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Introduction

La cytogénétique, est une discipline jeune née dans le début des années cinquante. Les
premieres techniques de cytogénétique permettaient de visualiser et de compter les
chromosomes. La connaissance de 1’organisation des chromosomes a permis de caractériser
des particularités et des variations de I’ADN constitutif (Berger, 2007; Vago, 2009;
Achouria, 2012).

Le premier examen qui a permis une analyse globale du génome et d’identifier des
anomalies chromosomiques c’est le caryotype. La réalisation de ce dernier est basée sur la
culture cellulaire avec un blocage du cycle cellulaire au stade métaphase de la mitose. 1l
permet de mettre en évidence les anomalies de nombre ou de structure des chromosomes.
La résolution d’un caryotype standard est celle d’une bande chromosomique, soit environ 5
a 10 millions de paires de bases (Avet-Loiseau, 2000 ; Goldenberg, 2009 ; Dimassi, 2017).

Le choix des techniques cytogénétiques dans la recherche danomalies
chromosomiques est désormais tres large. Il doit étre adapté a chaque situation, y compris
les anomalies constitutionnelles ou acquises ou les tumeurs, et on ne saurait trop insister sur
le r6le du caryotype, qui peut étre suffisant, ou conduire a des techniques cytogénétiques
moléculaires (Berger, 2006).

Cependant, le présent travail vise a démontrer qu’en cytogénétique médicale, le
caryotype en coloration conventionnelle et en bandes (RHG) est toujours d’actualité et reste
un outil efficace pour le dépistage des anomalies chromosomiques et génétiques (sans la
nécessité de passer par des techniques moléculaires). En effet, le but de cette étude est de
déceler quelques types de trisomie observés a partir de caryotypes établis chez quatre
patients au sein du Laboratoire de Cytogénétique (annexe du Centre Hospitalo-Universitaire
de Tizi Ouzou). Qu’elles soient congénitales ou acquises ; des trisomies homogenes (cas de
la trisomie 18 et la triple X), ou mosaiques (telle que la trisomie 21), qui peuvent étre
déséquilibrées (cas de la trisomie21 par translocation robertsonienne entre le chromosome
15 et 21) ou équilibrées.

Le présent travail est subdivisé en trois parties, le premier chapitre consiste en un
rappel bibliographique sur des généralités sur la cytogénétique et les anomalies
chromosomiques notamment la trisomie et ses différents types. Le second chapitre consiste
a présenter la technique de la cytogénétique conventionnelle et I’établissement des
caryotypes a partir de chromosomes issus de culture de lymphocytes des quatre patients
suspectés d’étre atteints de trisomie.

Enfin, le dernier chapitre sera consacré a présenter les résultats obtenus que nous
discuterons.
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I.1. Cytogénétique
I.1.1. Historique

En 1879, la chromatine a été découverte par Fleming (Serre et al., 2013). Apres cette
découverte, la cytogénétique ayant émergée vers la fin du XIXe siécle, s’est focalisée sur
la détection et I'analyse des anomalies chromosomiques (Chhih, 2016). Hsu a découvert le
choc hypotoniqueen aprés de multiples analyses. La premiere anomalie chromosomique a

été décrite par Lejeune et ses collaborateurs (Dutrillaux et al., 1981).

1.1.2. Définition

La cytogénétique, a la croisée de la médecine et de la biologie, se concentre sur I'étude
des chromosomes et des structures organisées du matériel génétique, visibles sous forme de
chromatine distincte. La cytogénétique éclaire sur l'organisation et la ségrégation du
matériel génétique, tout en identifiant les anomalies chromosomiques, a la fois en termes de
nombre et de structure, impliquées dans diverses maladies génétiques grace a la réalisation

des caryotypes. (Gorenflot et al., 1980).

1.1.3. Types de la cytogénétique

I.1.3.1. Cytogenétique conventionnelle
La cytogénétique conventionnelle ou classique est une technique qui permet de
détecter toutes les anomalies cytogénéetiques numériques et structurelles par la réalisation

d’un caryotype (Pouw, 2021).

I.1.3.2. Cytogénétique constitutionnelle

La cytogénétique constitutionnelle consiste a étudier la constitution chromosomique
de I’individu en stade prénatal (caryotype prénatal) et postnatal (caryotype postnatal)
(Coulibaly, 2020).

I.1.3.3. Cytogénétique moléculaire

La cytogénetique moléculaire représente une approche novatrice qui fusionne la
biologie moléculaire avec les méthodes traditionnelles de la cytogénétique (Abdelmoula et
al., 2000). Les méthodes de cytogénétique moléculaire reposent sur I'nybridation de I'ADN
avec des séquences complémentaires variables, selon la technique et la pathologie. Les
principales approches incluent I'hybridation In situ par fluorescence (FISH) et I'hybridation

génomique comparative (CGH) (Abairrou, 2013).
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1.1.4. Marquage chromosomique

Dans les laboratoires de cytogénétique, diverses techniques de coloration des
chromosomes permettent d'identifier ces structures et de détecter des anomalies subtiles
dans leur structure. Ces techniques sont applicables aux chromatides sceurs et aux
chromosomes homologues. Environ 300 a 450 bandes peuvent étre observées pour tous les
chromosomes. Le Q-banding, premiére méthode de coloration utilisée, génére des motifs de
bandes spécifiques (colore les régions riches en Adenine et Thymine) (Egea, 2010).

Plusieurs techniques de bandes chromosomiques ont éte utilisées (Tableau 1) :

Tableau I: Techniques de bandes chromosomiques.

Technique de bandes Définition

Dénaturation enzymatique des chromosomes avec de la
Bandes G trypsine et coloration au Giemsa. L'ADN a bande G est riche
en Liaison A-T (Egea, 2010).

Dénature la région d'ADN riche en AT et colore lariche en GC.

Bandes R (Reverse) Obtenues par dénaturation thermique dans une solution saline

puis colorées au Giemsa (Strachan et al., 2004).

Cette technique colore surtout les télomeres (extrémités des

Bandes T (Télomere)
chromosomes) (krahn, 2016).

I1 colore les régions riches en Adénine et Thymine. C’est les
Bandes Q bandes fluorescentes a la quinacrine, L’observation se fait avec

un microscope a rayons UV (Strachan, 2012).

Bandes C Cette technique colore surtout les centromeres et la partie

(Centromere) distale du chromosome Y (Strachan, 2012).
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1.2. Anomalies chromosomiques

Le terme de chromosome a été proposé des 1888 par Waldeyer (1888) pour identifier
les éléments colorés visibles. Leur dénombrement au cours de la division cellulaire a
longtemps ¢été difficile (du fait de I’enchevétrement des chromosomes visibles a la
métaphase) et quelque peu erratique ; variant entre 16 et 24 chromosomes pour le nombre
haploide et 32 & 48 pour le nombre diploide en fonction du matériel et des techniques utilisés
(Turpin et Lejeune, 1965 ; Sandberg, 1979 ; Sandberg, 1990).

Le nombre exact de chromosomes humains est 46. 1l a été établi par Tjio et Levan (44
chromosomes autosomiques et 2 chromosomes sexuels, XX pour la femme ; XY pour
I’homme) (Figure 1) (Tjio et Levan, 1956 ; Smeets, 2004).
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Figure 1 : Représentation schématique du caryotype humain (Ainsbury, 2011).

Les anomalies chromosomiques sont liées au nombre et/ou a la structure des
chromosomes ainsi qu'au nombre et/ou a la nature des genes qui les composent. Les
anomalies chromosomiques constitutionnelles sont des maladies génétiques courantes dans
les pathologies humaines. Elles peuvent étre responsables des troubles de la reproduction
(avortements spontanés, ou causer l'infertilit¢), des malformations congénitale s’associées
ou non a une déficience intellectuelle et/ou des troubles du comportement. Les anomalies
chromosomiques acquises sont généralement liées aux pathologies cancéreuses et ne se

manifestent que dans les tissus tumoraux (Figure 2, Tableau I1) (Dimassi et al., 2017).
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Environ 0,5 a 1 % des naissances vivantes présentent des anomalies chromosomiques,

et elles peuvent atteindre jusqu'a 2 % des naissances vivantes chez les femmes de plus de
35 ans (Santos et al., 2000; Theisen et Shafer, 2010; Kim et al., 2013).

Au moins 7,5 % de toutes les grossesses sont touchées par des anomalies

chromosomiques, la plupart d'entre elles entrainent un avortement spontané. Selon des

recherches, environ 50 % des grossesses avec avortement spontané au cours du premier

trimestre sont causées par des anomalies chromosomiques (Santos et al., 2000; Flynn et

al., 2014; Pylyp et al., 2018).

Tableau I1: Nomenclature des caryotypes standards chez I’espéce humaine (Jorde et al.,

2004).

