
TECHNIQUES

D'IDENTIFICATION

par l\{. DEMINATTI

De nombreuses techniques récentes permettent
une identification fine des chromosomes dans
l'espèce humaine, qui n'était jusqu'alors basée
que sur des critères morphologiques (longueur
et indice centrométrique) (27), ou autoradio-
graphiques (incorporation de 3 H thymidine)
(rù.

Quelles que soient les techniques utilisées, les
chromosomes présentent une succession de
bandes claires et sombres dont le nombre et la
répartition caractérisent cltacune des paires
de chromosomes. Les différents traitements
appliqués aux préparations permettent d'iden-
tifier des bandes sombres dites Q, C, R et G.

CASPERSON et coll. (fl ont établi la carte
cytologique des chromosotmes par fluorescence
et obtenu des bandes de type Q.

Une coloration spécifique dcs centromères
et des constrictions secondaires est obtenue après
dénaturation alcaline (r-zo). De même, SHI-
RAISHI et YOSIDA (25) montrent que l'urée
en solution tamponnée induit l'apparition au
nizteau des centromères et constrictions secon-
daires de bandes de type C.

DUTRILLAUX et LE|EUNE (tz)
obtiennent un marquage chromosomique ?ar
dénaturation thermique. Les chromosomes pré-
sentent des bandes R.

L'incubation dans une solution saline fait
apparaître sur les chromosomes après colo-
ration au Giemsa une alternance de zones
sombres ou bandes G (SUMMER et coll. (26),
SCHNEDL (z+), RIDLER (4), DR^EIS
et coll. (ro) /.

Ces bandes G, dont la localisation est inoerse
de celle des bandes R, sont également obtenues
par digestions enzymatiques (rr-r5-28).
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EVANS et coll. (r4) comparent la répar-
tition des bandcs G obtenues après dénatura-
tion en solution saline à celle des bandes Q
obseroées en fluorescence. Les résultats obtenus

?ar ces techniques sont superposables.

Des aariations de pH sont également utilisées
pour I'identification des chromosomes (l-zr).
Nous rapportons dans ce traaail, les résultats
obtenus après dénaturation saline, fluorescence
et digestion enzymatique.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Les préparations chromosomiques sont
obtenues à partir de sang périphérique
selon la technique classique (18).

1 - Dénaturation saline
Nous avons appliqué la technique de

Sulrnrnn et coll. (26) pour l'obtention des
bandes G.

1 - Les cultures de sang sont traitées
par un milieu hypotonique (KCl 0,3 p. 100,
citrate trisodique 0,5 p. 100) 10 mn, fixées
dans méthanol-acide acétique 3:1, puis
étalées sur lames et séchées à l'air.

2 - Les lames sont incubées I h à 600 C
dans du 2 x SSC (Saline Citrate Solu-
tion : NaCl 0,3 M - citrate trisodique
0,03 lt/).

3 - Plonger les lames dans de I'eau à
0oC1mn.

4 - Colorer t h 30 dans une solution de
Giemsa tamponnée à pH 6,8 selon Annrcnr
et Hsu (1), (50 ml d'eau d.istillée, 1,5 ml
d'acide citrique 0,1 iII, ajuster à pH 6,8
avec NarHPO4 0,2 \1, 1,5 ml de méthanol,
5 ml de Giemsa Gunn R 66).

5 - Rincer brièvement et sécher.

L'observation se fait à l'immersion
( x 100) sous un microscope classique (photo
microscope Zrrss).
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2 - Technique d,e fluorescence

Nous appliquons la technique de Cas-
pERssoN et coll. (7) en" utilisant comme
agent fluorescent I'Atébrine (G.T. Gunn)
pour obtenir les bandes Q.

1 - Plonger les lames dans un tampon
phosphate pH 6,8 5 mn.

2 - Colorer les lames 20 mn à 20o C dans
la solution de fluorochrome tamponnée à
pH 6,8 (concentration finale 50 yiml).

3 - Rincer brièvement et monter dans le
tampon.

L'observation se fait en fond noir (avec
un ohjectif x 100 muni d'un diaphragme
à iris), sous un microscope à U V équipé
d'un filtre d'excitation BG 12 et d'un filtre
d'arrêt de 530 nm. La source lumineuse est
une lampe à vapeur de mercure HBO 200.
Les clichés sont photographiés sur film
« Rayoscope » RY 135-50 (Kooex) et déve-
loppés dans Ie révélateur L x 24 (Kooar<).

