestiques

Les aneusomies les plus frégquemment rencontrées i:ns

ce groupe d'animaux sont principalement les translocations

s~ pecasionnellement les inversions.
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a) Chez les bovins

Chez les bovins plusieurs translocations ont &té

décrites. Elles sont regroupées dans les tableaux suivants

Tableau n° 14

Différentes translocations robertsoniennes
chez les bovins.(149).

-

N° Chromosomes Race Phénotype Référence
impliqués
1 1/29 nombreuse normal divers %
2 2/4 : Frisone normal Pollock, 1972
3 3/4 | Limousine normal Popescu, 1977 |
i
4 5, 6/15, 17 Dexter - Eldrige, 1974 §
5 7, 11/20, 25 Blonde Limousine ? Darré et coll. |
1974 :
8/9 Brauviech ? Tschudi, 1977
13/21 mposalque Holstein-Friesian normal Kovacs et coli,
1973 |
8 11, 12/15, 16 Simental normal Bruere et Chao-
man, 1973, !
Harvey 1974 t
9 1/25 Pic-rouge normal Stranzinger et
Forster, 1976
10 14/28 Holstein anormal Ellsworth et
coll., 1979
11 14/24 Podolian anormal Di Berardino,
1979
12 25/27 Alpini grey normal De Giovarni et
; et coll, 1979
13 Japanese Black normal Masuda et coll ’

5/21 !

1980
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Tableau n°® 15 Fréguence de la translocation 1/29 suivant les

races (149).

Race Nombre d'animaux Hétérozygote pour | pourcentage
étudiés la translocation
1/29
Blonde
d'Aguitaine 4B 6 13,04
Charclais 359 11 3,06
Limousine 133 10 7,52
Montbéliard 365 8 2,18
Vosgienne 87 1 1,23
Baoulé 85 3 3,53
N’ Damas 26 - o
Zébus et
croiseées 51 3 5,89
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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 touten
lgs fusions centriques. Elle a été identifié dans une tren-
taine de raceg, répartiesen Europe, en Amérigue du Nord et
Centrale, en Asie et en Afrique. Les fréquences sont trés
variables d'une race & l'autre. La fréquence dans les races
africaines pourrait Btre élavée. Cependant les effectifs
étudiés jusqu'ici sont limités et les renseignements d’ordre
généamlogique sur les animaux examinés sont totalement absents
C'est pourquol les fréquences trouvées demandent & étre con-

firmées ( ).

La fusion centrique 1729 n'a pas d'effet visible
sur le phénotype des animaux porteurs. Elle n’a aucun effat
favorable ou défavorable sur la croissance et 1'indice de
consommation (Queinnec et Al 1974), sur les fonctions sexuel-
les et les caractéristiques du sperme {(Dyrrendahl et Gustav-
sson 18978). Cependant, une telle anomalie structurale pertur-
be le déroulement normal de la division méiotique chez 17 ani-
mal gui la posséde & 1'état hétérozygote. Les gamétes issus
de telles divisions ont soit un chromosome excédentaire, scit
un chromosome manquant. L’'union de tels gametes avec des
gametes normaux furent des zygotes monosomiques ou trisomi-
gues pour un des chromosomes libres. Ce processus devrait
dcireyr dans les proportions suivantes : 1/6 de zygotes normaux,
1/6 de zygotes équilibrés porteurs del'anomalie et 2/3 de
zygotes & caryotype déséguilibré_. Des animaux vivants &
caryotype déséquilibré provenant de croisement entre un tau-
reau porteur de 1l'anomalie et des individus normaux n'a jameis
été mis en évidence. Ce gui confirme 1'hypothése selon laguel-
le la baisse de fertilité des animaux anormaux, serait dus A
une augmentation de la mortalité embryonnaire. Hypothése
confirmée par de nombreuses études sur des enbryons ( ]

ont confirmé cette hypothése.
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Les porteurs midles de la translocation ont une
fertilité réduite de 3 4 5 points, lorsque le critére d'étude

est le taux de non retour correspondant 3 la mortalité em-
bryonnaire.

