TECHNIQUES ACTUELLES
D’IDENTIFICATION CHROMOSOMIQUE

par M. DEMINATTI et J. SAVARY (*)

De nombreuses techniques récentes permettent
une identification fine des chromosomes dans
Pespéce humaine, qui n’était jusqu’alors basée
que sur des critéres morphologiques (longueur
et indice centrométriqgue) (27), ou autoradio-
graphiques (incorporation de 3 H thymidine)
(17).

Quelles que soient les techniques utilisées, les
chromosomes présentent wune succession de
bandes claires et sombres dont le nombre et la
répartition caractérisent chacune 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. (7) ont établi la carte
cytologique des chromosomes par fluorescence
et obtenu des bandes de type Q.

Une coloration spécifique des centromeéres
et des constrictions secondaires est obtenue aprés
dénaturation alcaline (1-20). De méme, SHI-
RAISHI et YOSIDA (25) montrent que Iurée
en solution tamponnée induit Iapparition au
ntveau des centroméres et comstrictions secon-
daires de bandes de type C.

DUTRILLAUX e LEJEUNE (12)
obtiennent un marquage chromosomique par
dénaturation thermique. Les chromosomes pré-
sentent des bandes R.

L’incubation dans une solution saline fait
apparaitre sur les chromosomes aprés colo-
ration au Giemsa une alternance de zones
sombres ou bandes G (SUMMER et coll. (26),
SCHNEDL (24), RIDLER (23), DRETS
et coll. (10) ).

Ces bandes G, dont la localisation est inverse
de celle des bandes R, sont également obtenues
par digestions enzymatiques (11-15-28).
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EVANS et coll. (14) comparent la répar-
tition des bandes G obtenues aprés dénatura-
tion en solution saline a celle des bandes Q
observées en fluorescence. Les résultats obtenus
par ces techniques sont superposables.

Des variations de pH sont également utilisées
pour [Pidentification des chromosomes (3-21).
Nous rapportons dans ce travail, les résultats
obtenus aprés dénaturation saline, fluorescence
et digestion enzymatique.

MATERIEL ET METHODES

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

1 - Dénaturation saline

Nous avons appliqué la technique de
SuMMER et coll. (26) pour I'obtention des
bandes G.

1 - Les cultures de sang sont traitées
par un milieu hypotonique (KCI 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 a I'air.

2 - Les lames sont incubées 1 h a 60° C
dans du 2 x SSC (Saline Citrate Solu-
tion = NaCl 0,3 M - citrate trisodique
0,03 M).

3 - Plonger les lames dans de l'eau &
0o C 1 mn.

4 - Colorer 1 h 30 dans une solution de
Giemsa tamponnée & pH 6,8 selon ArRrIGHI
et Hsu (1), (50 ml d’eau distillée, 1,5 ml
d’acide citrique 0,1 M, ajuster a pH 6,8
avec Na,HPO, 0,2 M, 1,5 ml de méthanol,
5> ml de Giemsa Gurr R 66).

5 - Rincer briévement et sécher.

L’observation se fait a I'immersion

(> 100) sous un microscope classique (photo
microscope ZEISS).



2 - Technique de fluorescence

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

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

2 - Colorer les lames 20 mn a 20° C dans
la solution de fluorochrome tamponnée a
pH 6,8 (concentration finale 50 vy/ml).

3 - Rincer briéevement et monter dans le
tampon,

L’observation se fait en fond noir (avec
un objectif x 100 muni d'un diaphragme
a iris), sous un microscope a UV équipé
d’'un filtre d’excitation BG 12 et d’un filtre
d’arrét de 530 nm. La source lumineuse est
une lampe a vapeur de mercure HBO 200.
Les clichés sont photographiés sur film
« Rayoscope » RY 135-50 (Kopak) et déve-
loppés dans le révélateur L x 24 (Kopak).

3 - Digestion enzymatique

Pour obtenir les bandes G, les lames sont
traitées selon la technique de Finaz et
pE GroucHY (15) 4 nm & 370 C par une
solution  aqueuse  d’a - chymotrypsine
(MeErck) a 0,05 mg/ml.

