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Introduction

La génétique est la science qui étudie I’hérédité chez les individus. C’est une science
relativement jeune, elle a été mise en évidence par Mandel en 1865 (Elaine, 2008). La
génétique joue un réle plus ou moins important dans toutes les maladies. En effet, les
modifications et les anomalies intervenant sur I'ADN entrainent un dysfonctionnement de

I'organisme et engendrent un processus pathologique (maladies génétiques) (Maria, 2023).

La cytogénétique est une discipline de la génétique spécialisée dans 1’étude des chromosomes,
de leurs anomalies génétiques et des maladies liées aux défauts chromosomiques. Elle montre
la contribution des aberrations chromosomiques a I’infertilité, aux fausses couches, au trouble
du développement et aux malformations congénitales chez le nouveau-né (Beger, 2006 ;
Béri, 2018).

Le caryotype est décrit depuis 1959, c’est une analyse de référence en cytogénétique. Grace a
cette technique, une étude pangénomique a été réalisée pour la premiere fois permettant ainsi
une analyse globale du génome. La cytogénétique est aussi utilisée pour dépister les
anomalies chromosomiques présentes dans les cellules de I’organisme a la naissance et méme
aprés (Lynn, 2004).

Toutefois, le présent travail a pour but de démontrer que la cytogénétiqgue médicale
conventionnelle est toujours d’actualité face aux techniques moléculaires et est considérée
comme un outil efficace pour le dépistage des anomalies chromosomiques et génétiques. Ces
derniéres sont présentes dans toutes les cellules de 1’organisme, qu’elles soient
constitutionnelles ou acquises ; des anomalies de nombre telles que les aneuploidies (trisomie
13) ou des anomalies de structure ; qui peuvent étre équilibrées ou déséquilibrées (tel le

syndrome de Turner associé a un chromosome X en anneau).

Cependant, les chapitres suivants seront axés sur un aspect pratique de la cytogénétique
classique. Tout d’abord, nous allons exposer dans le premier chapitre des généralités sur la
cytogénétique et les anomalies chromosomiques numériques et de structure incriminées en
pathologie humaine. Pour le deuxiéme chapitre, nous allons citer les techniques utilisées pour
la réalisation d’un caryotype tel que la culture cellulaire, la technique de marquage RHG ainsi
que les étapes indispensables a 1’établissement du caryotype. Enfin, le dernier chapitre sera
consacré a la présentation des résultats obtenus que nous discuterons puis nous les comparons

avec d’autres cas.
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I/ La cytogénétique
1.1/ Historique

Aprés la découverte de la chromatine par Fleming en 1879 (Serre et al., 2013), la
cytogénétique est nee pratiqguement a la fin du XIXeme siécle et qui permet de détecter les
anomalies chromosomiques (Chhil, 2016). En 1952, Hsu a découvert le choc hypotonique
apres de multiples analyses et en 1956, la formule chromosomique de I’homme a été précisée
par Tijo et Levan (Dutrillaux et al., 1981). Lejeune et ses collaborateurs ont décrit la

premiére anomalie chromosomique en 1959 (Dutrillaux et al., 1981).
1.2/Définition

La cytogénétique est une discipline médicale et biologique qui étudie le matériel génétique
organisé sous forme de chromosomes structurés, visibles et individualisés. Elle permet ainsi
de comprendre 1’organisation de la chromatine et la ségrégation du matériel génétique ainsi
que la caractérisation (par réalisation de caryotypes) des anomalies chromosomiques de
nombre ou de structure de certaines maladies génétiques (Gorenflot et al., 1980).

1.3/ Types de la cytogénétique

I. 3.1/ Cytogénétique conventionnelle

La cytogénétique conventionnelle ou classique est une technique qui consiste a réaliser un
caryotype qui permet de détecter toutes les anomalies cytogénétiques numériques et
structurelles (Pouw, 2021).

1.3.2/Cytogeénétique constitutionnelle

La cytogénétique constitutionnelle étudie la constitution chromosomique de I’individu en

période prénatale et postnatale (Coulibaly, 2020).
1.3.2.1 Types de prélevement
% Prénatal

Le caryotype prénatal étudie la constitution chromosomique du feetus. Il peut étre pratiqué sur
3 types de prélevements et donc de cellules selon 1’age du feetus. La technique la plus utilisée

est I'amniocentése réalisée vers 15-16 semaines d'aménorrhée (Dupont, 2020).
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++ Postnatal

Le caryotype postnatal permet la détection d’un déséquilibre chromosomique, délétion ou
duplication (Caignec, 2011). Il est realise a partir de cellules lymphocytaires, de fibroblastes

et de la moelle osseuse.
1.3.3/Cytogénétique moléculaire

La cytogénétique moléculaire utilise des sondes d’ADN marquées spécifiques,
complémentaires a des régions chromosomiques qu’on veut explorer. Elle peut s’appliquer
également sur des noyaux interphasiques pour détecter des anomalies de nombre et de
structure (Strachan et al., 2012).

1.4/Cycle cellulaire (Mitose et interphase)

La mitose est un mécanisme particulier de la division nucléaire qui permet aux cellules filles
de recevoir un lot chromosomique diploide (2n) identique a celui que possede la cellule mere
(Lints, 1991). Ce processus se produit au niveau des cellules somatiques (Pasternak et al.,
2003) et occupe 10% du cycle cellulaire. C’est la phase de production et de division des

chromosomes avant la séparation des cellules filles (cytodiérese) (Singer et al., 1992).

L’interphase est la phase qui occupe 90% du cycle cellulaire, elle se compose de trois étapes
Gl1, S et G2. C’est la phase de duplication du matériel génétique (Singer et al., 1992). La

figure ci-dessous montre le déroulement du cycle cellulaire (Figure 01).
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Prophase

S Réplication

Anaphase
Deux cellules
diploides
identiques

Télophase

Figure 01 : Différentes phases du cycle cellulaire (la mitose et I’interphase) (National Center for
Biotechnology Information, 2013).

1.4/Structure des chromosomes

1.4.1/ Morphologie du chromosome métaphasique

Le chromosome métaphasique est constitué de deux chromatides identiques attachées par le

centromere (constriction primaire). Les chromosomes métaphasiques different par leur taille,
la disposition de leurs centromeéres et la présence de satellite (constrictions secondaires)
(Figure 02) (Stewart, 2010).
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Figure 02 : Schéma d’un chromosome métaphasique (Rezgoun-Chellat. 2020)

Le centromere divise le chromosome en bras long (q) et en bras court (p). Il existe trois types

de chromosomes dans 1’espéce humaine :

Métacentrique ou Médiocentrique : quand le centromeére est central, les bras p et q sont

égaux (p=q). C’est le cas des chromosomes 1, 3, 16,19 et 20 chez I’homme (Abairrou, 2013).

