APPLICATIONS DES TECHNIQUES
D'IDENTIFICATION CHROMOSOMIQUE (¥)

par M. DEMINATTI (**) et J.-B. SAVARY

INTRODUCTION

L’introduction des techniques d’identifi-
cation chromosomique (9) a permis un nou-
vel essor a la Cytogénétique humaine. En
effet, ces techniques font apparaitre sur les
chromosomes des bandes chromatiques ca-
ractéristiques aprés coloration soit par un
fluorochrome (4), soit aprés un traitement
enzymatique (13-22), alcalin (12), salin
(21) ou thermique (14), ce qui permet une
identification précise de chaque chromoso-
me.

Ces techniques permettent :

— d'itdentifier un chromosome surnu-
méraire ;

— d'identifier le ou les chromosomes
impliqués dans un remaniement structural ;

— d’étudier des caryotypes considérés
par les méthodes classiques d’analyse, com-
me étant équilibrés.

L’application de ces nouvelles techniques
en Cytogénétique humaine est donc d’'un in-
térét pratique considérable puisqu’elles per-
mettent d’affiner la relation génotype-phé-
notype. D’autre part, elles seront dans cer-
taines conditions un outil précieux d’orien-
tation du conseil génétique ; en effet, ces
techniques permettent de préciser le carac-
tere équilibré ou non équilibré d’une aberra-
tion chromosomique et donc d’en prévoir les
conséquences au niveau de la descendance.

TECHNIQUES

1) La consultation génétique

Nos consultants sont hospitalisés
pour des motifs divers ou venus en
consultation externe.

Dans la mesure du possible, un inter-
rogatoire précise le motif de consulta-
tion et renseigne sur les antécédents
personnels et généraux et sur les parti-
cularités cliniques et biologiques.

Un arbre généalogique est établi sur
lequel figurent les caractéristiques des
membres de la fratrie, des ascendants
et des collatéraux.

Aprés une étude du phénotype et une
analyse biométrique du propositus, des
frottis endobuccaux sont effectués afin
d'étudier les chromatines sexuelles X
et Y (8).

Ainsi est rapidement établie la for-
mule gonosomique par |'examen du cor-
puscule de Barr qui traduit I'existence
de 2 chromosomes X, et par |'examen du
« corpuscule Y » par des techniques de
fluorescence (19) qui traduit 'existence
d'un chromosome Y.

Enfin, un prélévement de sang péri-
phérique total, suivi ou non d'une biop-
sie cutanée, est réalisé pour établir le
caryotype.

(*) Travail réalisé avec la collaboration de MM. J.-L. LAIl, X. DESBIENS, assistants et de Mile N. JAC-

QUELOOT, technicienne au C.M.R.S

(**) Laboratoire de Cytogénétique, Faculté de Médecine, 1, place de Verdun, 59000 Lille Cedex.
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2) Etude du caryotype

Les préparations chromosomiques
sont obtenues selon les techniques
classiques, aprés culture et choc hypo-
tonique. 4 2 5 lames sont ainsi obtenues
pour chaque cas.

— Une lame est colorée immédiatement au
GIEMSA (pH 6,8) selon les méthodes courantes.
16 cellules sont photographiées dont deux sé-
lectionnées servent a établir le caryotype.

— Une lame est utilisée pour une étude en
fluorescence.

— Une lame est traitée selon la technigue de
SUMNER et coll. (21) pour des lames fraiche-
ment préparees ou selon la technique de CO-
MINGS et Coll. (£) pour des lames anciennes,
ceci en vue d'obtenir les bandes G.

Le caryotype est alors établi en clas-
sant les chromosomes en fonction du
nombre et de la répartition des bandes
G obtenues sur chaque chromosome.