3 - Digestion enzyrnatique
Pour obtenir les bandes G, les lames sont

traitées selon la technique de FrN.c.z et
nE Gnououv (15) 4 nm à 37o C par une
solution aqueuse d'a - chymotrypsine
(Mencx) à 0,05 mgiml.

Après rinçage à I'eau, les lames sont colo-
rées au Giemsa pH 6,8.

RÉSULTATS

Les planches I et I I montrent la répar-
tition des bandes ohtenues par dénaturation
saline, par fluorescence et par digestion
enzymatique. Un schéma permet de mieux
Ies visualiser afin d'en comparer leur
nombre et leur position sur les chromo-
somes.

Si les différences apparaissent dans la
taille et dans l'intensité de Ia coloration des
bandes, la comparaison des images obser-
vées montre que les résultats sont à quelques
exceptions près superposables en ce qui
concerne les bandes fluorescentes (QM+) et
colorées au Giemsa (G+). Les différences
essentielles se situent au niveau des chro-
mosomes 9 et Y. La constriction secondaire
du 9 est G- mais QM+. Par fluorescence
le chromosome Y présente une bande fluo-
rescente caractéristique sur la portion dis-

tale des bras longs, tandis que la dénatu-
ration révèle deux bandes G+ sur les bras
longs.

APPLICATIONS

Ces techniques nouvelles permettent
aujourd'hui l'identification exacte des chro-
mosomes dans les cas d'anomalies chromo-
somiques numériques et structurales.

Ainsi, CespBnssoN et coll. (6) confirment
par fluorescence une délétion des bras
courts du chromosome 5 dans le syndrome
« du cri du chat ». Dans la leucémie mycloide
chronique, le chromosome Philadelphie
(Phr) est identifié par cette même technique
comme un chromosome 22 (5-19). Des
cas de trisomies 21 ont été mis en évidence
par fluorescenee et dénaturation (19-13).
De nomhreux exemples d'anomalies struc-
turales ont également été étudiés par ces
techniques (13). Nous présentons sur Ia
planche IfI des cellules trisomiques 21
analysées en fluorescence (fig. 1) et déna-
turation saline (fig. 2). La figure 3 montre
le caryotype ordonné d'un sujet 47, XX,
6+ ; le chromosome surnuméraire apparaît,
par dénaturation par le 2 x SSC, comme
étant un 21.

Par ailleurs, la fluorescence caractéris-
tique du chromosome Y permet sa mise
en évidence dans des noyaux interpha-
siques (2-8-9-22). La planche IV montre
le corpuscule fluorescent Y obtenu à partir
d'un êtalement de sang (fig. 1), d'une
cellule endobuccale (fig. 2), d'une cellule
amniotique pour la recherche du sexe
fcetal (fig. 3). Ce test combiné avec le test
chromatinien de Benn permet la détection
rapide des anomalies gonosomiques numé-
riques (fig. 4).

DISCUSSION

Dans l'espèce humaine, l'étude en fluo-
rescence introduite par CesprnssoN (4),
Zncu (29) et Geoncr (16), montre une
répartition de bandes fluorescentes Q carac-
téristiques des paires de chromosomes
homologues. Leurs travaux démontrent
que la quantité de DNA n'est pas aug-
mentée au niveau de ces bandes, mais

-z-



diI

{}§r@
m

&*â

1p

d

§rÏ
+- 3 ---+

d

Tf,}lt I
4- { --+

E
d

§§{

rÈtlÜL
+-9*+

d

lJttfr
F7--*--t

**
1 T T{ 1-3t

(,

*.

r *r*
â

Ê8+ èr

Êt
e:,

.T
lra?,

ç§
rixfr
- iialiaeIF

§§
t;I

t
I
§
'§4

§

t t 
'&{!;ô. :

Ê11 €

I
?rrtiI I tt

IÉX+ É

LII§§M
groLpe A

flErlLt?Êi
î§

d

a.Çr ül
,1- 5 ---)

dénaiuration

lluorescence

( e'ssc )
( arebrine )

P.1

t

@
Ëf
XX&l .l
lt'
lr ll

'U

d: dénaturation ( a,ssc )
f: ,luotescence ( atebrine )

PLANCHE 1

et dénaturatiort dans ,, r'0T."'Ëriï'i!!,"!;:#:;#:ri:,1::,,0'X'î';'f',,,n.1), c + x fiis. 2).
La répartition des bandes eM+ et Giemsal est id.entique.