Submétacentrique : quand le bras p est 1égérement plus petit que le bras q. C’est le cas du
chromosome 2 (Abairrou, 2013).

Acrocentrique : quand le centromeére se trouve prés de I’une des extrémités. C’est le cas des

chromosomes : 13, 14, 15, 21, 22 et Y (Abairrou, 2013).
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Figure 03 : Classification des chromosomes selon I’indice centromérique (Shaffer et al., 2013).
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1.5/ Caryotype humain

Un caryotype est I’ensemble complet diploide des chromosomes d’une espece, d’une cellule,
classé par paire et par ordre décroissant de taille et établi sur des cellules somatiques a partir
de chromosomes métaphasiques. La cellule humaine a 46 chromosomes (23 paires : 22paires
d’autosomes et une paire de gonosomes (XX pour la femme et XY pour I’homme) (Figure

04).

o | Caryotype féminin en bandes R

Formule chromasomique : 46,\\

Figure 04 : Caryotype humain normal en bande R (a) caryotype féminin, (b) caryotype masculin
(Amélie et al., 2002).

Dans le caryotype humain normal, les chromosomes sont classés en 7 groupes du plus grand
au plus petit (Figure 05) :

* Groupe A: 1,2,3.+Groupe B:4,5.+Groupe C: 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, X.
* Groupe D : 13, 14, 15. « Groupe E : 16, 17, 18. « Groupe F : 19, 20.

* Groupe G : 21, 22, Y (Abairrou, 2013).
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Figure 05 : Classification des chromosomes (Hamerton, 2013).

Un caryotype anormal montre un chromosome en plus (trisomie) ou un chromosome en

moins (monosomie) (Jorde et al., 2004).
1.5.1/Techniques de marquage chromosomique

La classification des chromosomes selon la position des centromeres et la longueur des bras a
été rapidement dépassée depuis 1’apparition des techniques de marquage en 1970. Ces
techniques de bandes permettent d’individualiser chaque chromosome par des bandes

caractéristiques et permet une classification précise (Muleris et al., 1996).
Ces méthodes permettent de visualiser 300 a 500 bandes par lot haploide de chromosomes :

+ Les bandes Q : ce sont les bandes fluorescentes a la quinacrine, 1’observation se fait avec
un microscope a rayons UV. Il apparait une alternance de bandes fluorescentes et de bandes
non fluorescentes. Le banding Q colore les régions riches en Adenine et Thymine (Strachan,
2012).

+ Les bandes G : Les chromosomes sont traités a la trypsine (enzyme) puis colorés au
Giemsa. Ils sont ensuite observés au microscope optique ordinaire. Les résultats sont les
mémes que le banding Q (bandes sombres correspondant aux bandes fluorescentes et bandes

claires aux bandes non fluorescentes) (Jorde et al., 2004).
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% Les bandes R (Reverse) : Les chromosomes sont traités par la chaleur puis colorés au
Giemsa. Les bandes obtenues sont inverses par rapport aux deux techniques précédentes, elle

colore ainsi les régions riches en Cytosine et Guanine (GC) (Echard, 1973).

¢ Les bandes C (Centromere) : C’est une technique qui colore surtout les centromeéres et la

partie distale du chromosome Y (Strachan, 2012).

% Les bandes T (Télomere) : C’est une technique qui colore surtout les télomeéres

(extrémites des chromosomes) (krahn, 2016).
I.6/Anomalies chromosomiques

Les anomalies chromosomiques sont des mutations rares qui entrainent des changements du

nombre ou de la structure des chromosomes (Viotti, 2020).

1.6.1/Anomalie de nombre

1.6.1.1/Polyploidie

La polyploidie est définit par la présence d’un nombre total de chromosomes multiple entier
supérieur a deux par rapport au lot haploide (23 chromosomes, X). Ces anomalies sont létales
(Jorde et al., 2004).

% Triploidie
Présence de trois jeux complets de chromosomes (69 chromosomes) dans chaque noyau
cellulaire (Figure 06) (Donnai, 2009).
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Figure 06 : Caryotype caractérisé par une triploidie (69, XXX) (Ben hamouda et al., 2010)
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« Tetraploidie
La tétraploidie est la présence de quatre jeux complets de chromosomes (92) dans chaque

noyau cellulaire (Figure 07) (Jorde et al., 2004).
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Figure 07 : Caryotype caractérisé par une tétraploidie (92, XXYY) (Bothur, 2013).

1.6.1.2/Aneuploidie

L’aneuploidie se définit par la présence d’un nombre total de chromosomes anormal mais

différent d’un multiple entier du lot haploide (Strachan et al. 2012).

« Monosomie

La monosomie est la présence d’une seule copie d’un chromosome dans une cellule diploide

non viable a I’exception du syndrome de Turner (ST) (45, X0) (Jorde et al., 2004).

% Trisomie

La trisomie est la présence de trois copies d’un chromosome dans une cellule diploide
généralement non viable sauf la trisomie 21, 18 et rarement la trisomie 13 (47, XX +13) ou
(47, XY+13) (Strachan et al., 2012).

La trisomie 13

La trisomie 13 ou le syndrome de Patau (Gill et al., 2022) est une maladie génétique
chromosomique tres rare (Satgé et al., 2017), découverte en 1960 par le Dr américain Klaus
Patau (Merritt, 2013). Il s’agit d’un chromosome supplémentaire présent dans le matériel
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génétique des cellules de 1’enfant dans la phase feetale (Merritt, 2013), ce chromosome est le
13. Cette maladie touche 1/10000-20000 des naissances (Slavotink et al., 2021). Elle est
associee a de graves anomalies physiques dans le corps tel que les malformations cardiaques,
les anomalies du cerveau et la moelle épiniére, les enfants atteints de la T13 ont des yeux tres
petits ou mal développés, des doigts et des orteils en plus ; une ouverture dans la levre (fente
labiale) et des cas avec une ouverture dans le palais (fente palatine) et naissent généralement
avec un faible tonus musculaire (hypotonie) (Figure 08) (Lamy, 1998 ; Merritt, 2013).

Figure 08: Phénotypes d’un patient atteint du syndrome de patau. (@) troubles cardiaques, (b)
polydactylie postaxiale et syndactylie des pieds, (c) omphalocéle non rempu, (d) ongles

hyperconvexes et polydactylie posaxiale des mains (Staso et al., 2017).

Les enfants trisomiques ont un caryotype de 47, XY+13 pour les males et de 47, XX+13 pour
les femelles (Génétique médicale, 2009), qui signifie que c’est une maladie chromosomique
de nombre (Traore et al., 1997). La plupart des enfants atteints meurent dans les premiers
jours ou les premiéres semaines de leur vie, seulement 5-10% qui vivent jusqu’a 1’age de 6
mois et rarement a 1’age de plus d’un an (Staso et al., 2018 ; Pauline et al., 2020 ; Foguet et
al., 2008).