RESULTATS :
INTERET DES TECHNIQUES
D’IDENTIFICATION

1) Identification d’'un chromosome
surnumeéraire

Certaines aberrations chromosomi-
ques peuvent étre soupconnées au seul
examen du phénotype des malades,
mais seul le caryotype confirme le diag-
nostic. Ainsi la trisomie des chromoso-
mes 8, 13, 18 ou 21 représente chacune
une entité clinique bien établie. Le ca-
ryotype met en évidence ['existence
d'un chromosome surnuméraire avec
éventuellement une anomalie chromoso-
mique associée, tandis que les techni-
ques d’identification chromosomique
précisent la nature du chromosome sur-
numeéraire.

Dans le syndrome de DOWN-SEGUIN,
il existe un chromosome G supplémen-
taire identifié comme étant un chromo-
some 21 (cf. fig. 3). Dans le syndrome
d'EDWARDS le chromosome E surnu-
méraire est identifié comme étant un
chromosome 18 (cf. fig. 2). Parmi les
autres trisomies autosomiques, 4 ['heu-
re actuelle, seule la trisomie 8 identifiée

par fluorescence ou dénaturation ther-
mique (15) répond a une définition cli-
nique précise. Ainsi seules les techni-
ques d'identification chromosomique
permettront une étude plus précise des
aberrations chromosomiques ou la rela-
tion génotype-phénotype reste incer-
taine.

2) ldentification du ou des chromoso-
mes dans les cas de remaniement
structural

Si les techniques classiques d'ana-
lyse du géndme permettent la mise en
évidence des aberrations chromosomi-
ques, elles renseignent peu sur la natu-
re et sur la constitution des remanie-
ments chromosomiques structuraux.
Aujourd’hui, les techniques d’identifica-
tion rendent |'étude des remaniements
structuraux plus précise.

Dans le syndrome du « cri du chat »
(18), caractérisé par une délétion par-
tielle du bras court d'un chromosome du
groupe B (chromosomes 4 - 5), le nouvel
échantillonnage technique a permis
d’identifier le chromosome amputé com-
me étant un chromosome 5 (3) (cf. fig. 1)
et d’'établir définitivement la relation
aénotype - phénotype. Si les techniques
d'identification chromosomique confir-
ment le type d'une aberration décelée
par les méthodes classiques, dans cer-
tains cas elles démontrent que !'inter-
prétation initiale était erronée. En effet,
dans la leucémie myéloide chronique,
une relation a été rapidement établie
entre la présence d'un petit chromoso-
me acrocentrique (chromosome ph. 1)
et le caractére leucémique de I'affec-
tion. Les caractéres morphologiques et
cytologiques de ce chromosome spéci-
fiqgue de la leucémie myéloide chroni-
que laissaient supposer que cet élément
correspondait 2 un chromosome 21 am-
puté d'une partie de son bras long. Les
techniques d’identification chromosomi-
aque devaient infirmer cette hypothése.
CASPERSSON et Coll. (2) montraient
grdce a un marquage par fluorescence
que le chromosome ph. 1 correspondait
a une portion de chromosome 22. Au-
jourd’hui, les autres techniques de mar-
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quage confirment la nature du chromo-
some ph. 1 (cf. fig. 5).

Dans les cas de translocation réci-
proque, les chromosomes intéressés par
le remaniement peuvent étre identifiés,
ce qui permet l'orientation du conseil
génétique. Ainsi, avant les techniques
d’'identication, la découverte d'une fu-
sion centrique entre 2 chromosomes du
groupe D (chromosomes 13 - 14 - 15)
laissait supposer 6 éventualités (10) :

fusion entre 2 chromosomes 13,
fusion entre 2 chromosomes 14,
fusion entre 2 chromosomes 15,

fusion entre 1 chromosome 13 et 1
chromosome 14,

fusion entre 1 chromosome 13 et 1
chromosome 15,

fusion entre 1 chromosome 14 et 1
chromosome 15.

