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Chapitre VI
Cytogenetigue et mecanique
chromosomique




|. Marquages cytogenétiques

La cytogénétique est une discipline medicale et biologique qui etudie le matériel genetique
organise sous forme de chromosomes structurés, visibles et individualisés. Cette branche

de la genéti

e a un intérét double : fondamental pour comprendre 1’organisation de la

e et la ségregation du materiel genétique, et un intérét pratigue pour la
caractgrisation, par la réalisation du caryotype, des anomalies chromosomiques de
re ou de structure, associees a certaines maladies genetigues comme des

formations congenitales, retard mental, troubles de la reproduction et cancers.



Les differentes categories de la cytogenetique:

- Cytogénetique conventionnelle ou classique : elle étudie la totalité du genome de
maniere globale.

- Cytogenétigue moléculaire : elle étudie les anomalies quantitatives ou structurales

de /ADN constituant les chromosomes. La cytogenétique moléculaire est représentee

Incipalement par I’Hybridation In Situ en Fluorescence (FISH).
- Cytogenomique : elle etudie guantitativement le génome entier apres extraction de
I’ADN, via la réalisation d’une Hybridation Génomique Comparative sur micro

réseaux « CGH array » ou puces ADN.



Caryotype: ensemble complet diploide des chromosomes d’une espece,
d’une cellule, classeés par paires et par ordre decroissant de taille. Dans la majorité
des cas, le caryotype standard est établi sur des cellules somatiques a partir de
chromosomes meétaphasiques. Le caryotype humain normal comporte 46
chromosomes : 22 paires d'autosomes, notés de 1 a 22 en fonction de leur taille
déecroissante et 1 paire de gonosomes (ou chromosomes sexuels) : XX chez le sujet

Inin, XY chez le sujet masculin. Un caryotype normal en nombre est dit

euploide. Un caryotype anormal avec un chromosome en plus (trisomie) ou un

chromosome en moins (monosomie) est dit aneuploide.

L’¢étude du caryotype correspond au dénombrement et a I’identification de tous les
chromosomes d’une cellule. Il est pratique le plus souvent sur des cellules en

métaphase.
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Tableau comparatif

Critére

Type de cellule

Mombre de divisions
Mombre de cellules filles

Mombre de chromosomes des

cellules filles

Role

Mitose
Somatiques
1

2

Diploide (Zn)

Croissance, réparation,

remplacement

Meiose
Germinales (gameétes)
2

4

Haploide (n)

Reproduction sexuée, diversité

génetique



Reéalisation du caryotype

La réalisation d’un caryotype passe par les €tapes suivantes:

1. Prélevement des cellules

Différents prélevements peuvent étre utilises :

- sang circulant (lymphocytes) ;

- moelle osseuse ;

- prélevement de cellules foetales qui se fait soit dans le liguide amniotique, soit, via une ponction dans
le placenta ou le cordon ombilicale ;

- biopsies cutanees.

. Miise en culture

Le prelevement est placé dans un milieu de culture constituée de diverses substances dont des substances
togenes pour activer les mitoses et des antibiotiques (pour éviter une contamination bactérienne). Le
elevement en culture est incubé dans une étuve a 37°C.



3. Blocage des cellules en métaphase.

Apres multiplication des cellules, I’ajout de 1a colchicine au milieu de culture inhibe la formation
du fuseau mitotique. Les cellules en division sont bloguées alors en metaphase : le meilleur stade
pour étudier les chromosomes, car ils sont au maximum de condensation a ce stade.

4. Choc hypotonique.

Les cellules sont placées dans milieu hypotonique (constitue en majorité de sérum dilué ou KCI). Le choc
hypotonique fait gonfler puis éclater les cellules. Ce qui permettra aux chromosomes de se disperser et de
s’¢étaler.

Les chromosomes sont fixés par des melanges d'alcool éthyligue et d'acide acétigue.

oloration: La coloration des préparations chromosomiques avec du Giemsa, donne aux chromosomes
aspect rose violacé a peu pres homogene sur toute leur longueur. Apres coloration, les chromosomes sont
lassés et analyses.