Les femelles, filles de taureaux transloqués
sont en moyenne moins fertiles que leur contemporaine. La
déduction de la fertilité, analysé&eégalement par le critére
du taux de non-retour, oscille entre 3 et 6 p. 100, impli-~
quant donc une mortalité embryonnaire d'importance ron né-
gligeable pour une espéce d'animaux de rente. C'est pourquoil
la plus part des auteurs ( ) = -ocmmandent 1'Alimi-
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 "3 problémes" au
moment de la mise & la reproduction.

b) Chez les porcins

On rencontre surtout des translocations réciproques

que nous avons regr-upées dans le tableau n°

Ces anomalies chromosomiques sont importantes 3
prendre en considération, car elles sont souvent associées
3 une baisse de la prolificite des animaux porteurs a 1l'2tat
hétérozygote ( ). Il apparait que cette baisse de prolifi-
cité est due comme chez les bovins 3 une mortalité embryon-
naire précoce des zygotes issus de gamétes déséquilibrés,
mortalité dont l'ampleur varie selon la translocation de
26 4 3 56 % et dans quelgues rares cas atteint 100 7. Cette
hypothése de la mortalité embryonnaire a &té confirmée par

plusieurs travaux sur de trés jeunes embryons
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Les translocations réciproques identififes
chez les porcs domestiques (149, 152),

(1983)

N° Chromosome Pays Réduction de 1la' Auteurs
impliqué prolificité
1 trep (11p+ ; 15g-) Suéde 56 % Honricson, Backs-
g trom, (1964
; [ 34 g Hageltorn, ct
| ’ coll, (1973
é 2 trep (6 p+ 3 15 g-) Belgique 100 % Bouters et Coll.
| (19743
L3 trep (1 p+ ; 6 g+) Yougpslavie 26 % Lockniskar et
coll., (197%)
Y trep (13g- ; 14qg+) Suéde 50 % Hageltorn et
coll., (197¢;
5 trep (6P+ ; 14 g-) Angleterre 100 % Madan et coll.,
(1978)
6 trcp (U4p+ ; 14g-) France P43 g Popescu, Legaulf.
1 (1979)
7 trcp (1p- ; 16 p+) Allemagne | °? Féster et coll,
| (1981)
8 trep (Tq- ; 11 g+) Suéde ' 50 % Gustavsson et
i Coll. (1982)
|
9 trep (9p+ 3 11 g~) Suéde [ 50 % Gustavsson et
’ | Coll., (1982)
10 trep (1p- 5 8 a+) - b9 Gustavsson et
i Coll. (1982)
' |
|11 trep (ig- ; 1l4g-) RDA b2 Golisch et coll.
' | (1982)
i 12 trep (Tg- ; 15 q+) France I 45 g Popescu et coil.
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Les conséquences économiques de cette anomalie résui-
tent non seulement de ses effets sur la taille de la portée
a la naissance, mais aussi sur la fertilité du verrat et 1z
viabilité des porcelets qui s'exercerait en sens opposg sur
1la productivité ( ). En terme de productivité numérique ds
la femelle (nombre de porcelets sevrés pendant une période
donnée, la réduction observée chez les tracés saillies par
un verrat porteur de l'anomalie pourrait atteindre jusqu'ici
9 porcelets par an, ce qui représente une perte économigue
sérieuse pour 1l'élevage touché., L'usage d'un tel verrat peut
se traduire par une perte de plus de 100 porcelets avant
méme que 1l'éleveur n'ait pu se rendre compte de la mauvaise
fertilité du male.