1.6.2/Anomalie de structure

Les anomalies de structure sont la conséquence d’un réarrangement du matériel

chromosomique (tableau 1), (Stewart, 2010).
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+* Anomalies équilibrées : elles ne modifient pas le contenu génétique des cellules et ne se

traduisent pas par une anomalie du phénotype (Donnai et al., 2008).

+ Anomalies déséquilibrées : eclles se traduisent par une anomalie du phénotype,
manifestations cliniques d’autant plus marquées que le déséquilibre est important (Huret et

al., 2021).

On différencie les anomalies de structure touchant un seul chromosome, des anomalies de

structure touchant deux chromosomes qui impliquent un échange de matériel génomique.

Tableau 1 : Anomalies chromosomiques de structure (Jorde, 2004 ; Strachan, 2012).

(A.S : anomalie de structure)

A.S Nom Définition Type

Délétion Perte d’un fragment de chromosome déséquilibrée
e Interstitielle  fragment intermédiaire,
deux points de cassure

e Terminale I’extrémité d’un bras, un seul
point de cassure

Présence en double exemplaire d’une

Inversion Résulte de deux cassures sur un méme
Un seul chromosome suivi de réparation apres
chromosome inversion du segment intermédiaire

e Inversion péricentriqgue les points de
cassure sont localisés de part et d’autre du
centromere

* Inversion paracentrique les cassures sont | gquilibrée
localisées  sur  un méme  bras
chromosomique

anneau Un chromosome de forme circulaire déséquilibrée

isochromosome | Malformation chromosomique | déséquilibrée
Deux relativement fréquente au niveau du
chromosomes chromosome X. Résultat de la division

transversale et non pas longitudinale,
constitué soit de deux bras longs ou deux
bras courts
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Figure 09 : Récapitulatif des anomalies chromosomiques de structure (Huret et al., 2012).

¢ Syndrome de Turner (ST)

Le syndrome de Turner a été decouvert par le médecin américain Henri TURNER en 1938

(Yelouassi, 2021). Le ST ou monosomie X, est une maladie génétique rare, associée a une
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anomalie au niveau du chromosome sexuel (Groupe de Boeck, 2009). Elle est définie par la
perte totale ou partielle du deuxieme gonosome X (Ramirez, 2016). Elle touche environ

1/2500 nouveau-nés féminins (Karhn et al., 2016).

+ Phénotype

Le ST appelé aussi dysgénésie gonadique, une maladie accompagnée d’une insuffisance
ovarienne et d’un retard structural (Cronshaw et al.,, 2019), d’une petite taille, d’un
lympheedéme des mains et des pieds, d’un cou palmé et des malformations cardiaques et

rénales (Figure 10) (Karhn et al., 2016).

Figure 10 : Quelques phénotypes d’une patiente atteinte du syndrome de Turner. (a) petite taille,
obésité, cou palmé, raccourcissement des membres, hyperlordose, thorax bombé, (b) visage : oreilles
basses, levres pleines, strabisme divergent des yeux, (c) lympheedéme des mains apparait dés la

naissance (Rodriguez et al., 2023).

Cette anomalie chromosomique survient avant ou pendant la division cellulaire et peut
entrainer une perte compléte ou partielle du deuxiéme chromosome sexuel. Plusieurs

variantes de caryotypes existent notamment, la délétion du bras court ou long,
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I’isochromosome et le mosaisme (une combinaison de deux lignées cellulaires (45, X0 / 46,

XX)) (Karhn et al., 2016).

Nous avons I’X en anneau (46, Xr (X)) (ring chromosome), est une anomalie formée par des
ruptures terminales des deux bras du chromosome (avec perte de matériel génétique) formant
un anneau court. Comme il peut étre formé par la fusion des deux téloméres sans délétion

induisant la formation d’un anneau complet (Figure 11) (Jorder et al., 2016).

Figure 11 : Formation d’un chromosome en anneau (Jorder et al., 2004).
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1.1/ Lieu du stage

Le centre hospitalier dans lequel nous avons travaillé se situe a la rue LAMALI Ahmed dans
la wilaya de TIZI-OUZOU. C’est un établissement public sanitaire et social. Crée en 2008,
composé de plusieurs services : Toxicologie, Histologie Embryologie et Génétique clinique,
Centre de transfusion sanguine, un laboratoire d’Immuno- Hématologie, et un laboratoire de
Contrdle de qualité et de Sérologie (Figure 12).

Figure 12 : Centre de transfusion sanguine (photo originale).

Nous avons travaillé au service d’Histologie Embryologie et Génétique clinique qui est dirigé

par Dr. BOUAFFAD Zohra (médecin chef) depuis 2017 jusqu'aujourd’hui.
Le service se situe au deuxieme étage du centre de transfusion sanguine.

Les objectifs de ce service sont d’établir des caryotypes pour répondre aux besoins de prise en

charge médico-sociale et sanitaire des personnes.
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11.2/ Matériel

11.2.1/Matériel biologique

Pour réaliser un caryotype, il est nécessaire d’obtenir des cellules en voie de division, a un
stade ou les chromosomes sont déposés pour étre séparés les uns des autres (plaque

métaphasique).

Nous utilisons soit un tissu riche en division cellulaire soit le plus souvent des cellules mises
en culture issues de différents tissus (fibres de peau, le liquide amniotique tissulaire, la moelle
osseuse et les cellules sanguines). Le sang est le tissu le plus fréqguemment utilisé pour la

simplicité du prélevement et la rapidité de la culture.

Dans le cadre de ce travail, le prélevement de sang total frais de deux patients ont été

recueillis dans des tubes héparines.

Patient 1 : il s’agit d’un nouveau-né de 10 jours, avec un syndrome modere, syndrome poly-

malformatif et une ambiguité sexuelle.

Patient 2 : il s’agit d’une fille de 20 ans, née par césarienne de parents non consanguins,

diagnostiquée comme atteinte du syndrome de Turner.
11.2.2/ Matériel non biologique

(\VVoir annexe)

I1.3/Protocole de réalisation d’un caryotype
11.3.1/ Culture cellulaire

11.3.1.1 Préparation du milieu de culture

(Voir annexe)
A I’aide d’une seringue, nous avons prélevé 1 ml de sang complet du patient qu’on a rajouté
le dans un tube préalablement rempli de 10 ml de milieu de culture et auquel on a rajouté

150ul de phytohérmagglutinine.