L'identification des chromosomes re-
maniés par une fusion centrique (cf. fig.
8) permet de déterminer les types de
gameétes produits chez les individus
porteurs et donc d'en déduire les consé-
quences au niveau de la descendance.
Un individu porteur d’'une translocation
entre 2 chromosomes 13 fournit des ga-
meétes porteurs du remaniement, qui
conduiront, s'ils sont fécondés par un
gameéte normal a des zygotes trisomi-
ques 13. Par contre, une fusion centrique
entre 1 chromosome 13 et 1 chromoso-
me 14 conduit & des gameétes équilibrés
et donc a des zygotes équilibrés. Le
conseil génétique est alors considéra-
blement précisé dans tous les cas de
fusion centrique entre chromosomes
acrocentriques. Il en est de méme pour
tous les autres types de translocations
dont I'identification précise le caractére
équilibré ou non équilibré du porteur,
par exemple la trisomie 21 par translo-
cation d'un chromosome 21 sur un chro-
mosome 21 (cf. fig. 4).

L'étude des remaniements chromoso-
miques structuraux par les nouvelles
techniques d'identification permet non
seulement d'identifier les chromosomes
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impliqués dans les remaniements, mais
permet aussi d'établir une relation gé-
notype - phénotype. En effet, la trisomie
partielle du chromosome 9 correspond
désormais a une entité clinique (20).

La comparaison des nouvelles données
caryotypiques et des caractéres clini-
ques devrait permettre d'isoler de nou-
veaux syndromes.

Si I'étude des aberrations structurales
se trouve affinée par les méthodes
d'identification, dans certains cas ces
techniques ne font pas toute la lumiére
quant a la nature du remaniement par-
ticulierement dans les cas d’'isochromo-
some. Théoriquement, les isochromoso-
mes sont des chromosomes médiocen-
triqgues dont les deux bras réunis au ni-
veau du centromére sont homologues
et identiques, car de méme origine. Les
techniques d’identification chromosomi-
que appliquées a ces structures doivent
donc permettre de retrouver au niveau
des bras chromosomiques, un nombre et
une répartition symétrique des bandes.

Les images observées confirment
cette hypothése (cf. fig. 6), néanmoins
I'origine de ce chromosome anormal
peut étre discutée. En effet classique-
ment, il est admis que l'isochromosome
résulte d'un accident mécanique affec-
tant le centromére (7). Celui-ci au cours
de la division, subit une disjonction
transversale (cf. fig. 7B), au lieu de la
division longitudinale normale (cf. fig.
7 A). Le néochromosome est donc cons-
titué de 2 portions homologues et iden-
tiques, réunies par le centromére. L'ob-
tention d'un chromosome médiocentri-
que ressemblant & [|'isochromosome
peut également s'expliquer par une fu-
sion centrique entre 2 chromosomes
homologues. Par exemple, la fusion cen-
trique entre 2 chromosomes 13 aboutit
4 la réalisation d'un chromosome médio-
centrique dont les bras sont homologues
mais non de méme origine. Ainsi peut
s'expliquer la formation de certains iso-
chromosomes X pour les bras courts ou
les bras longs. Les techniques d’identi-
fication mettent en évidence la symétrie
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Fig. 1. — Identification par dénaturation saline du chro mosome presentant une délétion partielle du bras court
dans le syndrome du cri du chat : chromosome 5 p—

Fig. 2. — Identification par dénaturation saline du chromosome 18 surnuméraire dans le syndrome d'Edwards.
Fig. 3. — Identification par dénaturation saline du chromosome 21 surnuméraire dans le syndrome de Down-
Seguin.
Fig. 4. — Mise en évidence par dénaturation saline d'une trisomie 21 par translocation d'un chromosome 21
sur un chromosome 21.
Fig. 5. — Identification par dénaturation saline du chromosome ph.1 comme étant un chromosome 22.
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Fig. 6. — Identification par dénaturation saline d’'un isochromosome X,
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Fig. 7A. — Schéma théorique de la disjonction longitudinale normale du centromére au cours de Iz
mitose.

Fig. 7 B. — Schéma théorique de la formation d'un isochromosome par disjonction transversale du centro-
mére au cours de la mitose. Le néochromosome est un chromosome médiocentricue dont l'analyse par
les techniques d'identification met en évidence une répartition symeétrique des bandes au niveau des
bras chromosomiques qui sont de méme origine.