Notons que le maintien d'une telle anomalie dans
une population au fil desgénérations se fait essentiellemenf
par la voie femelle : en raison de la trés faible répétabi-
1ité de la taille de la portée, il est en effet difficile e
détecter l7anomalie chez les femelles qui sont refermées en
moyenne, apreés avoir produit troié i cing portées. Il est
aussi difficile de détecter des verrats "hypolifiques”
dans les élevages, en raison de multiples facteurs de milieu

\

(pathologie, nutrition, saison, surmenage du verrat etc...)

qui intervient sur ce caractére.
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IV, - INDICATIONS ET INTERETS DU CARYOTYPE,

Le caryotype est un examen artisanal hardu et onéreux,
Fl ne saurait &tre question de le pratique: -systématiquement,
D'olU la nécessité d'une sélection des demandes en fonction des

indications et 9©S renseignements anatomocliniqu€ournis par le

le clinitien demandeur au Laboratoire d'anatomopathologie.

Avant toute chose, il faut signaler gue le plus petit frag-

ment de chromosome étudiable par les technigues cytogénétiques les
con-

plus perfectionnées (marcurage des chromosomesS prométaphasiqgue)
tient trente & cinquante génes,certes d'intér& et d'importance
Les mutations ponctuelles affectant un

physiologiques variables.
a quelgues génes ne peuvent donc pas &tre mise en évidence par 125

techniques cytogénétiques,

Les syndromes mailformatifs isclés (embryopathies ou foeto-

pathies ainsi qgue les génopathies malformantes ne doivent donc pas
Quels sont les circons-

pas faire l1'objet d'analyse chrr osomique.
il faut un caryotype ?

tances dans lesquelles,

1. - EN MEDECINE HUMAINE.

Les travaux deg différentes équipes Euro-américaines (

) ont établi au cours des années 1970 gu‘un peu moins 4’un en-

fant sur 100 est porteur d'une aberration chromosique équilibrée

~

Au sein de la populationgénéralesujet adulte 300 a 500

ou non,
porteurs d'un remaniement chromosomigue équilibré gui fera sa preu e

2 1 1lité naissance <d'un enfan lymalforme
par une infertilité ou par la nais a’ fant polymalforme

tteint d*une trisomie ou dfune monosomie partielle( aneusomie «

tecombinaison) ou une d'aneuploidie entiére par effet interchromo-

somiqgue.
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L'une maniére générale, l'analyse chrdRfosomigue ne se con-
¢oit gqu'a la lumiére des données clinigue paraclinigque etbiolc-
giques Les indications du caryotype comme la nature et les consé-
quences ces aberrations chromosomiqgie lesplus fréguemment rencontries
varienten fonction de 1'8ge et de la symptomatologie clinigque. Tan-
dis cue les indications de techniygues spéciales de marguage sont en

-

rapport avec l'anomalieautosomiqu & précisar,

1.1 - Les indications en fcnction de 1°ége.

On peut envisager 1l‘examen caryotypigue & différent stade
de 1'ontcocgenése et de 1'histoire naturelle intra utérine et extra-

utérine d'un individu.

1.1.1 - Pendant la vie intra utérine,

L'analyse chro osomique est effectuée sur des cellules
amniotiques obtenues par amniocentése, Cette recherche d'analyse

chronosomique est faite en face de 4 risques différents.

1.1.2 -~ L'&ge maternel.

L'amniocentése chez la mére 4gée représente 75 p.l10C des
indications de cette technigue. En effet dés 1'2ge de 38 ans, il
y a une élevation brusque du risque d’un enfant atteint dfaberration

chronosomigue. On décéle une anomalie,:
- dans 3,5 ».100 decsgrossessgesghez les meres 8gées de
40 a 45 ans.

- 8 p.100 des grossgesses chez les méres dgées de 45 ans

ces anomalies sont dans »nlus de la moitié des cas; la trisomis 21.



on observeégalement la trisomielXrisomie 18, mais aussi des aneu-
ploidiec gonosomiques, Selon ROBERT ( }, les aberraticns
chromosomiques diagnostiquées,pendant la vie intra-utérine, sur
amniocentése, représente 15 p.10C de toutes les aberratiocns chro-

nosomiques déséquilibraées.