Nous avons rebouché puis agite les tubes que nous avons placé dans une étuve en position
inclinée pendant 72h a 37 °C pour que les cellules atteignent leur prolifération jusqu’au stade

métaphasique (Figure 13).
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Figure 13 : Etapes de la culture cellulaire. (a) matériel et réactifs utilisés pour faire une culture

cellulaire, (b) ajout du sang total, (c) 1’ajout de la phytohérmagglutinine, (d) conservation des tubes

dans I’étuve (photos originales).

11.3.1.2/Arrét de la culture

Apres I’incubation (phase de multiplication), nous avons introduit 75ul de la colchicine dans
chaque tube qu’on a mélangé puis remis dans 1’étuve pendant 2h pour bloquer la formation du

fuseau mitotique (Figure 14).
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Figure 14 : Arrét de la culture cellulaire par la colchicine (photo originale).

NB : colchicine inhibe la polymérisation des microtubules (bloque les chromosomes en

métaphase)
11.3.2/ Choc hypotonique

La solution de chlorure de potassium(KCI) est une solution hypotonique utilisée pour le
gonflement des cellules et I’éclatement de la membrane nucléaire afin d’obtenir une

distribution adéquate des chromosomes pendant la métaphase.
11.3.2.1/Méthode du choc hypotonique

Aprés I’incubation, nous avons récupéré les tubes qu’on a versé dans d’autres tubes jetables
puis on les a centrifugés durant 5 min & 1500 tours/min. Nous avons éliminé le surnageant et
on a gardé le culot auquel on a rajouté 2 ml de KCI dans chaque tube pour la premiére étape.
Nous avons trés bien agité avec un agitateur. En deuxieme étape on a ajouté 8 ml de KClI et on
les a agités encore une fois jusqu’a I’obtention d’une solution homogéne. Les tubes ont été

remis dans 1’étuve pendant 25 min (Figure 15).
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Figure 15 : Etapes du choc hypotonique, (a) centrifugation des tubes, (b, ¢) élimination du surnageant,
(d) ajout de KClI, (e) agitation des tubes, (f) mise des tubes dans I’étuve (Photo originale)

11.3.3/ La Fixation
La fixation se fait on quatre étapes :
11.3.3.1/Preparation du fixateur

(\Voir annexe)

11.3.3.2/La preéfixation

Nous avons ajouté 2 ml du fixateur dans tous les tubes en méme temps et on les a laissés au
repos pendant 5 min sur la paillasse puis on les a centrifugés a 1500 tours/5 min. Aprés la

centrifugation, nous avons éliminé le surnageant (figure 16).
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Figure 16 : Etapes de la préfixation, (a) ajout de fixateur, (b) agitation des tubes, (c) laisse en repos,
(d) centrifugation, (e) tube apres centrifugation (Photos originales).

11.3.3.3/La premiere fixation

Nous avons ajouté 10 ml de fixateur et on a laissé les tubes 15 min sur la paillasse. On les a

centrifugés a 1500tours/5 min puis nous avons éliminé le surnageant (figure 13).

Figure 17 : la premier fixation (a) élimination de surnageant, (b) ajout du fixateur, (c) centrifugation
des tubes, (d) tube apres centrifugation (photos originales).
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11.3.3.4/ Deuxieme fixation

Pendant cette étape, nous avons rajouté 10 ml de fixateur (en une seule fois) puis on a laissé
les tubes au repos pendant 5 min ensuite on les a centrifugeés puis on a éliminé le surnageant
(Figure 18).

Figure 18 : étape de la deuxiéme fixation, (a, b) élimination du surnageant, (c) ajout de fixateur, (d)

agitation, (e) centrifugation, (f) tube aprés centrifugation (photos originales).

11.3.3.5/ Troisiéeme fixation

Pour la derniére étape de fixation, on a rajouté 5 ml de fixateur puis on a laissé en repos
pendant 5 min (facultatif). Nous avons centrifugé les tubes a 1500t/5 min puis on a éliminé
une partie du surnageant tout en gardant un volume égal a deux fois le volume du culot
(figure 19).

NB : Apres chaque dose de fixateur on agite bien a ’aide d’un agitateur.
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Figure 19 : Etapes de la derniére fixation, (a) tube apres centrifugation, (b) élimination du surnageant,

(c) le volume de surnageant égal a deux fois le volume de culot, (d) mise au congélateur (photos

originales).

I11.4/Etalement des lames

Le culot obtenu apres la derniére fixation sert pour I’étalement des métaphases sur lames de

verre, humidifier (la chambre humide thermothron).

La préparation est alors étalée a 1’aide d’une pipette pasteur en laissant tomber quelques
gouttes (1 a 4) de la suspension cellulaire sur une lame propre placée sur un bac a glace a une
distance de 30 cm (pour la bonne dispersion des chromosomes) et avec un angle de 45°.
Ensuit les lames doivent étre séchées avec un bec benzéne puis conservées dans un endroit

stérile pendant 24h ainsi on peut passer a 1’étape de la coloration (figure 20).
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Figure 20 : Etapes de I’¢talement, () numérotation des lames, (b) pipetage de la solution, (c) dép6t

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

11.5/ Marquage chromosomique (technique de Banding)

11.5.1/Bandes RHG

Principe

La RHG-banding est une méthode apparue dans les années 70, qui a permis d’obtenir des
bandes sombres et claires par une dénaturation thermique a 85°C et une coloration au Giemsa.

Elle cible les régions riches en AT (par la cassure des liaisons entre I’adénine et la thymine au

niveau des bandes R des chromosomes) (Strachan et al., 2012).

Cette technique a été réalisée dans un bain-marie avec une température de 88.9 °C et une
solution saline équilibrée d’Earle qui permet la dénaturation des chromosomes suivie d’une

coloration au Giemsa.
11.6/Coloration des lames

Il existe des colorants qui permettent de visualiser la chromatine gréce a leur affinité pour
I’ADN ou les protéines qui lui sont associées. Le plus couramment utilis¢ est le Giemsa qui
est une association de trois colorants de base et qui donne une coloration rose violacée de la

chromatine en lumiére visible (Dolan, 2011).
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Nous avons mis les lames dans un bécher rempli d’eau distillée tiéde pendant 20 min, puis
dans un solution saline pendant 1h, aprés nous les avons fait sortir puis rincé Iégérement avec
de I’eau distillée. Ensuite, on les a déposés dans la solution de coloration pendant 10 min,
apres on les a rincés avec I’eau distillée. Enfin, les lames étaient prétes pour lecture

microscopique (Figure 21).

Figure 21 : Coloration des lames (a) hydratation des lames, (b) placement des lames dans un bain

marie, (c) coloration avec du Giemsa, (d) lame colorée aprés séchage (photos originale).

