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La cytogénétique est née apreés la détection de la premiére anomalie chromosomique
chez I'homme en 1959, la trisomie 21. La cytogénétique continue de progresser dans I'analyse de
son sujet de recherche, les chromosomes humains, le degré de résolution des techniques de
cytogénétique s’accroitre tout d’abord avec la technique classique « caryotype », puis
I’apparition de la technique d’hybridation in situ en fluorescence « FISH », et la technique

d’hybridation génomique comparative « CGH ».

Dans notre travail nous rapportons, une étude de 93 cas de patientes atteintes de la trisomie

21 suivies en consultation génétique au Centre Hospitalier Universitaire Hassan 11, Fés.

L’analyse des données a objectivé les résultats suivants : 54% des gargons présentant la
trisomie 21, c’est-a-dire une prédominance masculine. Les patientes de moins de 5ans sont
majoritaires représentants 61% des cas. L’étude génétique a montré que 91% des cas étudiés

présentent une trisomie 21 libre et homogeéne (47, XX, +21; 47, XY, +21).

Mots clés : cytogéneétique, Trisomie 21, Caryotype, Chromosome, FISH, CGH.
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ADN :

Acide desoxyribonucléique

CGH: hybridation génomique comparative

FISH : Fluorescence In Situ Hybridization

P Bras court d’un chromosome

PCR: Réaction de polymérisation en chaine (Polymerase chain reaction).
q Bras long d’un chromosome

SK Syndrome de Klinefelter

X Chromosome X

Y Chromosome Y




PRESENTATION DE L’UNITE DE GENETIOUE MEDICALE ET
D'ONCOGENETIQUE

LABORATOIRE CENTRAL D'ANALYSES MEDICALES CHU HASSAN
I FES

L'unité de génétiqgue medicale et d'oncogénétique est située au deuxiéme étage du

laboratoire central d'analyses médicales. Elle représente une premiére expérience dans un CHU
au Maroc. Elle est activement misée en place depuis sa création en Mars 2009 et subdivisée en 3

disciplines (Clinique, cytogénétique et moléculaire).
+ Génétique clinique (centre diagnostic).
- Consultation de génétique
- Conseil génétique
- Consultation d’oncogénétique
- Avis du meédecin généticien dans les services cliniques
- Hopital de jour en coordination avec les services cliniques

+ Genétique chromosomique classique et moléculaire.

#+  Génétique moléculaire.

Le laboratoire est constitué d'un plateau technique spécialisé, comprenant 5 chambres

climatisées :

Une salle de culture dédiée a la cytogénétique
Une salle de préparation des Mix pour PCR avec une hotte PCR
Une salle de PCR : complétement automatisée

Une salle de migration et d'analyse des produits de PCR

YV V V V V

Une salle de lecture dotée de deux microscopes couplés a des

systéemes de capture et de traitement d'images

L’unité de génétique médicale et d'oncogénétique offre des prestations de service dans
le domaine de la génétique médicale. Ces prestations concernent des analyses de cytogénétique
classique et moléculaire, des analyses de I’ADN et une consultation de conseil génétique et de

dysmorphologie.
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INTRODUCTION




La cytogénétique a pour objet 1’étude de la structure et du fonctionnement normal et
pathologique des chromosomes et de la chromatine. Depuis 1959 daté de la mise en évidence
de la premiére anomalie chromosomique chez ’homme, la trisomie 21[20], I’étude des
chromosomes humains a permis de mettre en évidence de tres nombreuses anomalies

chromosomiques.

On distingue trois grands types d'anomalies chromosomiques : les anomalies de nombre,
les anomalies de la structure qui peuvent étre équilibrées ou déséquilibrées et les anomalies
chromosomiques rares comme les fragilités chromosomiques. Les anomalies chromosomiques
peuvent étre constitutionnelles ou acquises. Les anomalies constitutionnelles se forment lors
des premiéres divisions du zygote. Les anomalies acquises, sont des anomalies qui vont
apparaitre au sein d’une cellule au cours de la vie. Dans la majorité des cas ces anomalies

acquises sont trouvées dans les cellules tumorales.

Le caryotype révele un grand intérét, notamment en cytogénétique, dont il est I’examen
clef qui nous permet de mettre au point les différentes anomalies pathologiques humaines, que

¢a soit anomalies de nombre ou anomalies de structure.

C’est dans ce contexte, I’objectif de ce stage de fin d’étude est double :

%+ Maitriser les techniques utilisées au sein du laboratoire de la cytogénétique au centre

hospitalier universitaire Hassan II, Fés.