La formule de caryotype

Description

46, XY Composition chromosomique normal d’un homme.

47, XX, +21 Femme atteinte d’un syndrome de Down outrisomie21.
47, XX, Homme présentant une trisomie 21 en mosaique et cellule
+21[10]/46,XY[10] normale. (10cellulesexaminées pour chaque caryotype).

46, XY, del (4) (p14)

Homme, délétion du bras court du chromosome 4 portant
le numéro 14.

46, XX, dup (5)
(p14p15.3)

Femme présentant une duplication du bras court du
chromosome 5 dans les bandes14 al15 et 3

45, XY, der (13 ; 14)
(910;910)

Translocation robertsonienne masculine équilibrée sur les
chromosomes 13 et 14. Le caryotype montre le
chromosome 13 normal et le chromosome 14 normal
supprimés et remplacés par des chromosomes derives.

46, XY, t (11;22) (923
:922)

Chez les méles, translocations réciproques équilibrées
entre les chromosomes 11 et 22. Les points de rupture
sont a 1123 et 22922.

46, XX, inv (3) (p21 ;
q13)

Inversion du chromosome 3 s'étendant de p21 a q13, c'est
une inversion péricentrique (elle inclut le centromere).

46, X,r (X)

Femme avec chromosomes X normaux et X circulaires
(en anneau)

46, X,i (Xq)

Femme avec un chromosome X normal et un isosome du
bras long du chromosome X.
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Anomalies chromosomiques
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Figure 2 : Principales anomalies chromosomiques (Dimassi et al., 2017)

1.2.1. Anomalies de structure

Les anomalies structurelles sont le résultat de cassures chromosomiques suivies d'un
ou plusieurs recollements inhabituels. Elles sont équilibrées lorsqu'il n'y a pas
d'augmentation ou de diminution du matériel chromosomique, ou déséquilibrées s'il y a une
augmentation ou une diminution du matériel chromosomique. Ces altérations peuvent

toucher un ou deux chromosomes, voire plus (Popescu, 1990 ; Demirhan et Tung, 2022).

Les anomalies desequilibrées, donnant un retard mental et des malformations. Les
anomalies équilibrées n’altérent pas le phénotype de I’individu mais peuvent avoir un
ralentissement dans sa descendance ( Lespinasse et Nadeau, 2005 ; Malan et Romana,
2012).

1.2.1.1. Anomalie équilibreés

Nous appelons les anomalies équilibrées quand il n’y a ni gain ni perte de matériel
génétique. L’ADN est réarrangé de fagon anormale entre les chromosomes. Dans le cas
normal chaque chromosome est composé d’un seul centromére et deux téloméres. Ce type
d’anomalies n’interfére pas avec la mitose. La présence d’une anomalie équilibrée chez

I’embryon n’influence pas sur leur développement (Donnai et al., 2008)

Selon les estimations de Warburton en 1991, la fréquence des réarrangements
chromosomiques équilibrés de novo détectés lors d'une amniocentése est de 1/2000 pour les
translocations réciproques, 1 sur 9000 pour les translocations robertsoniennes et 1/10 000

pour les inversions (Warburton, 1991).
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A. Inversions

Les inversions sont causeées par deux cassures sur le méme chromosome, suivies d'un
recollement aprés avoir inversé le segment intercalaire, réalisé une coupure et une rotation
de 180 degrés, puis un recollement. On les appelle paracentriques lorsque les deux cassures
se produisent sur le méme bras (Figure 3A) ou péricentriques lorsque le fragment inversé

renferme le centromeére (Figure 3B) (Collins et al., 1998; Berger et al., 1998).

A) Inversion paracentrigue B) Inversion péricentrique 1

~ a
X |4 = 4
1 E—3
BlYE a
Figure 3 : Représentation schématique d’inversion paracentrique (A) et péricentrique (B)
(Berger, 1998).

B. Insertions
Les insertions entrainent le déplacement d'un segment intercalaire a I'intérieur d'un
autre bras chromosomique. lls sont le résultat d'un mécanisme de trois cassures, deux sur le

chromosome donneur et une sur le chromosome destinataire (Figure 4) (Krahn et al.,2016).

= =
=
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L

Figure 4 : Insertion chromosomique (Marc et al., 2004).
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C. Translocations

La translocation est une mutation génétique caractérisée par deux cassures sur deux
chromosomes différents, généralement non homologues, et se recollent aprés échange des
segments distaux. Ces anomalies se caractérisent par deux types essentiels de translocation
(Dimassi et al., 2017).

D. Translocation robertsonienne

Les translocations robertsoniennes (RT) se produisent entre deux chromosomes
acrocentriques (chromosome 13, 14, 15, 21 et 22) par cassure des régions juxta-centromériques ou
par fusion centrique (Figure 5). Cette translocation est responsable de la majorité des formes
familiales de trisomie 13 et 21 lors de la ségrégation méiotique (Briard et Morichon-Delvallez,
2006).
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Figure 5 : Translocation robertsonienne (Marc et al.,2004)

E. Translocation réciproque

Les translocations réciproques ont des points de cassure intervenant a n’importe quel
endroit sur les bras courts ou longs des chromosomes non homologues impliqués. Ces
translocations n’aboutissent pas nécessairement a I’apparition d’un phénotype anormal mais
peuvent conduire a la production de gamétes non équilibrés, d’ou un risque pour la

descendance (Figure 6) (Briard et Morichon-Delvallez, 2006).
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Figure 6 : Représentation schématique d’une translocation Robertsonienne impliquant les

chromosomes 14 et 21 (A), et d’une translocation réciproque (B) (Berger, 1998).

1.2.1.1.2. Anomalies déséquilibrées

On parle d’anomalie déséquilibrées il y’a une perte ou un exces de matériel
chromosomique. Elle est pathogéne et entraine des conséquences phénotypiques (Malan et
Romana, 2012).

Des découvertes récentes ont remis en question la vieille idée que la quantité normale
d’ADN chez I'hnomme est précise. Il est possible que certains fragments d'’ADN soient
absents ou répétés chez les individus normaux. C'est ce qu'on appelle une variation du
nombre de copies (CNV) (Donnai et al.,2008).

A. Délétions

Une délétion est une perte d’un fragment de chromosome provoquée par une cassure
chromosomique. L’expression phénotypique dépend de la taille et de la richesse en genes
du segment délité. Il existe deux types, la délétion terminale au niveau de I’extrémité distale
d’un chromosome ou bien délétion interstitielle a 1’intérieur d’un bras du chromosome (ou

les téloméres sont respectés) (Figure 7) (Strachan et al., 2004 ;Dimassi et al.,2017).

10
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i e

Délétion terminale Délétion interstitielle

A

Figure 7 : Représentations schématique d’une délétion terminale (A) et d’une délétion

interstitielle (B) (Read et Donnai, 2008).

B. Micro-délétions

Les micro-délétions sont une catégorie particuliere de délétions tres petites qui ne sont
pas visibles sur les caryotypes standards. Il est impossible de repérer ces pertes
chromosomiques sans utiliser des techniques plus approfondies, notamment I'hybridation in
situ en fluorescence (FISH) et plus récemment I'analyse chromosomique sur puces a ADN
(ACPA) (Dimassi et al., 2017).

C. Duplication
Il s'agit d'une double copie d'une région chromosomique. Ce sont des réorganisations
rarement observées en cytogénétique conventionnelle, ce qui entraine des trisomies

partielles pures (Krahn et al., 2016).

Il existe deux types de répétitions: en tandem, le segment répliqué reste dans la méme
direction que l'original, ou en miroir, le segment copié est dans la direction opposée a

I'original, et peut méme subir une reprise déséquilibrée (Figure 8) (Huret et al., 2000).

11



Chapitre | Recherche bibliographique

P | Néowtlomere |

A |

=

— —

IR

— |

Il I 1A .
NN EPCEIN]

)

IR I PG NI
l
IF I
il |
l
T‘Iil:l_-:l_l—lm

p—

Figure 8 : Duplication en tandem (A) et en miroir (B) (Marc et al., 2004)

D. Chromosome en anneaux

Il s’agit de délétions aux deux extrémités. Il est possible de fusionner les extrémités
restantes pour former un chromosome circulaire. Il peut étre perdu ou transformé lors de la
mitose si le chromosome circulaire contient un centromere (Figure 9) (Strachan et al.,
2004; Krahn et al., 2016).
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Figure 9 : Chromosome en anneaux (Marc et al., 2004).
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E. Iso-chromosome

Un iso-chromosome réveéle une perte d'un bras avec une duplication de l'autre bras. Il
est probable que la formation d'un iso-chromosome soit due a une division transversale du
centromere plutdt que longitudinale (Snustad et al., 2015). Selon le plan de cassure, il existe
deux types différents, les monocentriques lorsque la cassure se produit au niveau du
centromere (Figure 10A) et dicentriques lorsque la cassure est légerement déplacée du

centromere (Figure 10B).