I1.7/Lecture microscopique et établissement d’un caryotype

Les lames ont été ensuite analysées au microscope (Olympus BX61) spécifique a contraste de
phase, afin d’estimer le nombre et la qualit¢ des chromosomes. Les métaphases sont
photographiées et acquises par la caméra et I’ordinateur annexés au microscope. Les
chromosomes sont classés automatiquement grace a un logiciel particulier de caryotypage
(Lucky 5) (Figure 22).
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Figure 22 : Microscope photonique annexé d’un appareil photo numérique (photo originale).
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111 / Résultats et Discussion
111.1/ Présentation des cas

111.1.1/ Patient 1

Il s’agit d’un nouveau-né de 10 jours né en milieu hospitalier par césarienne administré au
service d’Histologie Embryologie et Génétique Clinique du CHU de Tizi Ouzou a cause d’un

syndrome modéré avec un polymalformatif et une ambiguité sexuelle.
Symptdmes et antécédents
Présence d’un hématome sous durale.

Présence d’une hydronéphrose (Distension des cavités excrétrices du rein par accumulation

d'urine) et une cécité (absence partielle ou totale de la vision).

Sa mere avait 41 ans, présentant un diabéte gestationnel et un RPM (rupture prématurée des

membranes).
Sa mére n’a suivi aucun traitement médicamenteux pendent la gestation.

Absence de cas de trisomiques dans sa famille.
111.1.2/ Patient 2

Il s’agit d’une fille agée de 20 ans, née en milieu hospitalier par césarienne, administrée au
service d’Histologie Embryologie et Génétique Clinique du CHU de Tizi Ouzou a cause d’un

retard de croissance et un probléme ovarien.
Symptémes et antécédents
Petite taille, phénotype normal.

Ménarchie a I’dge de 12 ans et un cycle régulier jusqu’a 1’dge de 16 ans (mise sous

traitement).

Bilan hormonal anormal (des taux FSH et LH).

L’échographie montre un abdomen pelvien et une insuffisance ovarienne bilatérale.
Sa mére n’a suivi aucun traitement médicamenteux pendent la gestation.

Ses parents sont non consanguins.
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111.2/ Résultats

111.2.1/Patient 1

Au sein du laboratoire su-cité, nous avons étali des caryotypes a partir de prélevements
sanguins. En effet, nous avons réalisé une culture des cellules sanguines suivie de la technique
de marquage chromosomique (bandes RHG). Sur les 30 métaphases analysées, les 12 meilleures

ont été prises en photos (Figure 23).

Le caryotype établi chez ce garcon nous a permis de détecter une anomalie de nombre
caractérisée par une trisomie 13 libre et homogeéne, qui présente cette formule (47, XY+13)

(Figure 24).

CHU DE TIZ-OUZOU LABORATOIRE DE CYTO-GENETIQUE

Figure 23: Métaphase d’un nourrisson de sexe masculin agé de 10 jours atteint d’une trisomie 13 (les 3

chromosomes 13 sont entourés en rouges) (photo originale).
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CHU DE TIZ-0UZOU LABORATOIRE DE CYTO-GENETIQUE

Figure 24 : Caryotype d’un nourrisson de 10 jours atteint d’une trisomie 13 homogene (47, XY+13) en
bandes R (photo originale).
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111.2.2/Patient 2

Au sein du méme laboratoire, la technique de cytogénétique conventionnelle en bandes R a
été réalisée a partir d’un prélévement sanguin. Nous avons analysé environ 100 métaphases
(Figure 25, 26), dont 40 ont été caryotypées. Les caryotypes établis chez cette fille nous ont
permis de détecter une anomalie de nombre en mosaique en rapport avec le syndrome de
Turner associée a une anomalie de structure s’agissant d’un X en anneau. Les métaphases a
46 chromosomes présentent deux lignées cellulaires mosaiques : la premiere lignée présente
la formule (46, X r(X)) (Figure 28) et la deuxiéme lignée presente la formule (45, XO0)
(Figure 29). La Figure 27 représente un caryotype normal (46, XX) d’une fille saine agée de

20 ans (a titre comparatif).

CHU DE Tiz

-0
Uzou LABORATOIRE DE CYTO-GENETIQUE

Figure 25 : Métaphase d’une fille agée de 20 ans atteinte du syndrome de Turner présentant une formule

(46, X r(X)). Les chromosomes X sont entourés par des cercles rouges (photo originale).
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Figure 26 : Métaphase d’une fille 4gée de 20 ans atteinte du syndrome de Turner présentant une formule

(45, X0). Le chromosome X est entouré par un cercle rouge (photo originale).
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CHU DE TI2-0UZOU LABORATOIRE DE CYTO-GENETIQUE
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Figure 27: Caryotype normal (46, XX) d’une fille saine agéede 20 ans en bande R (photo originale).
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CHU DE TI2-0UZOU LABORATOIRE DE CYTO-GENETIQUE
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Figure 28 : Caryotype (46, Xr (X)) d’une fille atteinte du syndrome de Turner en bandes R (photo
originale).
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CHU DE TIZ-0UZOU LABORATOIRE DE CYTO-GENETIQUE
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Figure 29 : Caryotype (45, X0) d’une fille atteinte du Syndrome de Turner en bandes R (photo
originale).
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111.3/ Discussion

111.3.1/Patient 1

A T’issu des résultats obtenus, 1’analyse chromosomique a montré que le nouveau-ne de 10 jours
de sexe masculin présente un caryotype anormal avec une formule (47, XY+13) associé a un

syndrome polymalformatif et modéré.

Le chromosome surnuméraire a été identifié comme un chromosome 13. La trisomie 13 (Ts 13)
dite syndrome de PATAU, est la conséquence de la non-disjonction des chromosomes
homologues lors de la formation des gametes. Elle est associée a des malformations
congeénitales, cardiaques et respiratoires (Tsukada et al., 2012). En effet, les personnes atteintes
de la Ts 13 présentent de multiples anomalies (fente palatine, trouble cardiaque, malformations
cérébrales...). Ces dernieres sont en relation avec 1’age maternel (+35 ans) car elles dérivent
d’un dysfonctionnement de la division cellulaire des ovules a cause du vieillissement, au lieu
d’avoir 23 chromosomes dans 1’ovule on se retrouve avec 24 (ANNEXE 1V) (Trisomy 13-

patau syndrome. fact sheet-cge 37.pubmed).

Chez la plupart des sujets trisomiques 13 en présence d’un chromosome 13 surnuméraire (3
copies de chromosome 13 au lieu de 2 copies) sont des cas sporadiques (isolés), donc sont les
seuls malades dans leurs familles, c’est le méme cas pour les Ts 13 mosaiques (Staso et al.,
2018).

Une étude a été réalisée par K. Tsukade au CHU de Dokyo au japon (de 1989 a 2010) qui a
analysé 16 patients trisomiques 13 (agés de 35 a 40 semaines) dont 10 sont de sexe masculin et
6 de sexe féminin. Le tableau I (annexes) résume (I’dge des patients et de leurs parents, le
mode d’accouchement, le poids...ctc) de quelques cas de patients atteints de Ts13 (Tsukade,
2012).