1.1.3 - Présence d'un remaniement chromosomique

chez l'un ou les deux parents,

En effet, il yva risque de mnal segrégation par effetv incer-
chromosewigue d'une part, et dfautre part risque d’'aneuplocidie
partielle. double par aneusomie de recombinaison au cours de la
noiose.De tels remaniements parentaux s'observent chez un couple su:
25C. De facgon générale, la féconditd de ces couples est faible,
mais tous les auteurs s‘accordent & estimer 7 a4 8 p.100, le risgue

-

pour le couple de donner un enfant sévérement atteint.

Ce risque est accru si c'est la femme qui présente le re-

maniement chromosomigue et plus encore si elle est d'dge avancé,

1.1.4 - Antécédents d’enfants trisomie 21 dans

la fraterie.

I1 vy a indication de caryotype prénatal chez lesmres

-

ayant donné naissance au paravant & un enfant trisomie 21 libre,

Il s'agit l1la d'une indication dispensable sur le plan
scientifique. Néanmoins le risque de recurence établi par les
derniéres statistiguesmondialezest de 1 p.l00 dans la population
générale, Par ailleurs sur le plan psychologigue, un examen cyto-—
génétique prénatal anon pathologique est un diagnostic rassurant,

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.

190
18

Grand syndrome chromosomigue : trisomie 21, trisomie

trisomie 13, monosomie 5 p, ou syndrome du ¥cri cu chat® etc...

1.2.2 -~ Diagnostic vraisemblable

ambiguité sexuelle: un syndrome de Turner évogqué par
présence d'un aspect de BONNEVIE- ULLRICH : lymphoedéme des extré&-

mités et cutis laxa ou pterygium colli,

1.2.3 - Un diagnostic possible

d'anomalies chromosomiques (trisomie et/ou monosomie pafl-
tielle). L'indication est posée devant 1‘'association & un syndrone
polymalformatif (dysmorphie faciale, anomalie des membres, micro-
céphalie, dermatogriffes anormaux) de trouple de tonus (hypo ou hypar
toniaxial) et des signes de malfermations internes surtout cardiagues

(cyanose et souffles).

Le caryotype est demandé dés qufon sait qu'il pourrait
s’agir d'une embryopathie ou d‘une génopathie malformative congé-
nitale liée & la présence d'un géne ricessif muté double dose, Znfia
d‘une phénocopie (syndrome malformatif sans anomalie chromosoinigue
simulant a@ s'y méprendre un syndrome chromosomigue : c'est le cas
du syndrome de NOONAN faux aspect turnérienl.
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Enfin il ya possibilité de caryotypage chez les mort
nés frais et les mort né& 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 cutané.

1.3 = Chez lfenfant

Le caryotype fait partie du bilan de routine

1.3.1 - de tout retard psychomoteur important
surtout,s%l existe des malformations interne ou externe associées,

1.7.2 - de tout enfant présentant une'psychose
infantile" ou untraumatismeau cours desquels, on observe des cas
indiscutables d'aneuploidie partielle.

1.3.3 -~ débilité mentale : en effet toute aneu-
plo“die mAme 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 caractérielles, On recherchera la
présence de X (frac) /2.8 d'autant plus qu’il présente l'associa-
tion syr~4romique caractéristique & savoir : des gargons aux facies
particulier avec des oreilles d&collées et mal ourlées, la lévrzs su-

périeure &versée et une macroorchidie mesurable.

1.4 - .Crhez 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 excés de taille inexpliqué surtout,s’il s'y

associe une macroskellie.



1.4.2 - de tout impubérisme avec aménorh&e chez la
fille (syndrome de Turner ou syndrome de Morris, en eunuchisme et
gynécomasticiez le garg¢on (syndrome de Llinefelter ).

1.5 = Chez 1'adulte

Le caryotype fait partie du bilan ant mo clinique de rou-
tine

1.5.1 - de toute infertilité dont la preuve somati-
que n'est pas évidente surtout s'il existe oligo-asthéno-terato-zoosp-
mie chez 1l'homme, des anomalies des régles chez la femme (dysgénésie
gonadique polygcnaisomique 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-
somie de recombinaison etddneuploidie polymalformative et lethale
pour la descendance,

Il est recommandé d'effectuer un caryotype 3 partir du
3e accident abortif spontané,inexpliqué,surtout s'il y a inadéqua-
tion entre 1'dge embryologique et la date des derniéres régles.