Critéres d’établissement du caryotype :

Les chromosomes colorés uniformément ne peuvent étre distingués que par categories de taille, ou
par groupes en fonction de la position du centromere.

Dans la majorité des cas, le caryotype standard est établi a partir de chromosomes métaphasiques.
La position du centromere permet de distinguer un bras court et un bras long :

- Chromosomes médiocentriques ou métacentriques (centromeres medians).

- Chromosomes submétacentriques (centromere au ¥ de la longueur).

- Chromosomes acrocentriques (bras courts quasi virtuels).

s criteres de classification permettent de distinguer 7 groupes de chromosomes :

- Groupe A : chromosomes 1, 2 et 3 (chromosomes 1 sont les plus grands du caryotype).

- Groupe B : chromosomes 4 et 5.

- Groupe C : chromosomes 6 a 12 + le ou les chromosome(s) X dont la taille est voisine de celle
d’un chromosome 6.

- Groupe D : chromosomes 13,14 et 15 (chromosomes acrocentriques).

- Groupe E : chromosomes 16, 17 et 18.

- Groupe F : chromosomes 19 et 20.

- Groupe G : chromosomes 21 et 22 (chromosomes les

plus petits du caryotype, auxquels on adjoint le chromosome Y).




Principes d’identification chromosomique

Les chromosomes colorés uniformément ne peuvent étre distingués que par categories de taille,
ou par groupes en fonction de la position du centromere. Cependant, ces criteres sont
insuffisants pour assurer la reconnaissance et l'interprétation correcte des anomalies
chromosomiques.

Les méthodes d’identifications chromosomiques permettent de distinguer les chromosomes des

uns des autres.

On distingue :
1. Les méthodes conventionnelles (cytogénétique conventionnelle).

2. Les méthodes moléculaires (cytogénétiques moléculaires).




1. Méthodes d’identification conventionnelles

Les préeparations chromosomiques sont denaturées afin d’obtenir la visualisation de bandes sur les

chromosomes. Ces techniques, permettent la mise en évidence d’une striation en bandes

transversales (alternance de bandes sombres et de bandes claires).

Le principe consiste a separer les 2 chaines d’ADN par des agents physico-chimigques ou

enzymatiques. L’arrét de ces traitements entraine une reassociation des 2 chaines en des points
articuliers (renaturation). Puis on colore les lames au Giemsa.

Cette méthode permet de classer les chromosomes selon leur taille, leur forme et leur nombre ainsi

que la detection d’anomalie.

[l existe plusieurs types de technigues de marquage chromosomique en fonction du traitement

utilisé;



-Technique de bandes G : les préparations chromosomiques sont traitées par la trypsine (une
rotéase) puis coloré avec Giemsa (bande claire puis fonce en alternance).

- Technique de bandes R : Lorsque les chromosomes sont prétraites par la chaleur avant la coloration
au Giemsa, les bandes sombres et claires obtenues (bandes R) ont une distribution inverse de celle
produite par les techniques de bandes G (bande foncé puis claire en alternance).

-Technique de bandes C : Les chromosomes sont dénaturé par 1’hydroxyde de barium, puis coloré

iemsa. Cette methode colore de fagon spécifique les régions centromériques et d’autres

régions contenant également I’hétérochromatine. ;
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2. Méthodes d’identification moléculaires = cytogénétique moléculaire

Le seuil de résolution des techniques conventionnelles ne permet pas d’identifier des anomalies de
petites tailles (inférieures a 5-10 Mb). Les méthodes de cytogénétique moléculaires sont basees sur
la visualisation d’un chromosome donné ou d’une partie de chromosome donné en utilisant des
sondes specifiques rendues fluorescentes et qui s’hybrident avec leur cible selon le principe de
complémentarité des bases.

2.1. L’hybridation in situ fluorescente (FISH):

Cette technique est utilise pour détecter les anomalies chromosomiques.