Aucun des 16 patients n’avait des anomalies chromosomiques dans leurs antécédents familiaux.
Cependant, ces patients présentaient une trisomie 13 complete, une Ts13 en mosaique et une
translocation robertsonienne. Quelques anomalies ont été indiquées par échographie comme le
retard de croissance intra-utérine et des malformations cérébrales. Plusieurs autres anomalies
ont été signalées chez ces patients notamment des troubles cardiaques, des malformations

congeénitales et craniennes et une insuffisance respiratoire (Tableau I1) (annexes).
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111.3.2/ Patient 2

Des tests genétiques avances ont montré que le syndrome de Turner (ST) avec un X en annaux
est le plus souvent le résultat d’une délétion se produisant aux deux extrémités de ce
chromosome. Ceci provoque la fusion des deux extrémités restantes afin de former un
chromosome en anneau (Jorder et al., 2004). Les femmes porteuses d’un trés grand anneau
(chromosome X) sont phénotypiquement normales et méme fertiles. En effet, si ’anneau formé
est de tres petite taille (le chromosome X perd suffisamment de génes principalement le locus

Xist), le chromosome devient inactif (Krahn et al., 2016).

Les régions chromosomiques et les genes responsables des caractéristiques du ST sont
représentés en annexe IV. Généralement, un méme patient ne présente pas la totalité des
caractéristiques cliniques. Dans le présent travail, la patiente (atteinte du ST) présente quelques-

unes parmi lesquelles on cite :
¢ Le retard statural

Le retard statural est le plus fréquemment rencontré dans le ST. Il est présent chez 95% des
patients turnériens. Cette réduction de taille est due a une haplo-insuffisance du gene Short
stature homeobox- containing (SHOX) situé dans la région pseudo autosomique (PAR1) du
chromosome X ou Y (Rao et al., 1997). Les PAR se comportent comme un autosome et se

recombinent lors de la méiose (Morris, 2007).

Le géne SHOX intervient dans la régulation de la différentiation et la multiplication des
chondrocytes responsables de ’allongement des os (Morris, 2007). Dans le ST, ce gene ne se
présente pas en double exemplaire, il y aura une haplo-insuffisance, c’est-a-dire la taille des os

sera réduite par une fusion prématurée des cartilages de croissance (Alves, 2011).
+ Infantilisme sexuel

Dans le ST, les ovaires se développent normalement jusqu’au 3éme mois de la vie intra-utérine
apres le nombre de follicules est réduit (apoptose prématurée) a cause de 1’absence des génes de
maintenance ovarienne (Rosebfied, 1990). En effet, les taux anormaux de FSH induisent une
insuffisance ovarienne prématurée (IOP). Cette derniéere s’installe durant les premiers mois de la
vie dans le cas de monosomie X, et plus tardivement en cas des mosaiques ou autres anomalies

du chromosome X (Corel et al., 2005).
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Il existe plusieurs geénes responsables de I’insuffisance ovarienne du ST : les génes POF1 et
POF2 sont situés respectivement sur les bras (long et court) du chromosome X (Ogata et al.,
2001).

L’inactivation du chromosome X par le géne XIST localisé au niveau du centre d’inactivation
de I'’X (XIC) sur la partie proximale du bras long, est exprimé uniquement par le X inactif
(Brawn et al., 1991). Ainsi, les anomalies de structure avec délétion de XIST aboutissent & une
absence d’inactivation du X, ces génes joueraient un réle important dans le ST (Zinn et al.,

1993).

Des recherches ont été réalisées en 2016 par Chauhan Pooja et son équipe au département de
gynécologie (Hépital Sir Sunderlal, Université Banars Hindo, Inde). Cet hépital a recu deux cas
(une fille de 16 ans et une femme de 21 ans) présentant des caractéristiques cliniques communes
du ST avec un X en anneau mosaique. Ces cas ont été analysés par une autre technique de
coloration des chromosomes métaphasiques qu’est la dénaturation a la trypsine et coloration au
Giemsa (bandes G). Cette technique et rapide mais les télomeéres apparaissent peu colorés
contrairement a la technique réalisée dans le présent travail ou les téloméres sont bien colorés.
Les résultats obtenus par Pooja et al. (2016) sont semblables aux nétres (un retard de
croissance, des taux de FSH et de LH anormaux et une dysgénésie ovarienne) ainsi qu’une

coloration des bandes différentes au niveau des télomeéres des chromosomes.

En plus de la technique de binding, Pooja et al. (2016) ont utilisé la technique d’hybridation In
situ par fluorescence (FISH) pour déterminer 1’origine du chromosome en anneau et le degré du
mosaisme. Les résultats sont représentés sur le tableau IV. Ces derniers montrent que le
premier cas (fille de 16 ans) étudié est plus sévere que le deuxieme (femme de 21 ans) a cause

du taux élevé des délétions et du mosaisme.

Tableau Il : Description cytogénétique comparative de deux cas étudiés  (Pooja et al., 2016)

Formule Mosaisme pour| Suppression | Nombre de | Suppression | Nombre
chromosomique | 46, Xr(X) d’Xp genes Xq de génes
Cas supprimés supprimés
1 | 45,X/46, Xr(X) | 50% Xp22.12 221 Xq21.33- | 897
Xq28
2 45,X/46, Xr(X) | 35% Xp22.31 49 Xg22.1- Xq2¢ 736
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De ce fait, d’aprés ces études antérieures, nous confirmons que la gravité des symptomes du ST
dépendrait du degré de la perte du matériel génétique pendant la formation de I’anneau (X) ainsi

que du mosaisme (Karahn et al., 2016).

Les mosaiques présentent peu d’anomalies par rapport aux monosomies et ils partagent entre
eux des caractéristiques habituelles communes (petite taille, insuffisance ovarienne...) qui
différent d’une patiente a une autre alors qu’elles ne se rencontrent jamais chez la méme
patiente (Pooja et al., 2016).

Conseil genétique

En cas de suspicion ou s’il existe un cas similaire dans la famille, un diagnostic prénatal doit
étre réalisé :

- Suivi d’un traitement (sous surveillance) a base d’hormone de croissance (GH) a des périodes

spécifiques ; mais 1’efficacité du traitement dépend principalement de sa précocité (t6t avant

I’age de 9 ans).

- Injection de la progestérone aux filles atteintes de ST pour les aider & avoir un cycle normal et

pour pouvoir avoir des enfants, a condition de I'utiliser avant I’age de 9 ans.