1.5.3 - Chez tout sujet de phénotype féminin pré-
sentant 3 17évidence une génopathie 1liée au go osome X avecrécessivite
(myopathie de DUCHI N DE BOULOGNE, hémophylie ou B, dyschromatoxie
etc...) en efffet dans ce cas un caryotype monosomie X (45, X0) doit
étre recherché de partie prise.

1.5.4 - Enfin lorsqu'un remaniement chromosomique
a 8té diagnostiqué chez un sujet, les enquétes gynécologiques doi-
vent &tre proposées 3 ses ascendants et collateraux, s'il s'agit
d'un nouveau né,d'un enfant ou d'un adolescent; & ses descendants
et collateraux s'il s'agit d'un adulte.



1.6.1 - L-analyse chromosomigue est indigquée
dans tcout syndrome myelle proliferatif. Caryotype medullaire
etloulymphoblastigue avant toute chimiothérapie ou racdicthéra-
pie. La cytogénétique est fondamental dans le diagnogstic sCsi-
tif de leucemie myeloide chronigue (ALC). Elle recherchera le
cnromosome Gde Phyladelphie Phl, der t-Rec (9:;22) (g +; ¢ ). 11
faut signaler qu'il s’'agit d'un remaniement chromosomigue &rjul-
libré, une mutation de novo, une anomalie acquise qui s’ cbserve
au cours de la phase leucemigue aigue dont la disparition preé-
figure la remission, et la réapparition annonce une rechute

clinigue & bréve é&chéance.

IV, 1.2 - Indicat:»nn ces technigues particuliéres

¢ranalyse clircinosomigue,

Nous avons vu “chapitre II® - 1Y), Jue les aiver:-
ses techniques de marduage . etaient de valeur dragnostic coii-
plémentaire o0 il faut toucefois singulariser les techniques
de nandes R et C applicables en pratique courante. En vays sous
équipés, la pratigue cocurante des bandes ¢ est mieux indiguce
parce gque n'exigeant pas un &quipement photomicrcogcopigue par -

ticulier.

Mais lorsquiune particularité chromosomigue a &te
diagnostiquéepar les techniques courantes, il faut mettre =zu
route des technigues spéciales plus adaptées. Ce gui permet
cl'approfondir pour la raffiner l'analyse cytogénétigue. Ainsi

on utilisera :
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- Les méthodes de bandes T seront utilisées lorsqu'un
remaniement impliquant un segment chromosomique distal 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, 17é&tude d'une
translocation par fusion centromérique robertsonienne, la recher-

che d4d'un isochromosome.

- Le techn’~ues dynamiques d'incorppration du 5 - Buor
sont indispensables dans 1'é&tude des "échanges de chromatide <oeur”,
le répérage de 1'X inactivé et 1'étude (plus fondamentale) de la
fréquence de réplication d‘'un variant ou d'un néochromosome. On a
pu ainsi établir que lorsqu’un chromosome X est anormal et aneuso-
mique c'est pratiquement toujours sur lui que porte 1l'inactivation,
sauf dans les cas de remaniement (X, autosome) ou l'inactivation
de X porteur d'un segment d'Y est polymalformante et débilisante
sinon 1léthale.

- .Les techniques i haute résolution sont utilisées pour
rechercher les points de cassure dans diverses remaniements

IV -2- En M&decine V&térinaire.

Les circonstances dans lesquelles, il faut derxander un
caryotype, en Médecine vétérinaire sont limitées par rapport a la
Médecine humaine. Ceci est 1ié au caractére essentiellement &ccno-

-

mique. de 1°'&levage. Aussi toutes entraves i la reproduction, et tout
particuliérement dans les conditions ci-dessous citées, devraient

-

amener 3 &tablir le caryotype, pour infirmer ou confirmer le diagnos-
tiec du clinicien qui n'est en fait, en matiére de pathologie chro-

1

mosomiquwe q'un » ~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 3 la naissance, soit
au moment de la mise 3 la reproduction.