Flli\'isiun transversale du centromere
- perte

-
-
-
.
-

A monocentrique dicentrique

Figure 10 : Iso-chromosome monocentrique et dicentrique (Marc et al., 2004).

Nous récapitulons les déférentes anomalies chromosomiques sur la Figure 11 :

Translocation reciproque {“l'-"“ f:jf:: = 787 o i‘ }
Translocation Robertsonienne -~ ﬂi 2% - ———— K - ~—
Deletion goe- ;” ——— >
Inversion péricentrique { “‘p‘ > —— H
Inversion paracentrique [ ﬁ} - ——n ﬁ
Insertion 28— it e 2 :

Amncas T=E» - =>
Isochromosome - < H~~ i e H
Duplication % "" i - n

Figure 11 : Récapitulatif des anomalies chromosomiques de structure (Huret et al.,
2012).

13
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1.3. Anomalies de nombre
Les anomalies de nombre influencent sur le nombre de chromosomes, ne touchent pas
leur structure normale (Berger, 2006 ; Abairrou, 2013). Elles sont déterminées par le gain

ou la perte d’un seul ou plusieurs chromosomes (Peter, 1980; Belmokhtar, 2014).

1.3.1. Euploides

Les euploidies caractérisées par la présence de deux ou plusieurs ensembles complets
de chromosomes (2n, 3n, 4n). Elles se produisent lorsque le nombre de chromosomes dans
une cellule est un multiple du nombre normal de chromosomes pour I'espéce. Par exemple,
chez les humains avec 46 chromosomes, une euploidie survient lorsque le nombre de
chromosomes dans la cellule est un multiple de 46 (Figure 12). Ces anomalies sont souvent
causeées par des problemes lors de la division mitotique ou de la fécondation (Berger, 2007).
L'euploidie homologue est généralement létale, mais peut étre viable en mosaique (Huret
et al.,2000).
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Figure 12 : Représentation schématique d’un caryotype triploidie 69, XXX (Ben
Hamouda et al., 2010).

1.3.2. Aneuploides

L'aneuploidie se caractérise par un nombre anormal de chromosomes dans une cellule,
ne correspondant pas au nombre haploide habituel pour I'espéce concernée. Cette anomalie
génétique peut se présenter comme une mutation viable ou non, avec une viabilité
généralement observée chez les plantes et les champignons, ou elle est parfois percu comme

une réponse adaptative aux stress génétiques. Chez les mammiferes, cependant,

14
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I'aneuploidie est moins couramment viable et peut avoir des implications significatives,
notamment dans le contexte du dépistage prénatal des anomalies feetales. En résultat, elle
entraine souvent un déséquilibre génomique, impliquant la perte d'un chromosome entier
(monosomie) ou le gain d'un ou plusieurs chromosomes supplémentaires (trisomie,

tétrasomie...) (Romana, 2001).

A. Monosomie
La monosomie est un cas particulier d'aneuploidie. Le caryotype d'une cellule montre

le nombre normal de chromosomes pour I'espece moins un (Lejeune et al., 1964).

11 s’agit de la monosomie X ou syndrome de Turner Gonosomique (45, X), elle n'est
observée que chez les filles. Certains auteurs ont estimé que seulement une minorité des
embryons monosomiques X parvenaient a leur terme. Ce sont principalement des femmes
avec une petite taille et une dysgénésie gonadique qui est souvent responsable d'une
aménorrhée primaire. Les embryons porteurs d’une monosomie autosomique sont éliminés
des les premiers stades du développement (avortement précoce) (Figure 13), le nombre de
chromosomes est donc 45 et la formule est 2n—1 (Tableau I11) (Cabrol, 2007 ; Gruchy et
al., 2014).
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Figure 13 : Caryotype caractérisé par une monosomie de gonosome X (Yelouassi, 2021).
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Tableau I11: Terminologie des variations affectant le nombre des chromosomes (Peter,

1980).
Nombre de chromosomes Formule abrégeée chez une cellule diploide
Monosomique 2N -1
Trisomique 2N +1 Aneuploidie
Tétrasomique 2N + 2
Monoploide N
Diploide 2N
Triploide 3N Euploidie
Tétraploide 4N

B. Trisomie

La trisomie est la présence de trois copies d’un chromosome dans une cellule diploide
(Strachan et al.., 2012). Cette anomalie peut affecter n'importe quel chromosome. Les
trisomies sont souvent létales sauf pour la trisomie 21 (syndrome de Down), 13 (syndrome
de Patau) et 18 (syndrome d'Edwards) (Nuria, 2011). D’autres trisomies peuvent étre
observées en mosaique, pour le chromosome 8 ou le 9 par exemple. Le gain d’un

chromosome peut également concerner les gonosomes :

- Trisomie X (Syndrome Triple X) : I'individu posséde trois chromosomes X (XXX)

- Le syndrome de Klinefelter : I'individu posséde deux chromosomes X et un
chromosome Y (XXY).

- Le Syndrome de Jacob : I'individu possede un chromosome Y en double exemplaire, et
un chromosome X (XYY).

Les trisomies libres et homogenes présentent (95 %) des cas ; (2 %) des trisomies en
mosaique ; 3 %) qui reste ces des trisomies liées a une translocation. Les translocations
robertsoniennes sont, dans 60 % des cas, des translocations entre les grands
acrocentriques (chromosomes 13, 14,15) et le 21. Il s'agit des chromosomes acrocentriques
(paires 13, 14, 15, 21, 22) dont les bras courts de tres petite taille ne sont responsables que
de génes répétés sans importance pour le développement (Figure 14) (Dimassi et al.,
2017).

16
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La translocation se produit dans 40 % des cas entre les petits acrocentriques
(chromosomes 21, 22) et le chromosome 21. Dans 80 % des situations, il s'agit d'une
translocation (21;21) et, dans 95 % des situations, cette translocation est de nouveau. Une
translocation réciproque est enregistrée dans 5 % des cas. Dans ces situations, on peut
constater des trisomies partielles. Dans 78 % des cas, ce genre de translocation est
transmis. On les représente par (t) pour les personnes atteintes sur la formule
chromosomique. Il s'agit d'un changement chromosomique provoqué par une cassure sur
au moins deux chromosomes non homologues, avec échange entre les chromosomes des

parties cassées qui se regroupent au point de cassure (Dimassi et al., 2017).
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Figure 14 : Représentation schématique du mécanisme d’apparition d’une trisomie et

d’une monosomie (Berger, 1998).
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I.4. Marqueurs chromosomiques

Les marqueurs chromosomiques, qui sont des anomalies structurelles
supplémentaires au-dela des 46 chromosomes humains habituels, forment un ensemble varié
pouvant ou non impacter le phénotype. Les tentatives pour établir des liens entre le génotype
et le phénotype en présence de ces marqueurs ont été nombreuses. Ces marqueurs, souvent
des chromosomes additionnels avec des structures anormales, ne peuvent étre détectés
uniquement par les techniques cytogénétiques classiques. Ils peuvent provenir de divers
chromosomes, autosomes ou gonosomes, avec une prévalence accrue des dérivés
acrocentriques, notamment les chromosomes 15 et 22. Ils peuvent étre observés dans un
caryotype normal & 46 chromosomes, ou dans des cas d'anomalie de nombre (comme la
trisomie 21) ou d'anomalie de structure (Figure 15) (Hida, 2013).
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Figure 15 : Différentes structures des marqueurs chromosomiques (Hida, 2013).
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11.1. Lieu du stage

Le présent travail a été réalisé au niveau de I’une des annexes de I’ établissement public
sanitaire et social du Centre Hospitalo-Universitaire de la Wilaya de Tizi Ouzou. Il s’agit
du Centre de Transfusion Sanguine réalisé d’Histologie Embryologie et Génétique Clinique
(fonctionnel depuis 2008). Il est a noter que ce centre est composé de plusieurs services

(Histologie Embryologie et Génétique Clinique, un Laboratoire d’Immuno-Hématologie et

un Laboratoire de Contrdle de qualité et de Sérologie) (Figure 16A).

Figure 16 : Centre de Transfusion Sanguine (A), services d’Histologiec Embryologie et
Génétique Clinique (Photo originale).

Le service d’Histologie Embryologie et Génétique Clinique est actuellement dirigé

par Dr BOUAFFAD Zohra (médecin chef) depuis 2017, jusqu’aujourd’hui.