+ L’exploitation des données de la cytogénétique concernant les anomalies

chromosomiques de nombre : Trisomie 21,13,18.




PARTIE 1 :
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE




I-GENERALITES SUR LA CYTOGENETIQUE :
1-Historique de la cytogénétique :
La cytogénétique est une discipline qui a pour objet I’étude de la physiopathologie des
chromosomes, et se divise en cytogénétique constitutionnelle et cytogénétique

oncohématologie.

Le terme de chromosome a été proposé dées 1888 par Waldeyer pour désigner les éléments
colorés visibles au cours de la division cellulaire , leur dénombrement a longtemps été
difficile du fait de I’enchevétrement des chromosomes visibles a la métaphase, et il aura fallu
attendre 1956 date a laquelle Tjio et Levan confirment définitivement que le nombre de
chromosomes était de 46 dans les cellules somatiques humaines . En 1959, Lejeune et
Turpin associent un handicap connu & une anomalie chromosomique : la trisomie 21. C’est le

début de la cytogenétique humaine et médicale.

Dans les années qui ont suivi, plusieurs autres anomalies du nombre des chromosomes
ont été identifiées, comme la trisomie 13 (syndrome de Patau) étés décrit par Klaus Patau en

1960, trisomie 18 (syndrome d’Edwards) ou encore la monosomie X (syndrome de Turner).

Les premieres techniques de cytogénétique ont donné aux cytogénéticiens la base d’un
langage commun permettant de classer les chromosomes. Mais ne permettait pas un examen fin
de la structure des chromosomes, L’arrivée au cours des années 1970 des techniques de
marquage(banding) des chromosomes a permis la description de tres nombreuses anomalies de
la structure des chromosomes. Puis en 1977 le marquage des sondes se faisait par des techniques
utilisant la radioactivité, la simplification de la méthode est venue par leur marquage en
fluorescence, d'ou le terme d'hybridation in situ fluorescente ou FISH (Fluorescence In Situ
Hybridization), et en 1996 1’équipe de Dan Pinkel a mis au point une nouvelle technique de

cytogénétique appelée hybridation génomique comparative ou CGH

2-Cytogénétique classique :
2-1 -Définition du caryotype Humaine normal :

Le caryotype est la représentation, obtenue par microphotographie de 1’aspect
morphologique de 1’ensemble des chromosomes d’une cellule en métaphase ou en

prometaphase. Les chromosomes sont classés par paires selon de la taille et la disposition du




centromere. Le caryotype est le premier examen permettant une analyse globale du génome, cet

examen peut étre prénatal (liquide amniotique...) ou postnatal (sang veineux...).

Pour I’espéce humaine, le nombre de chromosomes est de 46 chromosomes. Ils sont regroupés

en 23 paires, classeés de 1 a 22 autosomes, et 2 chromosomes sexuels (X et Y) [16]. (Figurel)
Formule chromosomique :

» Caryotype normal d’une femme : 46.XX
» Caryotype normal d’un homme :46. XY
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Figure 1:le caryotype humain normal.[34]

2-2-Structure du chromosome :
Les chromosomes sont des structures nucléoprotéiques, chaque chromosome est
représenté par une molécule d’ADN associée a des histones, cet ensemble forme ce que I’on

dénomme la chromatine [29].

En métaphase les chromosomes sont constitués de deux chromatides sceurs réunies au
niveau du centromere, qui est un élément essentiel a la séparation des chromatides. En fonction
de la position du centromere, on définit au niveau des chromatides des bras courts (p) et des

bras longs (q). Enfin les extrémités des chromosomes sont nommees « télomeres » et




correspondent a une structure permettant la stabilité des chromosomes(Figure2). Elle est

commune a tous les chromosomes.
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Figure 2:structure d'un chromosome.[1]
3- Cytogénétique moléculaire :
3-1-Hybridation in situ en fluorescence « FISH » :

L’hybridation in situ en fluorescence « FISH », est une technique qui améliore

considérablement I’analyse cytogenétique.