- caractére familial de la symptomatologie opservée.

Il est parfois délicat de faire une r-lation immédiate entre
la symptomatologie et l'aberration chromosomique; seule la conver-
gence de plusieurs observations similaires peut permettre de poser
un diagnostic de certitude ( ). Trés souvent les anomalies de
nombres (trisomies, chimerisme, intersexualité) accompagnées d'effets
graves sur la conformation et la fertilité sont rapidement &liminées
par la sélection et de ce fait ne causent pas de pertes &conomiqucs
importantes a 1'élevage.

Néanmoins, les investigations cytogénétiques de ces anc-
malies ont une certaine importance pour le diagnhostic correct de
1l'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 i cause de leur consé-
quence &conomique et des risques de diasémination de l'anomalie dans
la population gridce aux nouvelles techniques d'élevage (insémination
artificielle par exemple), méritent d'étre dépistées.

On comprend ainsi pourquoi la cytogénétique devrait &tre
une activité de recherche appliquée active dans nos pays pour épau-
ler la pratique d'élevage.

Au deld de cet aspect purement &conomiqgue; le caryotype
devrait permettre de mieux définir les nombreuses races. Le d®velop-
pement des techniques des bandes et leurs applications revélérent
certainement une légion de marqueurs chromosomiques non encore décrits
( ). L'étude du caryotype des animaux sauvages ( ) apparentés
aux espdces domestiques permettra de mieux comprendre 1l'évolution du

régne animal.
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LEGENDES DE LA PLANCHE A

Fipure 1 - Cg 83/76 - Technique standard : Giemsa.
Caryotype masculin normal, classification de DENVER (noter lcs
groupes A, B, C, D, E, F, G) : U6, XY,

Figure 2 - Cg 284/81 - Barde G (¢ T G).
Caryotype masculin normal : 46,XY,

Figure 3 - Cg 389/82 - Barde R (RHG)
Caryotype féminin normal : 46,XX, 9gh(+) sur le 9 de gauche.

Figure 4 - Cg U477/83 - Bandes K (RHG).
Caryotype masculin normal : 46, XY.

Noter le parfait appariement des chromosomes homologues et la facilitation
de lcassification qu'introduit cette technique.

Figure 5 - Cg 519/84 - Caryotype humain aneuploide. "Bandes RHG. 47,XX,+ 71
(mére de 39 ans). Deux 21 identiques sur 3 : Non disjonction en
méiose II.
(Vraisemblablement 3 cause du vieillissement de 1'ovocyte).

Figure 6 - Cg 522/84 - Caryotype humain aneusomique et aneuploide.
"Bandes RHG". Noter le '"néochromosome' moyen médioeentrique
13q 13q. 46,XX, + 21, ¢. Rob (13q13%q). Effet interchromosomiqu:.
Non disjonction en méiose I.

Figure 7 - Cg 393/82 - Bande C.
Noter le marquage des centromér%set le néochromosome Yq Yq der
t. Rob (Y ; Y).

Figure 8 ~ Cg 192/76 - Technique standard.
Trisomie X ou Triplo X : 47, XXX.
Montage "en cartouche" du noyau interphasique correspondant qui
montre 2 corpuscules de BARR (2 cB).

Figure 9 - Cg 319/82 - Bandes GTG chez une femme de 36 ans ayant eu 8

0 5)

fausses couches et 5 rétention d'ceufymorts : 46, XX, t (1
(p- : p¥).



Figure 10

Figure 11

Figure 12

Figure 13%

- Cg 198/81. Montage mettant en é&vidence les paires 4,5, 9,

10, 144, 15, 22 et les gonosomes (2 X et 1Y) : 47, XXY
(syndrome de KLINEFELTER),

Montage d'une paire 9 d'un nain sénégalais montrant 1'hyper-
trophie de la constriction secondaire du bras long 9gh (+)

en RHG (marqueur R physiologique de la race négroide).

Montage comparant les marquages chromosomiques Q, G et R
pour le chromosome n°® 1 humain,.