Il se situe au deuxiéme étage du Centre de Transfusion Sanguine (Figure 16B). Ce
service a pour objectif d’établir des caryotypes (analyses cytogénétiques et cytologiques)
pour détecter des maladies génétiques et répondre aux besoins de prise en charge médico-

sociale et sanitaire des patients.
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11.2. Matériels
11.3. Matériel biologique

La réalisation d’un caryotype, nécessite I’obtention des cellules en voie de division
(plague métaphasique) ou les chromosomes sont déposés pour étre séparés les uns des

autres.

Plusieurs types cellulaires ont éte utilises tels que les fibroblastes de la peau, le liquide

amniotique, la biopsie tissulaire, la moelle osseuse et les cellules sanguines.

Au sein de ce centre, ils ont déja utilisé la moelle osseuse mais ils n’ont pas eu d’aussi
bons résultats que ceux du sang. Dans la présente étude, nous avons utilisé des cellules
sanguines (lymphocytes) comme échantillons pour la simplicité du prélevement et la

rapidité de la culture

Les préléevements de sang total frais d’ont été recueillis dans des tubes héparines a

partir de quatre patients comme sulit :

Patient 1 : Il s’agit d’un nouveau-né de sexe féminin, 4gé de 10 jours, né d’une
grossesse avant terme (37 semaines) par césarienne, hospitalisé et ayant présenté un retard
de croissance.

Patient 2 : Il s’agit d’un enfant de sexe féminin 4gé de 7 mois, né d’une grossesse
menée a terme de parents non consanguins. Ayant présenté un petit poids de naissance, une
cardiopathie congénitale avec hypertrophie ventriculaire gauche et une malformation des
deux pieds, adressé au service pour étude de son caryotype.

Patient 3 : Il s’agit d’un enfant de sexe féminin agé de 10 jours, né d’une grossesse
menée a terme d’un couple non consanguin ayant un facies particulier, a ét¢ adressée au
service pour suspicion de trisomie.

Patient 4 : Il s’agit d’une fillette de 4 ans, née d’une grossesse menée a terme par
césarienne d’un couple non consanguin. Elle présente un retard de croissance pondérale de
15kg (p10-p25) et une taille 101,5 cm (p25) et un retard de langage, elle a été orientée pour

établissement de son caryotype.
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11.4. Matériel non biologique

Le matériel non biologique fait référence aux substances et matériaux qui ne

proviennent pas de sources vivantes. (Voir annexe 1)

11.5. Protocole d’établissement d’un caryotype

Pour obtenir des préparations chromosomiques, les cellules doivent étre récoltées au
stade métaphasique, puis elles sont soumises a un choc hypotonique pour avoir une
dispersion optimale des chromosomes. En suit, ces derniers sont fixés et étalés sont fixé et

les étaler sur des lames (Hayes et al., 1998).

11.5.1. Culture cellulaire

Préparation du milieu de culture

La préparation du milieu de culture se fait dans un milieu stérile (devant le bec benzéne).
Onmélange dans une fiole jaugée (Figure 17) :

— 100 ml du milieu RPMI (milieu Roswell Pork Mémorial Institule).
— 20 ml de sérum de veau feetal (FBS : Feetal Bovine Serum).
— 1 ml de L-Glutamine.

— 1 ml de pénicilline et streptomycine 10.000ul/mI.NB :

Le RPMI contient une grande quantité de phosphates et il est composé de maniére a

étreutilisé dans une atmosphere comprenant 5% du CO2.

Le FBS est le supplément de croissance le plus largement employé dans le milieu de

culturecellulaire favorisant la croissance embryonnaire :

L-Glutamine est la source majeure d’énergie pour la prolifération cellulaire.
La pénicilline empéche la contamination bactérienne des cultures cellulaires en raison

del’efficacité de leur action sur les grams (-) et (+).

La streptomycine : antibiotique stable et stérile.
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Figure 17 : Préparation de milieu de culture

A l’aide d’une micropipette, nous avons prélevé 1 ml de sang complet du patient qu’on
a rajouté dans un tube rempli préalablement de 10 ml de milieu de culture (\Voir annexe 111)
auquel nous avons rajouté 150 ul de phytohérmagglutinine. Nous avons rebouché puis agité

les tubes puis placé dans une étuve en position inclinée pendant 72h a 37°C (Figure 18).

Le but de I’incubation des tubes pendant 72h est d’atteindre la prolifération des

cellules jusqu’au stade métaphase.

Figure 18 : Etapes de la culture cellulaire. (a) matériels et réactifs utilisés en culture

cellulaire, (b) ajout du sang total, (c) ajout de la phytohérmagglutinine, (d) incubation des
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tubes dans 1’étuve (photos originales).

11.5.2. Arrét de la culture

Apreés la phase de multiplication cellulaire (incubation de 72h), nous avons introduit
stérilement 75ul de colchicine dans chaque tube et nousavons mélangé le contenu du
récipient, afin de remettre en suspension les cellules avant de les remettre dans 1’étuve
pendant 2h (Figure 19).

Figure 19 : Arrét de la culture cellulaire par la colchicine (photo originale).

La colchicine blogue la polymérisation du fuseau mitotique et donc les chromosomes restent
bloqués en métaphase.

11.6. Choc hypotonique
L’ajout d’une solution hypotonique de chlorure de potassium (KCI) aux cellules
entralnant leur gonflement suivi par I’éclatement de la membrane nucléaire afin d’obtenir

une distribution adéquate des chromosomes pendant la métaphase (Figure 20).
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Figure 20 : Etapes du choc hypotonique, (a) centrifugation des tubes, (b) élimination du
surnageant, (c) ajout du KCI, (d) agitation des tubes, (e) incubation des tubes (Photo
originale)

11.7. La Fixation

La fixation se fait on quatre étapes :

11.7.1. Préparation du fixateur
La préparation du fixateur consiste a mélanger soigneusement les composants
chimiques spécifiques selon un protocole établi pour assurer une fixation efficace des

échantillons. (Voir annexe 111)

11.7.2. La preéfixation
Pendant cette étape, nous avons ajouté 2ml du fixateur dans chaque tube suivi par une
agitation puis nous avons laissé les tubes au repos pendant 5min aprées centrifugation a

1500t/5min, enfin nous avons éliminé le surnageant (Figure 21).
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Figure 21 : Etapes de la préfixation, (a) ajout du fixateur, (b) agitation des tubes, (c) tubes

au repos, (d) centrifugation, (e) tube apres centrifugation (Photos originales).

11.7.3. La premieére fixation

Nous avons ajouté 10 ml du fixateur dans chaque tube, agité, laisséau repos pendant
15 min. on les a placés a centrifuger a 1500t/5min et les surnageantont été éliminés
(Figure2l).

11.7.4. La deuxiéme fixation
Nous avons rajouté 10 ml de fixateur (en une seule fois) puis nous avons laissé les
tubes au repos pendant 5 min ensuite nous les avons centrifugés puis avons éliminé le

surnageant.

11.7.5. La troisieme fixation
Au cours de cette étape, nous avons ajouté10ml de fixateur dans chaque tube, agité
et laissé au repos pendant 5min puis nous les avons centrifugés a 1500t/5min, puis nous

avons éliminé le surnageant en gardant un volume égal a deux fois le volume du culot.

11.7.6. La quatrieme fixation
Nous avons ajouté 10 ml du fixateur dans chaque tube, agité, laissé au repos pendant

15 min. nous les avons placés a centrifuger a 1500t/5min et les surnageant ont été éliminés.

Figure 22 : Les étapes de fixation, (a, b) élimination du surnageant, (c) ajout du fixateur,

(d) agitation, (e) centrifugation, (f) tube apres centrifugation (photos originales).

26



Chapitre 11 Matériels et Méthode

11.8. Etalement des lames
Apres la derniére fixation, nous avons utilisé le culot obtenu pour 1’étalement des

métaphases sur lames de verre humidifiees (la chambre humide thermothron).

Aprés numérotation des lames de microscope selon les patients, la préparation est
¢talée a I’aide d’une pipette pasteur en laissant tomber quelques gouttes (1 a 4) de la
suspension cellulaire sur une lame propre que nous avons placé sur un bac a glace a une
distance de 30 cm (pour la bonne dispersion des chromosomes) avec un angle de 45°.
Ensuite, nous avons séché les lames avec un bec benzéne qu’on a conservé dans un endroit
stérile pendant 24h puis nous sommes passées passées a 1’étape de la coloration (Figure

23).

Figure 23 : Etapes de I’étalement, (a) numérotation des lames, (b) pipetage de la solution,

(c) dépbt des gouttes sur la lame, (d) séchage de la lame (photos originales).

11.9. Marquage chromosomique (technique de Banding)
11.9.1. Bandes RHG

Cette méthode met principalement en évidence la dénaturation des chromosomes par

la chaleur dans une solution saline, suivie de leur coloration au Giemsa.