- Dépister et prendre en charge des pathologies associées.
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Conclusion

Le présent travail s’est intéressé a 1’établissement de caryotype de deux patients
atteints de maladies chromosomiques (administrés au niveau du laboratoire de Cytogénétique
du Centre Hospitalier Universitaire de Tizi-Ouzou). Nous avons appliqué des méthodes de
cytogénétique conventionnelle en utilisant des lymphocytes en phase mitotique, soumis a un
choc hypotonique pour disperser les chromosomes. Nous avons entrepris ensuite une
technique de banding (Marquage chromosomique de type RHG) permettant d’obtenir un
marquage spécifique de chaque chromosome (traitement par la chaleur et une coloration au
Giemsa). A partir des mitoses capturées sur un logiciel analyseur d’images, les chromosomes
ont été ensuite classes par paire et par ordre décroissant, selon leur taille et la position de leurs

centromeres.

Cependant, grace aux résultats obtenus dans la présente étude, nous pouvons conclure que la
cytogénétique médicale (conventionnelle) est un outil efficace dans la détection des anomalies
chromosomiques (afin de diagnostiquer les maladies génétiques liées). Qu’elles soient de
nombre comme dans le cas du syndrome de Patau chez le nourrisson de 10 jrs ou de structure

dans le cas du Syndrome de Turner avec X en anneau chez la fille de 20 ans.

Néanmoins, certaines anomalies chromosomiques (translocation, délétion, duplication ainsi
que I’X en anneau) nécessitent une technique plus avancée qui permet d’obtenir des résultats
plus précis telle que la technique de cytogénétique moléculaire et plus précisément
I’Hybridation In situ a fluorescence (FISH) qui permettrait d’établir la cartographie des

chromosomes afin de détecter le(s) gene(s) touché(s) par I’anomalie chromosomique.

Enfin, la cytogénétique conventionnelle et les techniques de cytogénétique moléculaire
(FISH) donneront des résultats complémentaires et beaucoup plus précis pour un bon

diagnostic et un meilleur suivi pour les patients porteurs d’anomalies chromosomiques.
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ANNEXE |

Matériel non biologique

Agitateur a barreau Agitateur
magnetique

Bain marie Balance Béchers

Centrifugeuse Embouts Etuve
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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 contrdleur de température et une resolution de 0,1 °C,
température maximale 95 °C, REF : (L210.0100).

- Balance de précision (Ohaus) avec calibrage interne, capacité de 210 g, densité de
0,001. 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 edges

25,4 * 76,2 mm.

- Microscope a fluorescence (Olympus BXS51), 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 GIEMSAR

il r

Pénicilline +
Streptomycine  Phytohemagglutanine RPMI Sérum de veau feetal
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Solution saline Solution acide Solution basique
(H2NaO 4 P) (NaH 2 PO 4 +2H 2 O)
- Acide acétique (Fluka), REF : UN2789.
- Acide (Sodium phosphate monobasique (H2NaO4P)), (SIGMA-ALDRICH),
REF : 102229479.
- Alcool (Méthanol) (EMSURE), REF : 10926209-804.
- Base (NaH2PO4+2H20)
- Colchicine (eurobiosientific), REF: CCHCLCOOF.
- Colorant de GIEMSA R, REF : 320310-1000.
- Eau distillée stérile, IDEAL.
-Huile d’immersion type F, OLYMPUS.

-L-Glutamine (eurobio scientific), REF : CSTGLUOQ0-0U.

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

- Pénicilline et Streptomycine en sérum physiologique (eurobio scientific), REF :
CABPES01-0U.

- Phytohemagglutanine (eurobio scientific), REF : CCHPHAAOQO.

- 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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Préparations

Préparation du milieu de culture

La préparation du milieu de culture se fait dans un milieu stérile (devant le bec benzéne). On

mélange dans une fiole jaugée :

-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 10.000 pl/ml.

NB :

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

utilisé dans une atmosphére comprenant 5% du CO2.

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

cellulaire 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 de

I’efficacité de leur action sur les grams (-) et (+).
La streptomycine : antibiotique stable et stérile.

Préparation de KCI

La préparation de la solution KCI se fait 24h avant I’utilisation et la garder dans I’étuve a

37°C. On mélange 2.78g de KCl en poudre avec 500 ml d’eau distillée.

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

les saisons.
-L’¢lectrode du pH métre est gardée dans une solution KCI.

Préparation du fixateur

On mélange un volume d’acide acétique avec trois volumes d’alcool (Méthanol).
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Préparation de I’acide et de la base

On verse 100 ml d’eau distillée dans un bécher et on le met sur un agitateur a barreau
magnétique puis on ajoute de 1’acide (H2NaO4P) ou une base (NaH2PO4+2H20) en poudre

jusqu’a on voit la formation des cristaux au fond du bécher.

Préparation de la solution saline équilibrée d’Earle

-Prendre 10 ml de la solution et les verser dans une éprouvette graduée et la compléter avec
I’eau distillée jusqu’a 100 ml ; la solution obtenue est versée dans le bécher qui est sur
I’agitateur a barreau magnétique et on mesure le pH du mélange avec un pH métre jusqu’a sa

stabilité (a pH=5.99, T°=21.8°C).

-Ajouter 5 gouttes d’acide (H2NaO4P) avec une pipette pasteur, et calculer le pH jusqu’a sa
stabilité (pH=5.39).

-Apreés la stabilisation du pH, ajouter de 6 a 10 gouttes de la base (NaH2PO4+2H20) jusqu’a
I’obtention d’un pH stable (2 6.8, T°=21.8°C).

-La solution préparée est mise dans un portoir dans un bain-marie a la T°=88.9°C.
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.
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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

Babe 0ol

Ne /1

ETAT CIVIL

ANTECEDENTS
Personnels

Nombre de fratrie........cocoeveonnvsosescnes RANE e s e i s dynesis
T e AR e i i P R YRR Ay MR SLARRY Rt (b e Rl e SRR
RO RITIRGICHIDE v s et ososhhes soniiansnsens sonmsssts Sa8 Mg WRNS A BER Ins ss Gass st s sasnss
T T 1 R R s o L P e S IS
Familiaux
Antécédents de ia mére
NG iCamnes Slvi s IRl o et e el
Ty (o Ty et e I e L T SRR i e S A AR

OO OB o v s s vos s s ks s S eaSa e s b s s et

Hocteurs de daquessitioiin il oon s e s 0 i g

Antécédents du pére
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EXAMEN CLINIQUE

2-Téguments :
3-Téte :

a-lec-ane :
-Aspect extericur
-Le périmetre cranien
-La fontanelle

b- la face :
-Oreilles :
-(Eil :
-Nez
-Le massif maxillaire :

¢- Ia cavité bucco-pharyngée

d- le 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

6-Appareil génito-urinaire :

seteescasasinaenne cesaene B R T ER PR PR tessiseienas tastesssssssescsatsaraenes
D LT TR feeetaaieieiiiesssatiatetactaaniatanns EEERETESY teteesssanan Cessssssarasessaseanes