La FISH se base sur la propriété de dénaturation et de renaturation de la double hélice
d’ADN, cette technique permet de détecter de 100 Kb a 1 Mb. Elle peut étre utilisée sur les
préparations chromosomiques et donc sur chromosomes obtenus aprés culture (FISH

métaphasique), ou sur noyaux cellulaires (FISH interphasique)

Son principe repose sur la complémentarité possible entre ’ADN d’un patient et un
fragment d’ADN d’une sonde nucléotidique de synthése marqué soit par molécule fluorescente,
soit avec un haptene (molécule qui peut étre reconnue par un anticorps). Une complémentarité
possible entre I’ADN du patient et ’ADN de la sonde fluorescente permettra I’hybridation in
situ, (Figure3). L’utilisation de microscope a épi fluorescence permettra ensuite la visualisation

de la fluorescence émise par les sondes
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Figure 3 : Principe de I’hybridation in situ en fluorescence.[34]
3-2-Hybridation génomique comparative « CGH » :
L’hybridation génomique comparative « CGH », une nouvelle technique de
cytogénétique moléculaire. Son principe consisté a comparer le génome du patient a un génome
de référence «témoin normal » pour identifier des différences entre les deux génomes et

localiser des régions de deséquilibre génomiques(Figure4).

Les deux ADN témoin et du patient sont marqués par deux fluorochromes différents.
L’hybridation compétitive des ADN se fait sur une lame de verre qu’on appelle « puce » le
calcul des ratios de fluorescence entre les deux ADN se fait a ’aide d’un logiciel et permet de

définir les variations du nombre de copies entre les deux ADN testés.

Dans les sequences qui présentent une duplication dans I'échantillon analyse, la
fluorescence verte sera supérieure a la rouge et I'émission globale sera de couleur verte,
inversement, des delétions entraineront une diminution du niveau de la fluorescence verte par
rapport a la fluorescence rouge de I'échantillon de référence et I'émission nette sera de couleur
rouge. En I'absence d'un changement dans le nombre de copies, générera une couleur d'émission

nette (jaune) [2].
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Figure 4: principe de la CGH classique.[12]
II-ANOMALIES CHROMOSOMIQUES CONSTITUTIONNELLES :

Les anomalies chromosomiques constitutionnelles sont des maladies génétiques

fréquentes en pathologie humaine.

On appelle anomalie chromosomique tout remaniement du nombre ou de la structure
des chromosomes. Les anomalies chromosomiques peuvent étre soit constitutionnelles, soit

acquises au cours d’un processus de cancérogeneése.

Elles surviennent soit des la conception aboutissant alors a une aberration homogéne
touchant toutes les cellules de 1’organisme, soit au cours des premiéres divisions du zygote se

traduisant par une anomalie en mosaique [9].

Il existe deux types d’anomalies chromosomiques plus fréquentes : les anomalies de

nombre et les anomalies de structure.

1-Anomalies chromosomiques de structure :

Une anomalie de structure c’est une altération par rapport a la structure normale.
Les anomalies chromosomiques de structure résultent d’une ou plusieurs cassures
chromosomiques suivies d’un recollement anormal, Elles peuvent affecter un ou deux

chromosomes, homologues ou non homologues [22].

1-1-Anomalies de structure équilibrées :




Une anomalie équilibrée quand il n’y a ni perte ni gain de matériel génétique mais I’ADN

est réparti de facon anormale entre les chromosomes. Le phénotype est normal.

a) —Inversion :

Les inversions sont dues a deux cassures sur le méme chromosome, suivies de
recollement apres inversion du segment intermédiaire(Figure5). Elles résultent de la formation
d’une boucle dans ’'un des chromosomes homologues durant leur appariement au moment de
la méiose

Il existe deux types d’inversion :

+ . les cassures se situent sur les deux bras du chromosome de

part et d’autre du centromere.

+ : les cassures se situent sur le méme bras du chromosome.
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Figure 5: Mécanisme de formation d’une inversion péricentrique et paracentrique.[37]
b) -Translocation :
Une translocation ¢’est un remaniement chromosomique lié a une cassure sur au moins
deux chromosomes non homologues, et recollement apres échange des segments distaux. On
distingue deux formes majeures de translocations : les translocations robertsoniennes et les

translocations réciproques. Ces translocations peuvent étre équilibrées ou non équilibrées. Elles

peuvent survenir de novo ou étre transmises.

Elles concernent les chromosomes acrocentriques (paires 13, 14, 15, 21, 22) et

entrainent la perte des deux bras courts de trés petite taille ne code que pour des genes répétés




sans importance pour le développement, et une réunion des deux bras longs pour former un

chromosome dérivé(Figure6), et réduisant le nombre de chromosomes a 45
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Figure 6 : Mécanisme de formation d’une translocation robertsonienne.[34]

*

Cette anomalie consiste en I’échange de matériel chromosomique entre deux
chromosomes non homologues, cassure soit sur les bras longs ou courts d’au moins deux
chromosomes et échanges de ces portions cassées(Figure?).