La détection des bandes RHG repose sur le traitement thermique qui altére la région
d'’ADN riche en AT (les deux chromosomes homologues présentent une distribution de
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bandes identiques, les bandes claires riches en AT et les bandes sombres riches en GC)
(Strachan et al., 2004).

11.10. Coloration des lames

Certains colorants permettent de représenter la chromatine en raison de leur affinité
pour I'ADN ou les protéines qui lui sont liées. Le Giemsa, qui est le colorant le plus utilise,
est une combinaison de trois ou six colorants de base qui donne une teinte rose violacée de

la chromatine en lumiére visible (Dolan, 2011).

Dans un bécher rempli d’eau distillée tiede nous avons mis les lames pendant 20 min,
puis dans une solution saline pendant 1h, aprés nous les avons faites sortir puis rincées
légérement avec de 1’eau distillée. Ensuite, nous les avons déposées dans la solution de
coloration pendant 10 min, aprés nous les avons rincées avec 1’eau distillée. Ainsi, les lames

sont prétes pour lecture microscopique (Figure 24).

Figure 24 : Coloration des lames (a) hydratation des lames, (b) placement des lames dans un bain

marie, (c) coloration au Giemsa, (d) lames colorées aprés séchage (photos originale).

11.11. Lecture microscopique et établissement d’un caryotype
D’abords, il faut créer un dossier pour chaque patient dans le logiciel Lucky 5 et
insérer ses données personnelles (Nom, prénom, sexe et age), le numéro du dossier du

malade ainsi que la date du prélévement.

Les lames sont analysées au microscope (Olympus BX61) a contraste de phase, pour
estimer le nombre et la qualité des chromosomes. Les métaphases sont photographiées et

acquises par la caméra et 1’ordinateur annexés au microscope. Les chromosomes sont
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classés automatiquement grace a un logiciel particulier de caryotypage (Lucky 5)
(Figure25b).

Figure 25 : Microscope photonique équipé d’un appareil photo numérique (photos
originales).
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I11.1. Présentation des cas
I11.1.1. Patientl

Il s’agit d’un nouveau-né agé de 10 jours de sexe féminin, né d’une grossesse avant

terme (37semaines) par césarienne, hospitalisé et ayant présenté un retard de croissance.

Symptdmes et antécédents
Présence d’un retard de croissance intra-utérin, et un poids de naissance de 1,700kg.

Naissance prématurée a 37 semaines.

Sa mére avait 42ans, présentant une hypertension artérielle gravidiqgue (HTAG). Elle

n’a suivi aucun traitement médicamenteux pendent la gestation.

Absence de trisomiques dans sa famille.

111.1.2. Patient 2

Il s’agit d’un enfant de sexe féminin agé de 6 mois, né d’une grossesse menée a terme
de parents non consanguins, adressé au service d’Histologie Embryologie et Génétique
Clinique du CHU de Tizi Ouzou a cause d’un syndrome polymalformatif pour étudier son

caryotype.

Symptdmes et antécédents
Présence d’un petit poids de naissance, une malformation des deux pieds et d’un retard

staturo-pondéral léger.

L’échographie cardiaque a montré une cardiopathie congénitale avec une hypertrophie

du ventricule gauche (VG).

Une radiographie thoracique réalisée dans le cadre de I’exploration montre une

hypertension artérielle pulmonaire(HTAP).

Sa mere avait 35ans, a subi une césarienne et déja un seul avortement, n’a suivi aucun

traitement médicamenteux pendent la gestation.
Son peére avait subi une chirurgie de la hernie inguinale.

Cas similaire dans la famille : une sceur (décédée a I’age d’un mois).
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111.1.3. Patient3

Il s’agit d’un enfant de sexe féminin agé de 10 jours, né d’une grossesse menée a terme
d’un couple non consanguin ayant un facies particulier. Il a ét¢ adressé¢ au service pour

suspicion de trisomie 21.

Symptdmes et antécédents
La fillette avait un facies particulier

Sa meére avait 36 ans, présentant une toxémie gravidique. Elle avait subi une césarienne

et un avortement avant, elle n’a suivi aucun traitement médicamenteux pendent la gestation.
Le mode d’accouchement est par voie basse.

L’échographie du ceeur a montré une communication inter-auriculaire (CI1A).

111.1.4. Patient4

Il s’agit d’une fillette de 4 ans, née d’une grossesse menée a terme par césarienne d’un
couple non consanguin, elle présente un faciés particulier, un retard de croissance pondérale

et un retard de langage, elle a été orienté pour établissement de son caryotype.

Symptbmes et antécédents
Elle a un retard de croissance pondérale de 15kg (p10-p25) et une taille 101,5cm p25.

Elle a un facies particulier, malentendante.

Son appareil génito-urinaire présentant des grandes levres hypertrophiées. Elle a un

retard intellectuel et un retard de langage.
Bilan hormonal normal (taux TSH=1,16) L’échographie a montré un abdomen pelvien.
La radio du crane a montré que le potentiel évoqué auditif (PEA) est anormal.

Sa mére avait 47ans présentant un diabéte gestationnel. Elle avait subi une césarienne,

elle n’a suivi aucun traitement médicamenteux pendent la gestation.
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111.2. Résultats
111.2.1. Patientl

Au sein du laboratoire de cytogénétique du CHU de Tizi Ouzou, nous avons réalisé
des caryotypes a partir de prélevements sanguins. Effectivement, nous avons réalisé une
culture des cellules sanguines puis nous avons effectué la méthode de marquage
chromosomique (bandes RHG). Parmi les 30 métaphases examinées, les dix meilleures ont

été capturées par des photos (Figure 26).
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Figure 26 : Métaphase d’une fillette agée de 10 jours atteinte du syndrome d’Edwards

présentant une formule (47, XX, +18).

Les trois chromosomes 18 sont représentés par des cercles rouges (photos originale).
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L’établissement du caryotype du nouveau-né (4gé de 10 jours) a révélé une
anomalie de nombre qui se manifeste par une trisomie 18 libre et homogéne, qui présente
cette formule (47, XX, +18), il s’agit du syndrome d’Edwards (Figure27)
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Figure 27 : Caryotype (47, XX, +18) d’une fillette agée de 10 jours atteinte de trisomie
18(syndrome d’Edwards).

La ligne bleue représente les trois chromosomes 18 en bandes RHG (photo

originale).
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111.2.2. Patient 2
Au sein du méme laboratoire, nous avons entrepris la technique de cytogénétique
conventionnelle en bandes RHG a partir de prélevement sanguin de la fillette de 6 mois.

Nous avons analysé 20 métaphases, 5 d'entre elles ont été caryotypées (Figure 28).

CHU DE TIZI-OUZOU LABORATOIRE DE CYTO-GENETIQUE

Figure 28 : Métaphase présentant la formule (46, XX, rob (15,21), +21).

Le cercle rouge représente les chromosomes (15 et 21 surnuméraire) transloqués. Le
cercle bleu représente le chromosome 15 normal. Les cercles verts représentent les deux

chromosomes 21normaux (photo originale).
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Gréace aux caryotypes réalisés chez cette fillette, nous avons pu repérer une
anomalie de nombre associée a une anomalie structurelle. Il s’agit d’une trisomie 21 par
translocation robertsonienne entre le chromosome 15 et 21 présentant la formule
(46,XX,rob(15;21),+21) (Figure 29).
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Figure 29 : Caryotype d’une fillette de 6 mois atteinte de trisomie 21 avec translocation
(15,21).
Le cadre bleu représente le chromosome 21 surnuméraire transloqué en bandes RHG

(photo originale).
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111.2.3. Patient3

Au sein du laboratoire suscité, nous avons établi des caryotypes a partir de
prélevements sanguins issus de I’enfant de sexe féminin agé de 10 jours. En effet, nous avons
réalisé une culture de cellules sanguines suivie de la technique de marquage chromosomique
(bandes RHG). Sur les 40 métaphases analysées, les 30 meilleures sont été prises en photos
(Figure 30 et 31).

CHU DE TIZI-OUZOU LABORATOIRE DE CYTO-GENETIQUE
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Figure 30 : Métaphase présentant la formule (47,XX,+21).

Les cercles rouges représentent les trois chromosomes 21 (photo originale).
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Figure 31 : Métaphase présentant la formule (46,XX) (photo originale).
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Le caryotype établi chez cette fillette nous a permis de détecter une anomalie de
nombre caractérisée par une trisomie 21 en mosaique. Les métaphases a 46 chromosomes
présentent deux lignées cellulaires mosaiques : la premiére lignée présente la formule (47,
XX, +21) (Figure 31) et la deuxiéme lignée présente la formule (46, XX) (Figure32).