Le principe de la FISH est bas¢ sur 1’hybridation efficace et spécifique de sondes d’ADN marquées aux
fluorgchromes avec des séquences nucléotidiques complémentaires dans I’ADN des chromosomes a €tudier.
Les/principales etapes de réalisation de la FISH :

eparation chromosomique (techniques du caryotype classique)

¢naturation de la sonde et de I’ADN chromosomique



Différents types de sondes sont utilisees:

« Sondes centromeriques : elles s'hybrident au niveau des centromeres des chromosomes.
« Sondes de peinture chromosomique : elles sont constituées d'un ensemble de sondes de petite taille

qui couvrent lI'ensemble du chromosome. Apres hybridation, on observe un marquage de tout le

some WCP (Whole Chromosome Painting).
Sorides locus specifique : comme leur nom l'indique, ces sondes de petite taille permettent

Identifier une région tres précise du génome.
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Types de fluorochromes

 Exemples: excitation émission
- Fluorescéine 495nm (bleu-vert) 525nm (vert)
- Rhodamine 555nm (vert) 580nm (orange)
- Texas Red 595nm (rouge orange) 615nm (rouge)
~ Cyanine-5 650nm (rouge) 670nm (rouge sombre)




Nomenclature des sondes
Il existe des sondes de 1I’ensemble du génome d’ou I’existence d’une nomenclature pour identifier

les sondes.
EXp :
Sonde D22S75
D = DNA, 22 = chromosome 22, S = DNA Satellite, 75 = n° de locus.
Sonde D1571
= DNA, 15 = chromosome, Z = ADN reépetitif, 1 = n° de locus




Region

\ Bande  Syb-bande
£

-------- 3q 13 . 1
Chromosome \
Bras

ldéogramme du chromosome 3




I1. Anomalies et mécanique chromosomiques

Les anomalies chromosomiques sont des mutations rares qui entrainent des changements

du nombre ou de la structure des chromosomes.

Ification des anomalies chromosomiques se fait:

¢ Sefon leur nature :

Les anomalies de nombre : affectent le nombre des chromosomes.

es anomalies de structure : impliguent une ou plusieurs cassures chromosomigques
ies d’une perte ou d’un réarrangement (recollement anormal) d’une partie du matériel

Ique.



s+ Selon I'époque de leur apparition :

- Les anomalies constitutionnelles:

se produisent avant la fecondation, dans I'un des gametes des parents, ou bien lors
des premieres divisions du zygote.

- Les anomalies acquises:

I’anomalie chromosomique se produit au cours de la vie d’un individu qui est né

vec un caryotype normal

“*Selon leur répartition dans I’organisme:

- Les anomalies homogenes sont présentent dans toutes les cellules de 1’organisme.

- Les anomalies en mosaigue ne touchent gu'une partie des cellules de I'individu.




*»+Selon les modifications apportees au phenotype:
- Anomalies «non equilibrées » : perte ou gain de materiel génétique (visible au
caryotype classique) dont la conségquence est decelable au niveau du phéenotype.

- Anomalies equilibrées : on ne constate ni une perte ni un gain de materiel génétique.

ituellement, ces anomalies n’ont pas d'effet phenotypique; sauf lorsqu’il s’agit d’une
nomalie de structure, qui entraine la cassure du chromosome au niveau d’un gene
Indispensable au développement normal.

La consequence est une maladie genéetique correspondante (= = anomalie equilibrée

a phénotype anormal.



ANOMALIES DE NOMBRE

Les anomalies de nombre affectent le nombre de chromosomes, on
distingue :

» L'aneuploidie

» |L'euploidie



1. Aneuploidie

L'aneuploidie est caracterisee par la présence de chromosomes en plus ou en moins
dans une paire de chromosomes. Le nombre de chromosomes dans les autres pairs
reste inchangé. On distingue :

L’aneuploidie par exceés : qui correspond a un gain de chromosomes

- La tetrasomie [ 2n + 2 ]

- La pentasomie [ 2n + 3 ]....etc.