Fig. 7 C. — Schéma théorique de I'obtention d’'un chromosome médiocentrique par fusion centrique. Les
bras du néochromosome sont homologues mais non de méme origine. Les techniques d’identification
mettent en évidence une repartition symétrique des bandes sur les bras chromosomiques.

Fig. 7 D. — Schéma théorique de l'obtention d’'un chromosome médiocentrique par translocation d'un
fragment chromosomique de longueur suffisante, intéressant deux chromosomes homologues. Les tech-
niques d'identification chromosomique pourront mettre en évidence une répartition asymétrique des
bandes entre les deux bras chromosomiques.

Fig. 8. — Identification par dénaturation saline d'un remaniement chromosomique structural. L'identifica-
tion des chromosomes 13 et 14 remaniés dans une fusion centrique précise le conseil génétique. En
effet, un tel remaniement est équilibré et donc les gamétes produits par l'individu porteur seront équi-
libres.
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Fig. 9. — Cas d'une translocation familiale de type 8-12 découverte lors de la naissance d'un enfant polymal-

formé. La deénaturation saline ne met en évidence aucune différence quantitative ou qualitative entre le caryo-
type sur sang effectué chez le propositus, et le caryotype réalisé chez les ascendants et collatéraux phénoty-
piquement normaux bien que présentant le méme remaniement (fig. 12).

Fig. 10. — L'étude des fibroblastes de I'enfant montre |'existence d'une trisomie partielle 12 confirmée par dénatu-
ration saline, expliquant ainsi le syndrome malformatif du propositus.

Fig. 11. — Schéma explicatif de la translocation réciproque de type 8-12. L'échange réciproque de portions chro-
mosomiques entre un chromosome 8 et un chromosome 12 conduit a 2 chromosomes anormaux mais le caryo-

type conserve son caractére équilibré.
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des bandes mais ne permettent pas de
préciser |'origine identique ou non des
bras chromosomiques constituant |'iso-
chromosome. La translocation d'un frag-
ment chromosomique de longueur suffi-
sante, intéressant 2 chromosomes ho-
mologues, peut conduire comme le mon-
tre la fig. 7D) a la formation d’un chro-
mosome médiocentrique. |l n'y a que
dans cette derniére hypothése que les
techniques d'identification chromosomi-
que pourront mettre en évidence une
répartition asymétrique des bandes en-
tre les 2 bras du chromosome néoformé.

3) Etude des caryotypes considérés
comme équilibrés par les techniques
classiques.

La présence d'un caryotype apparem-
ment normal étudié par les techniques
courantes de coloration des chromoso-
mes (Giemsa, Acéto-Orcéine) associé
ou non a un syndrome malformatif pose
un probléme étiologique puisque certai-
nes maladies bien stéréotypées ne pré-
sentent pas d'anomalie chromosomique.
En fait, ces caryotypes dits normaux
doivent étre & nouveau examinés par les
techniques d'identification qui pour-
raient éventuellement mettre en éviden-
ce une anomalie chromosomique non
décelée par les techniques classiques
d'analyse.

Dans les cas de caryotype équilibré,
un remaniement de type échange réci-
proque de segments chromosomiques
de méme longueur entre 2.chromoso-
mes non homologues, n'est pas mis en
évidence par les méthodes classiques
puisque |'accident ne modifie pas la mor-
phologie des chromosomes impliqués,
et ['anomalie ne peut étre décelée que
par les techniques d'identification qui
mettront en évidence une différence
dans le nombre ou la répartition des
bandes entre les chromosomes rema-
niés et les chromosomes homologues
normaux (17).

Dans les cas d'individus phénotypi-
guement normaux, l'existence d'un re-
maniement structural décelable par
I'examen classique conduit & admettre
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le caractére équilibré du remaniement.
Les techniques d'identification précisent
les chromosomes impliqués et le carac-
tére équilibré du caryotype.