Dans la formule chromosomique : 46, XX [10]/47, XX, +21[20], la présence d'une
trisomie 21 en mosaique chez cette fillette est due a la présence de 66,67% de cellules avec

trois chromosomes 21 (20 cellules sur 30 sont comptées).
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Figure 32 : Caryotype d’une fillette de 10 jours atteinte de trisomie 21 en mosaique en
bandes RHG (photo originale).
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Figure 33 : Caryotype normal d’une fillette de 10 jours atteinte de trisomie 21 en

mosaique en bande RHG (photo originale).
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111.2.4. Patient4
Au sein du méme laboratoire, la technique de cytogénétique conventionnelle en bandes
RHG a été réalisée a partir d’un prélévement sanguin issu d’une fillette de 4 ans. Nous avons

analysé 60 métaphases, dont 25 ont été caryotypées (Figure 34).
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Figure 34 : Métaphase contenant 47 chromosomes présentant la formule (47,XXX).

Les trois chromosomes X sont entourés par des cercles rouges (photo originale).
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Le caryotype établi chez cette fillette nous a permis de détecter une anomalie de
nombre caractérisée par une trisomie X homogeéne, qui présente cette formule (47,XXX)
(Figure 35)
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Figure 35 : Caryotype d’une fillette de 4 ans atteinte de trisomie X en bande RHG (photo

originale).
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111.3. Discussion
111.3.1. Patientl

Suite a I'analyse cytogénétique, il a été constaté que le nouveau-né de 10 jours de sexe
féminin présenterait un caryotype anormal montrant trois chromosomes 18 et qui sont
présents dans 100% des cellules. La formule est (47,XX,+18) c’est une trisomie autosomique
(Briard et Morichon-Delvallez, 2006). Il s'agit d'une aneuploidie survenue par hasard. Dans
ce cas, il n'est pas nécessaire d'examiner les caryotypes des parents. Selon les donnees
épidémiologiques, il est estimé que le risque de récidive pour une prochaine grossesse est de
1 %. Il est nécessaire de proposer un diagnostic anténatal par caryotype feetal, qui sera pris

en charge (Dimassi et al., 2017).

Ces anomalies de nombre de chromosomes ont été découvertes en 1916 par Bridges.
Elles sont principalement associées a un probléme de ségrégation des chromosomes (non-
disjonction). La non-disjonction méiotique se produit dans 70 a 80 % des cas lors de la
premiere division méiotique et, dans 20 a 30 %, lors de la deuxiéme division. Dans une non-
disjonction, deux chromosomes migrent vers le méme pole lors de I'anaphase et passent
ensemble dans la méme cellule fille, plut6t que chacun migre dans une cellule fille. La non-
disjonction peut survivre lors d'une division meiotique maternelle ou paternelle. 1l peut s'agir
de deux chromosomes homologues lors de la premiere division méiotique, ou de deux
chromatides sceurs lors de la deuxieme division méiotique. Le gameéte regoit un chromosome
de chaque parent (maternel et paternel) dans le premier cas et deux exemplaires d'un méme
chromosome parental (maternel ou paternel) dans le second des cas. Ces deux copies ne
seront cependant pas genétiquement identiques en raison des recombinaisons qui se

produisent au début de la méiose (Dimassi et al., 2017).

Selon certaines recherches, la plupart des cas de mal-ségrégation se produisent
principalement chez les meres (environ 90% des cas) et I'dge maternel joue un rdle essentiel

dans I'apparition de ces anomalies (Antonarakis et al., 1993).

La prévalence de la trisomie a la naissance augmentée avec I'age de la mere. La probabilité
de non-disjonction des chromosomes homologues augmenterait donc avec I'age de la mere,
mais malgré toutes les recherches, le mécanisme responsable de I'effet de I'age maternel reste
largement inconnu. Certains chercheurs soupconnent, par exemple, le vieillissement des
protéines responsables du processus de la méiose (contrblent I'appariement des

chromosomes homologues, la cohésion et la structure des chiasmas, la fixation des
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centromeres au fuseau méiotique, la dynamique du fuseau meéiotique) (Warburton, 2005).

111.3.2. Patient2

D’apres les résultats obtenus dans le présent travail, nous concluons que cette fillette
ageée de 6 mois présente un caryotype avec une trisomie 21 par translocation robertsonienne
entre les chromosomes 15 et 21(syndrome polymalformatif) .Les caryotypes des parents sont
indiqués dans ce cas afin de déterminer 1’origine héritée ou de novo de cette anomalie. La
translocation 15/21 qui entraine le phénotype de trisomie, est considérée comme une
translocation déséquilibrée (gain) car elle entraine une altération du patrimoine génétique et
du phénotype (Landry, 1997). Habituellement, les chromosomes qui sont le fruit de la fusion
centrique de deux chromosomes acrocentriques sont les chromosomes 13, 14, 15, 21et
22(Dreyfus, 1985). Dans ce cas-1a, c’est une translocation du chromosome 21 sur un
chromosome 15 (acrocentrique du groupe D) au niveau de leurs bras courts affectant ainsi
les bras courts des deux chromosomes (Jain et al., 2018). En effet, le bras court des
chromosomes transloqués ne présente aucune conséquence clinique (Briard et Morichon-
Delvallez, 2006). C’est a dire que ces chromosomes acrocentriques dont les bras courts de
trés petite taille ne sont responsables que des genes répétés sans importance pour le

développement (Dimassi et al., 2017).

Les chromosomes homologues de chaque paire s'apparient et forment des bivalents
lors des divisions de méiose dans lesquelles les cellules germinales se transforment en
gametes. Lors de cette fusion, le processus de croisement (C.O) se produit, ce qui permet
des recombinaisons génétiques entre les génomes parentaux. Ensuite, les bivalents seront
séparés afin que chacun des chromosomes homologues migre dans une cellule fille. Une
translocation peut provoquer une répartition inégale des chromosomes homologues dans les
embryons ; en fonction de I'importance du désequilibre chromosomique cela peut entrainer
une rupture de la grossesse ou la naissance d'un enfant malformée et/ou ayant une déficience

intellectuelle (Dimassi et al., 2017).

Cependant, on peut trouver une translocation robertsonienne équilibrée d’un porteur
(pere ou mere) ayant un phénotype normal mais un génotype anormal pouvant ainsi
transmettre des cas de trisomie a sa descendance (Landry, 1997), c’est le cas de cette

patiente étudiée dans le présent travail.

La translocation robertsonienne n'a pas de répercussions phénotypiques, car les
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chromosomes acrocentriques ne perdent que leurs bras P courts contenant I'ARN ribosomal.
Cependant, les porteurs hétérozygotes dont les gametes sont déséquilibrés produisent des
enfants trisomiques (Kim et Shafer, 2002 ; Zhao et al., 2015).

111.3.3. Patient3

Une mosaique est la présence de différentes populations cellulaires provenant du
méme zygote chez une méme personne. Dans le cas de la patiente 3 montrant une trisomie
21 en mosaique, une population présente trois chromosomes 21 et une autre deux

chromosomes 21 (Dimassi et al., 2017).

Nous avons calculé le pourcentage des cellules ayant une copie supplémentaire du
chromosome 21 selon la formule chromosomique : 46, XX [10] /47, XX, +21[20] d’aprées
(Dimassi et al., 2017). Les anomalies en mosaique sont involontaires, il n'est donc pas

nécessaire de suggeérer les caryotypes des parents (Dimassi et al., 2017).

La trisomie mosaique (ou hétérogene), elle est également tres rare. Il y a donc deux
types de cellules chez la fillette, les unes normales avec 46 chromosomes (46, XX), les autres
trisomiques 21(cellules avec 47 chromosomes dont 3 chromosomes 21, 47, XX, +21).

Le pourcentage des deux types de cellules varie en fonction de la date de I'accident qui
est toujours mitotique (apres la fécondation). La proportion de cellules trisomiques 21 différe
grandement d'un individu a l'autre et, chez un méme individu, d'un organe ou d'un tissu a
l'autre (Antonarakis et al., 2004).

Cette anomalie en mosaique survient apres la fécondation (c'est-a-dire apres la
formation de 1'ceuf). Pendant les mitoses, lorsque la non-disjonction se produit tardivement,
le zygote présente une trisomie 21 "mosaique”, c'est-a-dire qu'une seule sous-population de
ses cellules portera les 3 chromosomes 21 (avec proportionnellement autant de cellules
monosomiques). Les autres cellules présentes chez ce zygote se divisent normalement, cette
non-disjonction mitotique postzygotique est retrouvée dans environ 3% des cas de trisomie
21 (Savage et al.,1998). Cependant, le zygote monosomique ne pourra pas survivre au-dela

des premiers jours de la grossesse (Antonarakis, 1991).