Les translocations réciproques sont dites équilibrées quand il n’y a ni perte ni gain de
matériel génétique, il n’y a donc pas dans la majorité des cas de conséquence cliniques pour le

sujet porteur. Elles sont déséquilibrées si au moment de la cassure il y a la délétion d’un segment

_.15 _

recollement

chromosomique

Figure 7 : Mécanisme de formation d’une translocation réciproque.[37]

¢)- Insertion :

Les insertions se traduisent par la présence d’une portion d’un chromosome insérée
dans un autre chromosome

Elles résultent d'un mécanisme a trois cassures, deux sur le chromosome donneur et
une sur le chromosome receveur(Figures8).
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Le segment inséré peut avoir gardé son orientation (la bande la plus proximale restante
la plus proche du centromeére) ou prendre une orientation inversée (si la bande la plus proximale
du fragment se retrouve la plus éloignée du centromere).

Cette anomalie peut rester équilibrée et stable dans les cellules somatiques au cours
des géneérations cellulaires. Mais elle est trés instable en méiose, on peut observer la formation

de gametes monosomiques ou trisomiques pour le segment inséré.

i

-
kol

Figure 8: Mécanisme de formation d’une insertion.[37]

1-2-Anomalies de structure déséquilibrées :

Une anomalie est déséquilibrée quand il y a un gain ou une perte de matériel génétique
a l’origine d’anomalies phénotypiques (dysmorphie faciale, malformation viscérale, retard
psychomoteur).

a) - Déletion :

Les délétions sont les anomalies de structure déséquilibrées les plus fréquentes.

Les délétions résultent d’une cassure avec perte d’un fragment chromosomique, donc
des genes de taille plus ou moins importante(Figure9). Ces délétions peuvent survenir sur
n’importe quel chromosome et concerner toute partie d’un chromosome , donc le phénotype
est anormal.

Il existe deux types de délétion :

+ . la plus fréquente, implique la perte de I’extrémité

terminale du chromosome y compris le télomére.
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% La délétion interstitielle : c’est lorsque deux cassures se produisent et que
la partie chromosomique située entre les deux cassures est perdue et donc

le télomere est conserveé.

Certaines délétions chromosomiques s’accompagnent d’un phénotype reconnaissable
comme la délétion 4p terminale responsable du syndrome de Wolf ou syndrome de Wolf-

Hirschhorn ou la délétion 5p terminale responsable du syndrome du « cri-du-chat ».

rt éotélome — = =
cassure [] Perte ri?/ omere ! £ L
= ; B g e
= = 1
: 5 BB A
- - - =
- - = =t E

Délétion terminale Délétion interstitielle

Figure 9: Mécanisme de formation d’une délétion terminale et d’une délétion interstitielle.[37]
b) - Duplication :

C’est le remaniement opposé a la délétion, Il s’agit de la répétition d’un fragment
chromosomique de taille variable a sa position d’origine(Figurel0), C’est une anomalie

déséquilibrée du fait du gain de matériel chromosomique [14].

La duplication se fait :

4 Soit dans le méme sens, ¢’est alors Line duplication directe ou en tandem.

% Soit dans le sens inverse, c¢’est alors une duplication inversée ou en miroir.

La duplication distale du chromosome 15q est une anomalie chromosomique tres rare
caractérisée par un défaut de croissance, un retard psychomoteur avec des troubles
d’apprentissage et d’une dysmorphie faciale. Ces symptomes peuvent varier considérablement
d’un cas a I’autre, cela dépend de la longueur et I’emplacement de 1’endroit de la portion

dupliquée du chromosome 15q (Braha,E., Rusu,C., Chantot-Bastaraud,S.2014.Elsevier).
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Figure 10: Mécanisme de la formation d’une duplication en tandem et en miroir.[37]

C)- Chromosome en anneau :

Cette anomalie résulte d’une cassure aux deux extrémités d’un chromosome avec perte
des extrémités cassées et recollement du chromosome(Figurell) [4]. Elle est donc assimilable
a une double deélétion.

Il s’agit a un chromosome circulaire deséquilibré, le chromosome en anneau est

instable lors de la mitose. Il est symbolisé par (1) sur la formule chromosomique.

perte
8- Q
E j recollement
palc

Figure 11 : Mécanisme de la formation de chromosome en anneau.[37]

d)- Isochromosome :

Ce sont des chromosomes anormaux formés soit de 2 bras longs, soit de 2 bras courts
avec perte de I’autre bras du chromosome [14]. lls sont résulté lorsqu’un chromosome normal
se divise transversalement et non longitudinalement.