Noter le caractére reverse du marquage R par rapport i Q et ¢
et 1'intBrét de disposer de plusieurs techniques de marquage
pour une analyse plus raffinée des chromosomes.

Montage des paires 9 et 22 montrant le chromosome de Phila-
delphie (Phq.) dans une L.M.C.
Phy der t. Rep (9 ; 22) (q + ; g-).
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Au cours de ce travail aqui traite des considéra-
tions générales sur la cytogérétique médicale humaine et
vétérinaire, ceuvre préfigurant un travail collaboratif de
1'Fcole Inter-Etats des Sciences et Médecine Vé&térinaires
(Népartement de Zootechnie) et de la Faculté de Médecine et
de Pharmacie de 1'Universit® de DAKAR (Laboratoire d'Histo?
logie-Fmbryologie et Cytogénétiaue) sur l'inventaire cytogé-
nétique des différentes espéces animales domestiques et les
marqueurs chromosomiques humains en Afrique de 1'QOuest, nous
avons relevé les principaux points saillants suivants :

--=-- Premiérement

La cytogénétique, discipline bio-clinique nar
excellence, regroupe l'ensemble des méthodes de laboratoire
qul ont permis, au cours des annéfes, d'affiner 1'étude des
chromosomes. Introduite historicuement au sein des techniques
médicales pour diagnostiquer les malformations liées & une
anomalie de nombre ou de 1la structure des chromosomes, elle 3,
gquelaues années plus tard, ramené 3 leur causSe exacte certains
échecs de la reproduction et découvert dans le novau des
cellules du liquide amniotique prélevé par amniocent&se les aberra-
tions chromosomiques foetales, sources de 1l&sions séveres.
Elle contribue 3 une meilleure connaissance de la carte
chromosomique humaine et, plus récemment, 3 une meilleure
compréhension des phénoménes de la cancérogénése. ¥nfin, en
dehors du domaine médical, des pnalfontologistes utilisent
couramment ees techniques pour confirmer ou infirmer leurs

thdosries sur la classification des esp&ces et leur évolution.

Née avec le sidécle, la cytogénétique a connu un
déveloopement considérable au cours des trois derniéres
décennies "1050-1980", Fn effet 3 c0té des techniques
d'analyse chromatinienne, test de BARR, &tude de 1a fluores-
cence de 1'V) des techniques de marquage de moyenne et i havte
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résolution (bandes @, G, R, C, T etc...) et des techniau=s
dynamigues (BuDr, promé&taphase) ont amélioré nos connaissanms
sur le nombre et surtout la structure des chromosomes et
raffiné 1'analyse étiopathologique de divers syndromes en

rapport avec les aberrations chromosomiques.

..... Deuxiémhement

Il faut relever la prande efficacité des tests
chromatiniens notamment le test chromatinien de RARR et
1'étude de la fluorescence de 1'Y, Ces tests constituent
sans aucun doute une méthode de choix parfaitement adaptée
aux conditions matérielles précaires de nos pays sous-2quip?s,
Pratiqués et interpr&tés par des bio-cliniciens expérimentés
et avertis de leur limite, ces tests peuvent fournir des
renseignements précieux aux pAdiatres, aux endocrinologues,
aux psychiatres, aux gynécologues, aux urologues et vétéri-
naires zootechniciens et cliniciens. Si le Drumstick n'est
pas toujours sienificatif et la fluorescence de 1'Y trés
onéreuse, le test chromatiniende BARR est une technique de
choix pour le dépistage des anomalies du chromosome X nrinci-
palement celui du syndrome de TURNER (45 X0) et ces variantes
(mosaiques :@ 46,¥Xq~ : 46, XXp-)dont le diagnostic précoce
dans la prime enfance permet une thfrapie assez spectaculaire,
bien aue ne résolvant pas le probléme fondamental de la stéri-
1ité primaire, opuisque tous les signes psychosomatiques sont
atténués si non arrihilés. En Afriocue, toute promotion de 12
cytogénétioue médicale surtout humaine doit commencer par
1'étude chromatinienne, pour, dés que les conditions d'égui-
pements matériel et humain 1le permettent se poursulvre
par 1l'analyse du noyau mitotique : le caryotype.
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----- Troisiémement

Les techniques de marquasge permettant une meilleure
analyse de la structure des chromosomes et des remaniements
intra-chromosomiques et inter~-chromosomiques ont pour princirecs

généraux

- La dénaturation thermique ou chimique ménagée des
chromosomes, suivie d'une coloration soit au Giemsa, soit avec

un fluorochrome (Quinacrine, acridine orange etec...).