REVUE CYTOLOGIE CLINIQUE, t. VII, N" I, 1974,

-3-



P.2

[} groupe D

L:j§§
§HTATT }1

+rr+ il I

d

tôt
Ê t3+

9

aâ{
a* 21-+

d

***
+- ta.-.+

tt
xttr!tu

§i,,i il,!

!?rl

ââ
ÊÊËt

t

E
§

iû
[[

( z'ssc )
( atébrine )

d

lü§
+-- 19 ---)

a
F -:- f-;-

l i'i

t:§.

': -il- -*-lB-

'i -r 'r-ll'
21 ?2

Ii gc e ti on enzSroatlque :
(i(-clÀtreotrypslnc )

I

Eil
I

æ

groupe F
d

-* -Ls;

-*,*-

-r-r
13

r-# -i'
16

PLANCHE 2
Fig. 'l . )dentilication clvomosontiqlle par lluorescence

el dénaturation dans le 2 ;... SSC tles clromosomes des groupes l), E, l;, G.

- Cargolgpe ordonné d'une cellule 46, I-\ obtenue aprcs digestion enzgmatique ménagée.

'il -r 's-r 't-$'
7

+r 
-U-?üt
't1

'ü-fr'
l4

'r-Ë-
17

8

î;§'

'ü-fr'
15

- rr-fr'
t8

d

tl*
a- !5€

*t *
.ts-18.-.+

d

a:') ô ri i
Ëü{*-Y-a

d: dénaluration

l: lluorescence

§-i
5

I

m
§

§-§. r-*

Fig, 2.



P.s

*

r1

**

22

ts

â{ if
12

*§ §â
ô7
tx t§

tl r}uÿ
tÊ

I
ts
;Ç

12

§§
4

I'

Lâ
I

tril
x

;rrt
53

n1

il

** **
13 14

,l*
hç)

l7

*Ç

*§
I5

Ëa
l8

te
16

t,

t9

a

?1

't. *

22

20I
**

PLANCHE 3
Fig. 1. -- Étude comparatiue de ra lluorescence des crvomosontes G.

Identilication de cellules trisomiques 27.
Fig. 2. - Eturte d'une cellule trisomique2T, après clénaturation clans le2 x ssc.

Fig. 3. - T'risomie G identifiée comme trisomie 27
après dénaturation rlans 1e 2 r sSC,.
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PLANCHE 4
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Fig. 1. -- Cltromalitte Y oblenue

Fig. 2. 
- 

Corpuscule 1' rlans

Fig. 3. -- l)ttterntinatiort tlu se:re fætal
Fig. 4, -- Prrjserrce de 2 corlntscules

sur u/i étalement de sarLg.

une ceLlule etulobttcrale.

ir parlir de cellules umniotiques.

)' rlans urte cellule endobuccttle.

qu'elles reflètent plus une clifférence chi-
mique du DNA.

L'obtention de bandes G+ et G- montre
qu'il existe après dénaturation saline une
affinité différentielle au colorant. Le méca-
nisme intime de formation des bancles reste
obscur, bien que le traitement chimique
des préparations plaide en far-eur d'un pro-
cessus mettant en ér'idence différents types
de DNA. A partir d'expériences d'hybri-
ciation in silu chez la souris, Pe.nouB et

Garl (20) ont localisé un DNA particulier
au niveau du centromère. Ce DNA satellite,
constitué de séquences polynucléoditiques
multiples (DNA répétitif) se réassocie rapi-
clement après dénaturation. Appliquées à
I'homme, ces techniques ont permis à
Annrcsr et Hsu (1) de conclure à I'existence
d'une hétérochromatine centromérique.

Selon SurmrBn et coll. (26) l'incubation
dans le 2 x SSC permettrait la différen-
ciation d'un DNA non répétitif ; ce dernier
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se réassociant plus lentement après déna-
turation aurait une affinité moins grande
au colorant.

En fait, il n'est pas exclu que les protéines
jouent un rôle dans I'apparition des bandes.

Malgré le peu d'information quant à la
nature exacte de ces bandes, du point de
vue pratique, elles sont d'un grand intérêt
étant donné les précisions qu'elles per-
mettent d'apporter pour I'identification des
chromosomes.
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