Il existe deux types du isochromosome soit monocentrique, soit dicentrique selon le
mécanisme de formation(Figurel2). Le plus souvent, on rencontre 1’isochromosome pour le

bras long du chromosome X qui constitue une variante cytogénétique du syndrome de Turner
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(isochromosome Xq) ou pour le chromosome 12 dans le cadre d’un syndrome de Pallister-

Killian (isochromosome 12p).
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Figure 12 : Mécanisme de formation d’un isochromosome monocentrique ou dicentrique.[37]

2- Anomalies chromosomiques de nombre :

Ce qui caractérise les anomalies de nombre de chromosomes en général la ségrégation
des chromosomes (non-disjonction) méiotique ou plus rarement mitotique. Ces anomalies
affectent le nombre de chromosomes et non leur structure qui reste normale [25].

Par définition, non-disjonction est résulté par le fait que deux chromosomes migrent
vers le méme podle lors de I’anaphase et passent ensemble dans la méme cellule fille, au lieu de
migrer chacun dans une cellule fille, Elle peut concerner deux chromosomes homologues, lors
de la premiére division méiotique, ou deux chromatides sceurs, lors de la deuxieme division
meéiotique [34] (Figurel3).

Les anomalies de nombres sont divisées en deux catégories : aneuploidie et polyploidie
[22] [23].

+ La polyploidie : Chaque individu normal est constitué d’un lot haploide

maternel (n = 23 chromosomes) et d’un lot haploide paternel (n = 23

chromosomes) soit 2n. Mais dans le cas de la polyploidie il y a un nombre

anormal de lots haploides entiers. Il peut y avoir 3N chromosome (= 69

chromosomes), ¢’est une triploidie, ou bien 4N (= 92 chromosomes), c’est une

tétraploidie.

+ [.’ancuploidie : I’aneuploidie résulte le plus souvent a un défaut de
ségrégation. Elle est caractérisée par la perte d’un chromosome(monosomie)

ou la présence d’un chromosome en plus (trisomie). Lorsque 1’aneuploidie
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présente dans tout I’organisme. On parle d’anomalie homogeéne. Plus
rarement, ces anomalies peuvent étre dues a une erreur mitotique
postzygotique conduisant a une aberration uniquement dans une partie des
cellules. On parle alors d’anomalie en mosaique. Les aneuploidies des

chromosomes sexuels sont appelées dysgonosomies.
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Figure 13: M¢éiose (en gris clair : chromosome d origine maternelle, en gris foncé :
chromosome d’origine paternelle) A. Avec bonne ségrégation en méiose I et méiose II. B
Mauvaise disjonction en meéiose I. C. Mauvaise disjonction en méiose Il paternelle. D.
Mauvaise disjonction en méiose Il maternelle. [34]

2-1- Monosomies :

Les monosomies sont caractérisées par la perte d’un chromosome. Le nombre de
chromosomes est donc de 45.

Elles entrainent un nombre important d’avortements précoces et les sujets atteints de
monosomies ne sont jamais viables pour la partie autosomique [9]. Une seule monosomie est

viable dans I’espéce humaine. Il s’agit de la monosomie X ou syndrome de Turner (45, X).

Parmi les anomalies chromosomiques des gonosomes, le syndrome de Turner est le
plus retrouvé chez des filles, son incidence est estimée a une fille sur 2500(7]. Cette anomalie

ne résulte pas d’une non-disjonction des chromosomes ou chromatides au cours de I’anaphase
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mais d’une migration trop lente vers un pdle de la cellule, ceci entraine une absence totale ou
partielle du chromosome X(Figurel4).