Par conséquent, I’expression clinique du syndrome est fluctuante et incertaine en raion
de la répartition aléatoire des cellules trisomiques 21 et des cellules normales dans les tissus

du patient, les patients présentent généralement un morphotype différent des personnes
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trisomiques 21 homogeénes, mais la déficience intellectuelle demeure habituelle, tout comme

I'nypotonie musculaire (Antonarakis et al., 2004).

111.4. Patient4

Chez la fillette de 4ans atteinte de trisomie X qui présente la formule (47, XXX), sur
toutes les métaphases étudiées, trois chromosomes X sont présents, c’est une trisomie
gonosomique homogeéne. Malgré quelques cas de difficultés d'apprentissage, ces anomalies
ne sont pas a l'origine de la déficience intellectuelle (Tartaglia et al., 2010).

Les hommes et les femmes présentant ces structures chromosomiques sont en général
Iégerement plus grands que la moyenne (en terme de taille) en raison de la présence du géne
short stature homeobox-containing (shox) en triple dose (Dimassi et al., 2017). En effet, le
géne shox est situé dans la région pseudo autosomique 1 (PARL) a I'extrémité du bras court
des chromosomes X et Y (Xp22 ouYpl1.3) (Conceicao et al., 2011). Ces derniers jouent un
role important dans la squeletogenése humaine et donc dans la détermination finale de la
taille (Adamson et al., 2002).

Bien que les deux protéines puissent étre impliquées dans la croissance du squelette,
la SHOX et la SHOX2 ont probablement des fonctions distinctes. Toutefois, la SHOX2
pourrait jouer un role dans le développement des systéemes cardiaques et neurologiques
(Fukami et al., 2016).

L’origine de la trisomie gonosomique homogéne est une non-disjonction qui se
produit lors de la premiére (métaphase 1) ou de la seconde (métaphase 2) division méiotique
maternelle ou paternelle (Giraud et Mattei, 1975). De nombreux éléments peuvent avoir
un impact sur ce phénomeéne notamment les éléments environnementaux, les virus, les
radiations, les produits chimiques et les facteurs génétiques (Alfi et al.,1980 ; Roberts et
al.,1991).Selon ces auteurs, il est suggéré que I'existence d'un gene jouerait un réle dans la
non-disjonction de 1'ceuf fécondé chez les homozygotes. Cependant, d'autres scientifiques

refusent cette hypothése (Basaran et al., 1992 ; Martinez-Frias, 1993).

46



Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

La présente étude a été réalisée au sein du Laboratoire de Cytogénétique du Centre
Hospitalier Universitaire de Tizi-Ouzou. Ce travail nous a permis de nous adapter a la
technique de cytogénétique conventionnelle en utilisant des lymphocytes en phase
mitotique, soumis a un choc hypotonique pour disperser les chromosomes. Ensuite, nous
avons entrepris une technique de marquage chromosomique de type (RHG banding)
permettant d’obtenir un marquage spécifique de chaque chromosome par traitement a la
chaleur suivi d’une coloration au Giemsa. A partir des métaphases capturées sur un logiciel
analyseur d’images, les chromosomes ont été ensuite classés par paire et par ordre

décroissant, selon leur taille et la position de leurs centromeres.

Cependant, grace aux résultats obtenus dans la présente étude, on conclut que la
cytogénétique conventionnelle est un outil efficace dans la détection des anomalies
chromosomiques et le diagnostic des maladies génétiques. Qu’elles soient de nombre
(comme dans le cas du syndrome d’Edwards chez une fillette de 10 jours et le syndrome de
Dawn en mosaique chez le nourrisson de 10 jours et la triple X chez la fillette de 4 ans) ou
de structure (comme c’est le cas de la trisomie 21 par translocation robertsonienne chez la

fillette de 6 mois).

Néanmoins, certaines anomalies chromosomiques nécessitent une technique plus
avancée qui permet d’obtenir des résultats plus précis et qui permettrait d’établir la
cartographie des chromosomes afin de détecter le(s) gene(s) touché(s) par 1’anomalie
chromosomique. C’est le cas des techniques de cytogénétiqgue moléculaire notamment
I’Hybridation In situ en fluorescence (FISH). En effet, cette derniere permet un meilleur
diagnostic dans de brefs délais tout en donnant des résultats complémentaires et plus précis.
Il est fort envisageable que I’application médicale de ces nouvelles techniques moléculaires
va entrainer un bouleversement important dans le domaine et éclaircir les causes de plusieurs

anomalies chromosomiques.

Les chercheurs continuent d’explorer les mécanismes génetiques et moléculaires de
la trisomie pour mieux comprendre et traiter les complications associées, notamment par des

thérapies géniques et pharmacologiques et des études longitudinales.
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Matériel non biologique

Agitateur a barreau
benzénemagnétique

Balance Béchers

Etuve
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Hotte Lame: a2 microzcope Microscope photonigue
équipé d’un appareil aphoto

numeérique

/c

Micro- ordinateur Micropipettes pH metre
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Pipette Pasteur Plaque de glace Seringue

Tambour Tubes Tube héparine
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— Agitateur en continu ou par impulsions (Marque : Vortex IKA MS 3 basic digital) avec
vitesse d'agitation allant de 0 a 3000 tours/min.

— Bain marie (Memmert) avec controleur de température et une résolution de 0,1 °C,
température maximale 95 °C, REF : (L210.0100).

— Balance de précision (Ohaus) avec calibrage interne, capacité de 210 g, densité de0,001.
REF : Adventurer Pro AV213C.

Centrifugeuse 5702 (Eppendorf) avec Rotor A-4-38.

Etuve (BINDER ED115) avec séchage et chauffage et température maximale + 300 °C.

Hotte a flux laminaire SafeFAST Elite (Faster).

Lames a microscope SOLIDE (rustmomed), clear glass ground edges25, 4 * 76, 2 mm.

— Microscope a fluorescence (Olympus BX51), équipé d’une caméra a haute résolution
(QICAM FAST-1394).

— Ordinateur (DELL) et logiciel de réalisation de caryotype (Lucky version 5)
—  PH-metre (Hannah Instruments).

— Seringue, Portoir, Tambour.
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Annexe Il

Réactifs

Acide acétique  Alcool (méthanol) Colchicine Colorant de GIEMSA R

Pénicilline +
Streptomycine Phytohemagglutanine RPMI Sérum de vean fotal
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Solution saline Solution acide Solution basique
(H2NaO4P) (NaH2PO4+2H2 O)

— Acide acétique (Fluka), REF : UN2789.

— Acide (Sodium phosphate monobasique (H2NaO4P), (SIGMA-ALDRICH), REF :
102229479.

— Alcool (Méthanol) (EMSURE), REF : 10926209-804.

—  Base (NaH2P0O4+2H20)

—  Colchicine (eurobiosientific), REF : CCHCLCOOF.

— Colorant de GIEMSA R, REF : 320310-1000.

— Eaudistillée sterile, IDEAL.

— Huile d’immersion type F, OLYMPUS.

—  L-Glutamine (eurobio scientific), REF : CSTGLUO0O0-0U.

—  Milieu Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium (eurobioscientific),REF
: CM1RPMO08-01.

— Pénicilline et Streptomycine en sérum physiologique (eurobio scientific), REF :
CABPESO01-0U.

— Phytohemagglutanine (eurobio scientific), REF : CCHPHAOQO.

—  Potassium chloride B.P. (KCI).

—  Sérum de veau foetal (eurobio scientific), REF : CVFSVF00-0U.

—  Solution saline équilibrée de I’Earle (eurobio scientific), REF : CS3SSE14-0U.
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Annexe |11
Préparations

Préparation de KCI

— La préparation de la solution KCI se fait 24h avant I’utilisation et la garder dans
I’étuve a37°C. On mélange 2.78g de KCI en poudre avec 500 ml d’eau distillée.

NB : -le pH de la solution saline Earle, la température et I’humidité du milieu different

selonles saisons.
— L’¢lectrode du pH metre est gardée dans une solution KCI.
Preparation du fixateur
On mélange un volume d’acide acétique avec trois volumes d’alcool (Méthanol).
Préparation de I’acide et de la base

— Onverse 100 ml d’eau distillée dans un bécher et on le met sur un agitateur a barreau
magnétique puis on ajoute de I’acide (H2NaO4P) ou une base (NaH2PO4+2H20)

en poudre jusqu’a on voit la formation des cristaux au fond du bécher.
Preparation de la solution saline équilibrée d’Earle

— Prendre 10 ml de la solution et les verser dans une eprouvette graduée et la compléter
avec I’eau distillée jusqu’a 100 ml ; la solution obtenue est versee dans le bécher qui
est sur I’agitateur a barreau magnétique et on mesure le pH du mélange avec un pH
meétre jusqu’a sa stabilité (& pH=5.15, T°=23.3°C).