Aprés rincage a I’eau, les lames sont colo-
rées au Giemsa pH 6,8.

RESULTATS

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

Si les différences apparaissent dans la
taille et dans I'intensité de la coloration des
bandes, la comparaison des images obser-
vées montre que les résultats sont a quelques
exceptions prés 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 révéle deux bandes G* sur les bras
longs.

APPLICATIONS

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

Ainsi, Caspersson 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
(Ph,) est identifié par cette méme technique
comme un chromosome 22 (5-19). Des
cas de trisomies 21 ont été mis en évidence
par fluorescence et dénaturation (19-13).
De nombreux exemples d’anomalies struc-
turales ont également été étudiés par ces
techniques (13). Nous présentons sur la
planche ITI 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,
G* ; le chromosome surnumeéraire apparait,
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 & partir
d’'un étalement de sang (fig. 1), d'une
cellule endobuccale (fig. 2), d’une cellule
amniotique pour la recherche du sexe
feetal (fig. 3). Ce test combiné avec le test
chromatinien de BARR permet la détection
rapide des anomalies gonosomiques numé-
riques (fig. 4).

DISCUSSION

Dans l'espéce humaine, I'étude en fluo-
rescence introduite par CAspErssoN (4),
Zecu (29) et GeorGe (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
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PLANCHE 1
Identificalion chromosomique par fluorescence
el dénaturation dans le 2 < SSC des chromosomes des groupes A el B (fig. 1), C — X ([ig. 2).

La répartition des bandes QM- ef Giemsa-+ es! identique.
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PLANCHE 2
Fig. 1. — Idenlificalion chromosomique par [luorescence

el dénaturation dans le 2

S5SC

des chromosomes des groupes D, E, IV, (.

Fig. 2. — Caryolype ordonné d’une cellule 46, N\ oblenue aprés digestion enzymatique

ménagée.
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PLANCHE 3

Fig. 1. — Etude comparative de la [luorescence des chromosomes G,
Identification de cellules (risomiques 21.

Fig. 2. — FEtude d’une cellule trisomique 21, apres dénaturation dans le 9 - S8C.

Fig. 3. — Irisomie G identifiée comme trisomie 21
aprés dénaturation dans le 2 « SSC.



PLANCHE 4

Application des techniques de fluorescence  la recherche de la cliromaline sexuelle Y dans des noyaux interphasiques :

Fig. 1. — Chromatine Y obtenue sur un élalement de sang.
Fig. 2. — Corpuscule Y dans une cellule endobuccale.
Fig. 3. — Délerminalion du sexe feelal a parlir de cellules amniotiques.
Fig. 4. — Présence de 2 corpuscules Y dans une cellule endobuccale.

qu’elles refletent plus une différence chi-
mique du DNA.

L’obtention de bandes G* et G- montre
qu’il existe aprés dénaturation saline une
affinité différentielle au colorant. Le méca-
nisme intime de formation des bandes reste
obscur, bien que le traitement chimique
des préparations plaide en faveur d’un pro-
cessus mettant en évidence différents types
de DNA. A partir d’expériences d’hybri-
dation in sifu chez la souris, PARDUE et

GaLr (20) ont localisé un DNA particulier
au niveau du centromeére. Ce DNA satellite,
constitué de séquences polynucléoditiques
multiples (DNA répétitif) se réassocie rapi-
dement aprés dénaturation. Appliquées a
I’homme, ces techniques ont permis a
ArriGHI et Hsu (1) de conclure a I'existence
d’une hétérochromatine centromérique.

Selon SumMmER et coll. (26) I'incubation
dans le 2 x SSC permettrait la différen-
ciation d’'un DNA non répétitif ; ce dernier

st



se réassociant plus lentement aprés déna-
turation aurait une affinité moins grande
au colorant.

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

Malgré le peu d’information quant 4 la
nature exacte de ces bandes, du point de
vue pratique, elles sont d’un grand intérét
étant donné les précisions qu’elles per-
mettent d’apporter pour I'identification des
chromosomes.
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