7-Appareil neurologique :

-Le tonus et 1= réfleve

-La croissance

-Le QI

EXAMENS PARACLINQUES

Bilan hormeonal. ...
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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

-Hyperlaxit¢ articulaire et cutanée
-Brachyméscphagie des & “me doigts : clinodactylie
-Pli palamire transverse unique

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

-Petit nez en bonle

-Taches de brushfield eur I’iris

-Protrusion de la langue qui est plicaturée

-Mains carrée avee exces de peau
-Doigts conrs

-Livedo
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Résultats

—
Koy

pfnrtant une anomalie de nombre en mosaique
¢ syndrome TURNER associe a une anomalie de structure
en anneau. dans les mitoses a 46 chromosomes

Age:

Motif: Ambiguité séxuelle

Sanguin 1

Mitoses analysées: 30
Mitoses caryotypées: 12

Culture: SANG
Banding: R
Formule chromosomique: 47 XY, +13

Conclusion: 4 %
~ in ¢ ténsé une trisomie 13 libre et homogéne dans la limite des techniques utilisées
[Caryotype masculin carac par . pas
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Tableau explicatives de duscussion

Tableau | : Antécédents familiaux, age des parents, grossesse et accouchement chez quelques
patients trisomiques 13 (Tsukada et al., 2012).

Patients | Age des parents | Age Genre Echographie prénatale Césarienne Poids (g)
(Pére/ Mére) (semaines)

1 31/29 35 M Hydrocéphalie - 1582
RCIU

2 32/32 35 F Holoproencéphalie hernie | + 1756
ombilicale grave, RCIU

3 32/31 40 M RCIU + 2162

4 35/42 33 M Hydronéphrose + 3378

5 41/40 37 M Oligoamnios, + 2254
RCIU

M : Masculin, F : Féminin, RCIU : Retard de croissance intra-utérine.

Tableau Il : Analyse chromosomique, malformation majeure, malformations des organes chez

des patients trisomiques 13 (Tsukada et al., 2012).

Cas| caryotype Malformations externes majeures Malformations des organes
Téte Visage L’abdomen Extrémités | cerveau Cceeur | Respiration
1 Trisomie - Fente, Hernie | Polydactylie | Holoprose | VSD Séparation
compléte levre et Ombilicale n-céphalie | ASD des poumons
palais, intestinale (type PDA supérieur et
manque fistule alober) PH inférieur en
de nez cas

d’hypoplasie

pulmonaire
2 Trisomie Cuir chevelu| Fente, - Polydactylie | Holoprose | PDA -Sténose
compléte levre et cryptorchidie, n-céphalie | ECD trachéale
palais (type DORYV | fistule
alober) PS trachéo-

oesophagienn
e
-Insuffisance

respiratoire

3 Trisomie - - Entérocolite - - VSD | PPHN
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Robertson nécrosante CoA | Insuffisance
respiratoire
4 Trisomie | Héman-giome - hernie | -ongles étroit Fenestratiof ~ASD | Insuffisance
mosaique | du cuir chevel inguinale de  -micropénis| duseptum ~ PDA | respiratoire
malrotationin pellucidum

estinale aplasie

olfactive
5 Trisomie | Oreilles basse! - Testicule noil  Polydactylie - ASD | Insuffisance
compléte descendu PDA | respiratoire

VSD : Défaut ventriculoseptal, ASD: Communication inter-auriculaire, PDA : Canal artériel de
la mere, DORV: Ventricule droit a double sortie, ECD : Deéfaut de perfusion endocardique,

PS: Sténose pulmonaire, CoA : Coarctation de I’aorte.

Figures explicatives

Lorsque l'ovule a 24 chromosomes et que le sperme
en a 23, les cellules du bébé contiendront 47

chromosomes au lieu de 46.

CEuf Sperme

Toutes les cellules du
bébé contiendront 47
chromosomes au lieu
des 46 habituels

Schéma de la formation d’un individu trisomique lors de la fécondation (ovule a 24

chromosomes et un spermatozoide a 23 chromosomes) (trisomy 13-patau syndrome).
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Les régions chromosomiques et les genes responsables des caractéristiques de ST .

Mp2Ea 33 PARL (comtains SHOX)
B b I o
HpZ2E e 31
Hp22 s 22

Mp2Ea 13
rir i bl
pETs 11
HpZFL+3
HpFl+32
HpZls1
Hpllsd Lympedema gene?
Hplle3
Al 23
MpllsZZ
Xplls 21
1l+1
10+ 1
Hqlls?
o >
Hgldel
XKl ?
MglE=3
M@+ 1
MQEL e
W2 l+3 1

Hq#Flae 32
HqFls 33 POFZ

Ha2Ze1
b
L
Ptk ]
S E ]

25

PG 1
MG+ F [ oo |
M PEe
X FT e 1
M EF -2
M EF -3

28 PARZ

Les différentes régions du chromosome X, d’aprés (Sybert et al., 2004).



Résumé

L’établissement des caryotypes et I’analyse des chromosomes sont des tests effectués
pour aider & diagnostiquer des maladies génétiques, causées principalement par des altérations
des chromosomes pouvant entrainer des troubles. Dans le présent travail, nous avons entrepris
des cultures de lymphocytes ainsi que le RHG banding (Reverse Heat Giemsa) sur des
chromosomes bloqués en métaphase de deux patients (un nourrisson de 10 jours et une fille
de 20 ans). Deux anomalies chromosomiques ont été détectées: le syndrome de Patau,
caractérisé par une copie supplémentaire du chromosome 13 et le syndrome de Turner avec
un chromosome X en anneau. Ces anomalies ont été confirmées par cette technique de
cytogénétique conventionnelle, ce qui démontre 1’utilité¢ de cette derniére dans 1’analyse des
nombreuses aberrations chromosomiques.

Mots clés : Cytogénétique, culture cellulaire, bandes RHG, caryotype, syndrome de Patau,
syndrome de Turner.

Summary

Chromosome analysis or karyotyping is a test that performed to help diagnose genetic
diseases witch are al alterations chromosome that can lead to disorders. In the present work
where they using a blood culture and RHG banding (Reverse banding use a heat and Giemsa)
on metaphase chromosome of two cases (babe of 10 days and girl of 20 years). A two
disorders are detected which is Patau Syndrome, characterized by an additional copy of
chromosome 13, and a Turner syndrome with mosaic ring X chromosome. These disorders
were confirmed by a cytogenetic technique that are useful to analysis the numerous
chromosome anomaly.

Key words: Cytogenetic, Cell culture, RHG banding, karyotype, Patau syndrome, Turner
syndrome.
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