— Ajouter 3 gouttes d’acide (H2NaO4P) avec une pipette pasteur, et calculer le pH
jusqu’a sa stabilité (pH=4.81, T°=23.4°C).

— Apres la stabilisation du pH, ajouter de 3 a 7 gouttes de la base (NaH2PO4+2H20)
jusqu’a I’obtention d’un pH stable (a 5.90, T°=23.5°C).

— Lasolution préparée est mise dans un portoir dans un bain-marie a la T°=88.9°C.
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Figure : Préparation de solutionne salin équilibrée d’Earle.( photo original).
Préparation de la solution de coloration

— Verser 2 ml de colorant Giemsa dans un bécher gradué, compléter jusqu’a 100 ml

avec 1’eau distillée stérile.

Figure : Préparation de la solution de coloration
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Annexe IV
Questionnaires

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE NEDIR MOHAMED DE TIZI-OUZOU

SERVICE D’HISTOLOGIE EMBRYOLOGIE ET GENETIQUE CLINIQUE

Date: .../.../.....
NO

ETAT CIVIL

MOTIF DE CONSULTATION

ANTECEDENTS
Personnels

Nombreide fratrie:. < o esdstmsmatin i RANg oo r eIl L eds el

Medicanx.. . . Levorveetntifesiin fsdommssti e mr e b R

Familiaux

Antécédents de la mére

Facteurs de fsque. ... i st rt s L

Antécédents du pére

Meédicaux:..ccviviifivignis i nidithetndonn o il
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EXAMEN CLINIQUE

1-Etat Général :

2-Téguments :
3-Téte :

a-le crane :
-Aspect exterieur
-Le périmetre cranien
-La fontanelle

b- Ia face :
-Oreilles :
-CEil :
-Nez

-Le massif maxillaire :

c- la cavité bucco-pharyngée

d- Ie cou

e- les aires ganglionnaires
4-Tronc :

a-thorax :
-Aspect extérieur :
-Appareil respiratoire :

-Appareil cardio-vasculaire :
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B-Abdomen :
-Seins :
-Aspect extérieur :
-Orifices herniaires :
5- Appareil locomoteur :
-Squelette
-Mains
-pieds
-dermatoglyphes

7-Appareil neurologique :

-Le tonus et le réflexe

-La croissance
-Le QI
EXAMENS PARACLINQUES

Bilan' Rormonal.........cavaimiissivimvessuive sisessinssrinss sttt i et s e v
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RESULTAT DU CARYOTYPE

...........................................................................
..............................

-Hypotonie
-Absence du réflexe de Moro

-Profil plat

-Fentes palpébrales obliques en haut et en dehors
-Anomalies des oreilles (pettes et rondes)

-Nuque plate avec exces de peau

-Hyperlaxité articulaire et cutanée
-Brachymésophagie des 5 “™ doigts : clinodactylie
-Pli palamire transverse unique

-Espacement accru entre orteil 1 et 2 et une plante des pieds plissée
-Visage rond + crane petit et rond

-Petit nez en boule

-Taches de brushfield sur I’iris

-Protrusion de la langue qui est plicaturée

-Mains carrée avec excés de peau
-Doigts courts

-Livedo
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Annexes V
Résultats

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE LA SANTE DE LA POPULATION ET DE LA REFORME HOSPITALIERE

CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE DE TIZI-OUZOU

Service D'Histologie Embryologie et Le 07/11/2021
Geénétique Clinique

Nom Medecin Préscripteur
112/21/G
Prénom N° du dossier
13/04/2021
Age

Syndrome Polymalformatif

Motif

SANG

Culture Mitoses analysées
R

Banding Mitoses caryotypées E

Formule Chromosomique :

46, XX,rob(15;21),+21

Conclusion :
Caryotype feminin présentant une trisomie 21 par translocation
robertsonienne entre le chomosome 15 et 21
Le caryotype des parents est indiqué afin de determiner I'origine héritée
ou de novo de cette anomalie
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KEVURLIQUR ALGERILNND, l)l.f\llil‘l(;\lll)lll‘. [}

"OIULAIKY,

MINISTERE DI 1A SANTE

CENTRE II().\'l‘I'l',\I.()-l'Nl\’l'.l!Sl'l'

Service D'Histologle Embryologle ot
Génétlque Clinique

Nom: & § w4, [
Prénom s & & .

Age: 20 Jours

Motif: retard de croissance

AIRE DET1Z1-0UZ200

Le, 20/02/202)

Médecin Préseriptenr Dr:

N° du dossler: 252V/G

Sanguin

Culture: SANG
Banding: R
Formule chromosomique: 47, XX,+18

Conclusion:

Mitoses analysées: 30
Mitoses caryotypées: 10

Caryotype féminin caractérisé par une Trisomic 18 libre et homogdne .dans In limite des techniques utilisées
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REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE LA SANTE DE LA POPULATION ET DE LA REFORME HOSPITALIERE

CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE DE TIZI-OUZOU

Service D'Histologie Embryologie et Le,10 / 01 /2021

Geénétique Clinique

= O
Nom Medecin Préscripteur
a4 448000 11/2021

Prénom N° du dossier

31/12/2021

Age

Suspicion de la trisomie 21

Motif
L Caryotype Sur Lymphocytes Sanguins I
SANG

Culture Mitoses analysées
R

Banding Mitoses caryotypées
Formule Chromosomiques

47, XX , +21 [20][46,xx [10]

Conclusion : Caryotype feminin caractérisé par la présence d'une trisomie 21

en mosaique.
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REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRA
MINISTERE DE LA SANTE DE LA POP

TIQUE ET POPULAIRE
CENTRE HOSPITALO-UNI

ULATION ET DE LA REFORME HOSPITALIERE
VERSITAIRE DE TiZI-OUuzou

Service D'Histologie Embryologie et

Le 09/05/2022
Geénétique Clinique

Medecin Préscripteur
45/22
N°® du dossier

06/02/2018
Age

Retard du lan

gage + facies particulier
Motif

—

Caryotype Sur Lymphocytes Sanguins

SANG

Culture Mitoses analysées
R

Banding Mitoses caryotypées

Formule Chromosomique :

47, XXX

Conclusion : Caryotype féminin caractérisé par une trisomi
dans la limite des techniques utilisées.

b \
e X homogene

74



Etablissement des caryotypes dequelques patients atteints de Trisomie
Résume

L'établissement des caryotypes et I'analyse des chromosomes sont réalisés afin de permettre un
diagnostic des maladies génétiques liées aux altérations chromosomiques susceptibles de causer des
troubles. Dans la présente étude, nous avons réalisé des cultures de lymphocytes et effectué le RHG
banding (Reverse Heat Giemsa) sur des chromosomes bloqués en métaphase de quatre patients (une
fille de 4 ans, une fille de 6 mois, un nouveau-né de 10 jours et un autre nourrisson de 10 jours). Nous
avons repéré quatre altérations génétiques: le syndrome du triple X caractérisé par une copie
supplémentaire du chromosome X; le syndrome de down par translocation robertsonienne caractérisée
par le transfert du chromosome 21 vers le chromosome 15 ; le syndrome de down en mosaique
caractérisé par la présence d'une population avec trois chromosomes 21 et d'une autre avec deux ; le
syndrome d'Edwards caractérisé par une copie supplémentaire du chromosome 18.Cette méthode de
cytogénétique conventionnelle a confirmé ces anomalies, ce qui prouve l'intérét de cette méthode dans
I'étude des multiples aberrations chromosomiques existantes.

Mots clés: Cytogénétique conventionnelle, culture lymphocytaire, bandes RHG, caryotype, trisomies..

Abstract

The establishment of karyotypes and the analysis of chromosomes are carried out to enable the diagnosis
of genetic diseases linked to chromosomal alterations that may cause disorders. In this study, we carried
out lymphocyte cultures and performed RHG banding (Reverse Heat Giemsa) on chromosomes blocked
in metaphase of four patients (a 4-year-old girl, a 6-month-old girl, a 10-day-old newborn and another
10-day-old infant). We identified four genetic alterations: triple X syndrome, characterized by an extra
copy of the X chromosome; Down syndrome by Robertsonian translocation, characterized by the
transfer of chromosome 21 to chromosome 15; mosaic down syndrome, characterized by the presence
of one population with three chromosomes 21 and another with two; and Edwards syndrome,
characterized by an extra copy of chromosome 18.This conventional cytogenetic method confirmed
these anomalies, which proves the interest of this method in the study of multiple existing chromosomal
aberrations.

Key words: Cytogenetic, Lymphocytes culture, RHG banding, karyotype, trisomy.
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