Le cas rapporté dans la fig. 9 concerne
une translocation familiale de type 8-12.
La découverte de cette anomalie chro-
mosomique est consécutive & la nais-
sance d'un enfant polymalformé. Or, la
dénaturation des préparations chromo-
somiques, obtenues a partir du sang du
propositus, n'a montré aucune différen-
ce qualitative ou quantitative entre le
remaniement chromosomique de I'enfant
malformé et le remaniement présent
chez les ascendants et collatéraux (cf.
fig. 12) qui pourtant sont phénotypique-
ment normaux. Ce résultat nous a
conduit & réaliser d'autres investiga-
tions qui nous ont permis de déceler la
cause exacte du syndrome malformatif
du propositus, lequel ne pouvait s'inter-
préter seul par l'analyse du caryotype
sur sang. L'étude des fibroblastes de
I'enfant devait montrer |'existence d'une
trisomie partielle 12 confirmée par dé-
naturation saline (cf. fig. 10).

CONCLUSIONS

Les techniques de marquage chromo-
somique sont d'un intérét pratique
considérable et sont devenues indispen-
sables & toute étude cytogénétique.

La fluorescence intense du chromoso-
me Y dans les cellules interphasiques,
couplée a I'étude du corpuscule de Barr,
permet une analyse rapide de la formule
gonosomique des individus (6).

Dans les cellules métaphasiques, les
bandes qu’'elles font apparaitre permet-
tent une identification précise de cha-
que chromosome.

Analysées selon les nouvelles tech-
niques, toutes les aberrations chromo-
somiques décelées par les méthodes
classiques sont vérifiées, ce qui confir-
me la relation génotype-phénotype éta-
blie antérieurement. C'est ainsi que,
parmi les anomalies numériques, les tri-
somies des chromosomes 8, 13, 18 ou
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21, qui correspondent chacune a une en-
tité clinique, sont vérifiées.

Parmi les anomalies structurales, les
techniques établissent définitivement
que la maladie « du cri du chat » corres-
pond a un accident qui affecte un chro-
mosome 5. Par contre, dans la leucémie
myéloide chronique, le marquage chro-
mosomique démontre que le chromoso-
me ph. 1 correspond a une portion de
chromosome 22, ce qui infirme l'inter-
prétation initiale qui considérait le chro-
mosome ph. 1 comme un chromosome
21.

Il est probable que I'identification pré-
cise d'un chromosome surnuméraire ou
d'une portion chromosomique supplé-
mentaire, ainsi que l'identification des
chromosomes remaniés dans le cas
d'anomalies structurales, devraient per-
mettre, en rassemblant les différentes
données cliniques, une étude plus pré-
cise des aberrations ou la relation gé-
notype-phénotype reste  incertaine,
voire de déterminer de nouveaux syn-
dromes.

Chez les sujets porteurs d'une aber-
ration chromosomique, différents types
d'investigations complémentaires sont
également utilisées. En effet, les dosa-
ges biochimiques et I'étude enzymati-
que permettent de localiser certains gé-
nes au niveau des chromosomes (16).
Certaines trisomies autosomiques s'ac-
compagnent d'une surproduction enzy-
matique due a un surdosage génique. A
l'inverse, la perte de matériel chromoso-
mique dans le cas d'anomalie structu-
rale, peut entrainer une diminution de la
production d'enzyme. Les résultats ob-
tenus par dosages biochimiques et enzy-
matiques, comparés aux résultats four-
nis par les techniques d'identification
chromosomique devraient permettre de
mieux localiser au niveau des chromo-
somes certains loci qui contrdlent telle
ou telle synthése enzymatique.