- Le raffinement est obtenu par des artifices techniques.

On arrive 3 étudier des chromosomes 3 des stades assez
précoces : non plus des chromosomes métaphasiques mais des chromc-
somes prométaphasiques voire prophasiques donc trés peu condensés.
Ainsi, alors qu'on peut rencontrer sur le lot haploide environ
320 & 550 bandes au stade de la métaphase précoce, on neut en
reconnaltre 550 i 850 en période prométaphasique et jusqu'i 125¢
en prophase tardive. Ce qul a fait dire au Professeur Jacques
Michel ROBERT de LYON que '"nous avons vraisemblablement atteint

la limite optique d'analyse chromosomique”.

_____ Quatriémement

Ces techniques ont permis
- une connaissance certaine du nombre diploide de 1'homme
et de presque toutes les espéces animales domestiques.

- une &tude de 1'é&volution phylogénique des vertébreés
(DUTRILLAUX, De GROUCHY etc...)

- la description de presque un millisr de syndromes chiromo-

somiques en 1984 contre A peine une dizaine en 1964,
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- Une meilleure détermination des domaines biologiques
et cliniques d'indication de 1lt'analyse chromosomique.

L'analyse cytogénétique des chromosomes ou caryotyv-
pare est un travail "artisanal" demandant du temps et un ravitail-
lement régulier en milieu de culture et divers produits et
réactifs. C'est une activité ardue et onéreuse il ne saurait
donc étre question de le pratiquer systématicuement, bien qu'un
peu moins d'un nouveau-nd sur 100 soit porteur d'un remaniemen
chromosomique équilibré ou dés2quilibré et que sur 300 3 500
adultes des deux sexes il y a au moins un qui soit porteur sair
d'un remaniement chromosomique (inversion, translocation) qui
traduirait par notamment des Zchecs de reproduction : enfants
malformés et/ou débiles mentaux, avortements spontanés répétés,
voire stérilité définitive avec donc des risaues importants

d'alourdissement du fardeau gé&nétique humain.

Par ailleurs les dégats que peuvent causer aux éleveo-
ges, les remaniements chromosomiques tel que la translocation
robertsonnienne 1/29 chez les bovins ou les translocations rZci-
proques chez les porcins soulignent 1'intérét des techniques
cytogénétiques.

Or cette activité est de seconde zone, parent pauvre
de la biologie mé&dicale ~n Afrique noire : pas de personnels
pas de moyens matériels. D'ol 1a nécessité de saluer 1'initiative.
des départements, de zootechnie de 1'Ecole Inter-Ftats des
Sciences et MEdecine VEtérinaireset d'Histologie-Embryologie ot
Cvtorénétique de 1a Faculté de MEdecine et de Pharmacie de DAKAT
de mettre en commun leurs moyens matériels et humains pour
développer au Sénégal =t pour notre sous région actuelle “embryon"
de Laboratoire de Cytogénétique de la Faculté de Médecine afin

de pouvoir faire face efficacement 3 une demande abondante et
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justifide venant aussi bien des M&decins de toute spfeialit#
et surtout des pédiatres : mais également de fournir un instru-
ment de plus pour &épauler la pratique et le développement de
1'élevare dans 1la région. C'est alors que le Laboratoire de

de 1'Université de DAKAR ahordera dés 1985 le deuxiéme volet
de ce programme : 1'étude cytogénétique des différentes

espéces animales domestiques et des margqueurs chromosomiques

humains dans 1'Quest-africain.
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