L’aneuploidie par défaut : qui correspond a une perte de chromosomes
- La monosomie [ 2n - 1]

- La nullisomie [ 2n - 2]




1.1. Fréquences des aneuploidies
1.1.1. Frequence des aneuploidies autosomiques

Chez les humains les trisomies autosomiques completes peuvent exister pour n'importe

quel chromosome, mais elles sont rarement compatibles avec la vie. Les anomalies les

plus fréguentes a la naissance sont :
- LA trisomie 21 (syndrome de Down)
-/La trisomie 18 (syndrome d'Edward)

La trisomie 13 (syndrome de Pateau)




Effets phénotypiques des aneuploidies autosomiques
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1.1.2. Fréquence des aneuploidies gonosomiques
Beaucoup plus frequentes que les aneuploidies autosomiques, elles peuvent concerner aussi bien le
chromosome X que le chromosome Y.

Chez les humains, les principales anomalies rencontrées a la naissance sont :
- Le syndrome Triplo X (47, XXX) L'individu atteint est une femme présentant un chromosome X

supplémentaire.

supplémentaire.

a monosomie X est responsable du syndrome de Turner (45, XO), la personne atteinte est une femme
possédant qu'un seul chromosome X.

n peut egalement avoir des anomalies de nombre plus importantes : 48, XXXX, 49, XXXXX ...etc.

ter que le retard mental est proportionnel au nombre d'X (surtout apres 3).
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2. Euploidie
- On parle d'euploidie, lorsque le nombre de chromosomes est augmenté ou diminué, mais I'equilibre
entre lots de chromosomes homologues est conserve.

On peut théoriguement rencontrer des individus monoploides ou polyploides.

-Monoploidie (1n) : état d’une cellule ou d’un organisme possédant le lot chromosomique de base ou chaque
chromosome est présent en un seul exemplaire.

fdie : état d’une cellule ou d’un organisme possédant plus de deux chromosomes dans chacun de

ses lots de chromosomes homologues. On peut rencontrer des individus :
- Triploide (3n) [2n + n]

etraploide (4n) [2n + 2n]

entaploide (5n) [2n + 3n]

exaploide (6n) ; heptaploide (7n) ; octoploide (8n) ...etc



3. Mécanisme d'apparition des anomalies de nombres
3.1. Mécanisme d'apparition des aneuploidies

Les aneuploidies résultent d’une non disjonction meéiotique ou mitotique. Une non-disjonction est la
situation dans laquelle deux chromosomes (ou chromatides) homologues ne se séparent pas lors de
I'anaphase, mais passent ensemble dans la méme cellule fille, au lieu de migrer chacun dans une cellule
fille.

Une non-disjonction meéiotique produit des anomalies homogenes, alors qu’une non disjonctions

mitotiques produit des anomalies en mosaique.



3.1.1. Non-disjonction méiotique
Cette non-disjonction peut se produire lors d'une division meiotigue maternelle ou paternelle.
Elle concerne deux chromosomes homologues, lors de la premiere division méiotique

(anaphase 1) ; ou deux chromatides-sceurs, lors de la deuxieme division méiotique (anaphase I1)

a) Non disjonction au cours de I'anaphase de la ler division méiotique
-Deux chromosomes homologues migrent ensembles vers un méme pole cellulaire = un gamete recoit toute une

paire de chromosomes homologues (un chromosome paternel et son homologue maternel).

Isjonction au cours de I'anaphase de la 2eme division méiotique

-Deux chromatides-sceurs migrent ensembles vers un méme pdle cellulaire = un gaméte recoit les deux
chrgmatides d'un méme chromosome parental (maternel ou paternel).

ns les deux types de non disjonction ;

es gametes possedant un chromosome (ou une chromatide) en exces produisent un zygote trisomique.

gametes possédant un chromosome (ou une chromatide) en moins produisent un zygote monosomique.
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3.1.2. Non-disjonction mitotique
Lors de I’anaphase d’une mitose anormale, deux chromatide sceurs (appartenant a un méme
chromosome) migrent ensemble vers un méme pole cellulaire. La cellule fille qui recoit les deux

chromatides (une chromatide normale + une chromatide en exces) sera trisomique [2n + 1]. L'autre

cellule fille qui ne recoit pas la chromatide du chromosome en question sera monosomique [2n — 1]
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3.2. 1. Mecanismes d'apparition des polyploidies
Les polyploidies présentent un dedoublement naturel ou artificiel de leurs chromosomes suite a :
- la non-disjonction méiotique ;