Les techniques d'hybridation cellu-
laire contribuent également a la connais-
sance de la carte génique du chromo-
some. En effet, certains systémes hybri-
des comme le systéme cellules humai-

nes - cellules de Hamster, se caractéri-
sent par |'existence de variations enzy-
matiques faciles a mettre en évidence.
Dans un tel systéme, des recombinai-
soris chromosomiques apparaissent tan-
dis que les chromosomes humains dis-
paraissent préférentiellement et pro-
gressivement. La détermination précise
des chromosomes perdus, aujourd’hui
possible par les nouvelles techniques
d'identification ainsi que I'étude enzy-
matique du systéme hybride doivent
permettre de mieux localiser au niveau
des chromosomes les génes responsa-
bles des variations enzymatiques
constatées.

L'intérét pratique du nouvel échantil-
lonnage technique prédomine dans I'ana-
lvyse des remaniements structuraux.
Dans le cas de chromosome en anneau,
de délétions partielles ou de transloca-
tion réciproque, les nouvelles techni-
ques permettent d'apprécier le niveau
des cassures responsables de tels re-
maniements. Une étude statistique du
niveau de cassure parmi les différents
types de remaniements pourrait mettre
en évidence |'existence de zones fragi-
les au niveau des régions télomériques
ou centromériques du chromosome, ce
qui conduirait a démontrer que les cas-
sures chromosomiques ne se produisent
pas au hasard, mais dépendent de la
structure du chromosome (11). L'iden-
tification des chromosomes remaniés
permet de reconnaitre le caractere équi-
libré ou non équilibré du remaniement
puisque ces techniques identifient des
portions chromosomiques surnumérai-
res ou absentes, et en indiquant le type
et I'importance du remaniement chromo-
somique, elles deviennent un moyen
d’orientation du conseil génétique. Les
cas de fusion centrique entre chromoso-
mes acrocentriques démontrent qu'elles
permettent de déterminer les types de
gamétes équilibrés ou non équilibrés
chez les sujets porteurs d'un tel rema-
niement.

L'amniocentése précoce permet 2
I'heure actuelle une étude caryotypique
prénatale. L'application des techniques
d'identification  chromosomique aux
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cultures de liquide amniotique précise
le conseil génétique. En effet, la décou-
verte d'une aberration chromosomique
est un argument en faveur d'une éven-
tuelle interruption de grossesse, dans
la mesure ou le caractére déséquilibré
de |'aberration peut étre prouvé. Néan-
moins, le conseil génétique établi a par-
tir de l'analyse du liquide amniotique
reste incomplet, car le caryotype n'est
établi qu'a partir d'un seul tissu, et il
est donc impossible d'exclure toute
possibilité de mosaicisme.

La possibilité de découvrir dans un
caryotype considéré comme normal, un
remaniement passé jusqu’alors inapergu
fait que ces techniques d'identification
chromosomique sont devenues obliga-
toires lors de toute étude cytogénétique
sérieuse, ce qui permettrait de détermi-

ner un support étiologique pour certai-
nes affections & caryotype normal.

Bien que |'espoir de minimiser les
conséquences d’une aberration chromo-
somique reste inexistant, la cyto-généti-
que progresse. En effet, depuis la possi-
bilité de conservation de lignées cellu-
laires ou de fragments tissulaires dans
l'azote liquide (1), le matériel génétique
est rapidement disponible, Les banques
de caryotypes permettent donc, lors de
|'apparition de nouvelles techniques
plus précises d'identification chromoso-
mique, d'étudier a nouveau les sujets
a caryotype considéré comme normal
ou anormal quelle que soit la rareté de
I'anomalie. Les nouveaux résultats ob-
tenus comparés aux données antérieu-
des devraient permettre de mieux con-
naitre les secrets de la pathologie chro-
mosomique.

RESUME

Dans ce travail, les auteurs soulignent l'inté-
rét de ces nouvelles techniques d'identification
chromosomique, ainsi que leurs limites.

12 L'intérét en est double : d'une part diag-

nostigue permettant de prévoir ses consé-

guences au niveau des gametes.

2° Les limites de ces techniques sont dues &
la connaissance imparfaite de la mécanique
chromosomique qui ne permet pas d'élucider

nostique permettant de mettre en évidence unz  certains remaniements comme les isochromo-
aberration chromosomique ; d'autre part, pro- somes par exemple.
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