- les accidents de la féecondation

a) Non-disjonction meiotique

Lors d’une méiose, la non-disjonction de tous les chromosomes homologues d’un parent, produit un gamete 2n

qui donpera apres fécondation un zygote polyploide.

digynie



La triploidie par diandrie est plus fréquente (80 % des cas).
« Triploidie par diandrie Le lot de chromosomes surnuméraires provient du pere, deux mécanismes

présentent :
- La diplospermie : fécondation de lI'ovule haploide (1n) par un spermatozoide diploide (2n).

- La dispermie : fecondation d'un ovocyte | par 2 spermatozoides haploides (n).

« Triploidie par digynie

Le lot de chromosomes exceédentaires est d'origine maternelle ; cette situation résulte souvent de
I’absence d’émission du premier ou du deuxieme globule polaire, aboutissant a la formation d’un
ovocyte diploide (2n) ; sa fecondation avec un spermatozoide normal (n) donne un zygote triploide

(3y

Dygénie Diandrie
@
@,(/\/ n ™
n . .
Dispermie Diplospermie
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ANOMALIES DE STRUCTURE

1. Mécanisme d'apparition
Les anomalies de structure sont des mutations qui resultent de cassures chromosomiques suivies
par un ou plusieurs recollements anormaux. Elles peuvent affecter un chromosome ou deux
chromosomes, parfois davantage.

2. Anomalies portant sur un seul chromosome

2.1. Deléetion
On distingue :
-La delétion terminale : elle résulte d'un seul point de cassure entrainant la perte d’un segment distal du
chromosome.
-Deélétion intercalaire : elle résulte de deux points de cassures sur un méme bras chromosomique
entrathant la perte du segment intercalaire.
— Délétion [ B B
distale
Délétion
intercalaire
ORI O U O
{ L £ X T +
L |




- Inversio
- Inversi

2.2. Chromosome en anneau (r) (ring en
anglais)

Il s’agit d’un chromosome anormal de forme
circulaire qui résulte de la delétion des
segments distaux du chromosome, suivi d'une
fusion des extréemites libres du bras court et du
bras long (par absence de télomeres)

2.3. Inversion

Elle est due a de
intermédiaire,
péricentrique : les deux cassures se produisent de part et d'autre du centromere.

n distingue :

-

~

D>

Chromosome en anneau

cassures sur un méme chromosome, suivies du recollement apres inversion du segment

s paracentrique : les deux cassures se produisent sur le méme bras chromosomique.

Inversion
péricentrique

Duplication




3. Isochromosome
Chromosome qui a perdu 1’un de ses bras qui sera "remplacé" par la duplication de l'autre bras. Ainsi un
Isochromosome est un chromosome anormal formé de deux bras longs ou de deux bras courts d'un méme

chromosome.

1sochromosome

i/




3. Anomalies portant sur deux chromosomes

3. 1. Translocation

On distingue deux formes majeures de translocations :

- Translocation réciproque

- Translocation robertsonienne

— Translocation réciproque

Echanges de segments distaux entre deux chromosomes
non homologues.

Translocation robertsonienne

ras courts des chromosomes acrocentrique sont de tres petite
et ils ne codent que pour des genes répétés. Leur perte au cours
translocation robertsonienne n’entraine aucune conséguence
directe pour I’individu porteur.




3. 2. Insertion
Un fragment de chromosome se casse et se réinsere a )
un autre endroit, soit sur le méme chromosome - B
(insertion intrachromosomique), soit sur un autre .
-
chromosome. chromosome chromosome
donneur Ireceveur

3. 3. Chromosomes dicentriques ou

pseudodicentriques = =
Chromosomes possedant deux centromeres qui o .
resultent le plus souvent de la fusion, entre deux . perdus

chromosomes au niveau de leurs regions -

télomeriques.

Lorsque les deux centromeres sont suffisamment

eloignés, l'un d'entre eux perd sa fonction.
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