Les patientes ayant une large délétion du bras long de I’X présentant une taille réduite
de 10 cm par rapport a la taille cible, le maintien de la fonction ovarienne est 1ié a I’existence
de genes situés sur le bras long du chromosome X, d’autres genes sont présents sur le bras court,
et en cas de délétion proximale du bras court Xp on observe une puberté spontanée, avec

possibilité de grossesse et une ménopause précoce [33] [19]
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Figure 14 : carte génétique de chromosome anormal dans le syndrome de Turner.
(Credit : informationhospitaliere.com)

2-2- Trisomies :

Les trisomies sont les anomalies chromosomiques les plus communes dans 1’espéce
humaine, Elles sont définies par la présence d’un chromosome supplémentaire. Le nombre de
chromosomes est donc de 47 et non plus de 46. Tous les chromosomes peuvent étre impligqués,
et la plupart des trisomies occasionnent des avortements précoces. Néanmoins, les sujets
porteurs d’ancuploidies gonosomiques : Trisomie X (Syndrome Triple X), le syndrome de
Klinefelter (XXY) et le Syndrome de Jacob : I'individu posséde un chromosome Y en double
exemplaire, et un chromosome X (XYY, ou de trisomie 21 (Syndrome de Down), Trisomie 13

(Syndrome de Patau) et Trisomie 18 (Syndrome d'Edwards).

Exemple Trisomie 21 : « Syndrome de Down »

Le diagnostic de mongolisme était décrit initialement par Seguin (1846) puis par Down
(1959) [3].
La trisomie 21 ou syndrome de Down est la plus fréquente des anomalies

chromosomiques dans toutes les populations, sa fréquence est de 1/800 naissances [22].
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C'est une anomalie chromosomique définie par la présence en 3 copies au lieu de deux
de tout ou partie du chromosome 21, c’est-a-dire la présence d’un chromosome 21
surnuméraire, donc le nombre des chromosomes est 47 (Figurel5).

La trisomie 21 résulte le plus souvent d’une malségrégation au cours de la premiére
division méiotique. Mais elle peut se constituer pendant la 2éme division méiotique ou aussi
pendant les divisions de la mitose.

L étude du caryotype permet de préciser l'origine et la forme de cette anomalie, cette
anomalie peut étre sous forme homogene ou en mosaique, Il existe aussi la trisomie 21 par
translocation d’un segment de chromosome 21. Sa fréquence représente 3% de I’ensemble des
trisomies 21 [10].

Cette anomalie génétique entraine effectivement des troubles communs a tous les
sujets qui en sont atteints, notamment des signes physiques particuliers ainsi qu’une déficience
intellectuelle. Cependant, il existe une grande variabilité d’un individu a 1’autre portant sur la

nature de ces difficultés ainsi que leur intensite.
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Figure 15 : Trisomie 21 libre et homogeéne : 47, XX, +21.[15]

Exemple Trisomie 13 : « Syndrome de Patau » :

La trisomie 13 ; également appelée syndrome de Bartholin-Patau ou trisomie D est une
anomalie chromosomique rare qui affecte approximativement une naissance sur 8 000 a 12 000.

C’est une anomalie chromosomique correspondant a un chromosome 13 surnuméraire
visibles sur le caryotype feetal. La formule chromosomique des patients est donc de 47
chromosomes au lieu des 46 chromosomes de I'espece humaine.

Cette trisomie est létale, la moitié des enfants atteints décédent avant ’age de 1 mois

et la survie ne dépasse pas un an [22] [30].
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Exemple Trisomie 18 : « Syndrome d'Edwards » :

La trisomie 18 est une maladie chromosomique constitutionnelle, définie par la
présence d'un chromosome 18 surnumeraire. Le caryotype feetal contient 47 chromosomes
(Figurel6). Sa fréquence est de 1/6000 naissances, C’est la trisomie autosomique la plus
fréquente apres la trisomie 21, ou syndrome de Down [17].

Cette trisomie est Iétale, les nourrissons atteints de trisomie 18 ont un taux de mortalité
élevé, secondaire aux malformations létales associées a ce syndrome. Seulement 4% peuvent

survivre a leur premiére année de vie [13].

Figure 16 : C’arteigenethue de syndrome d Edwards [13]

Exemple : Syndrome de Klinefelter (XXY):

Le syndrome de Klinefelter (SK) est un des désordres chromosomiques congénitaux
les plus fréquents dans le sexe masculin. Son incidence est de 1 pour 600 naissances masculines.

Il caractérise par un chromosome sexuel X surnuméraire chez 1’homme, ceci entraine
un déficit en testostérone, une infertilité et des comorbidités, et une formule chromosomique
XXY (Figurel?7). D’autres formules peuvent exister mais sont plus rares : XXXY, XXXXY,
XXYY, XXXYY. [27]

Lors de la méiose, il peut y avoir une non-séparation des chromosomes homologues
en 1ére division de méiose ou une non-séparation des chromatides sceurs d’un chromosome en
2éme division de méiose. On obtient alors des gamétes anormaux qui, lors de la fécondation,
s’unissent avec un gameéte normal, engendrant alors une trisomie ou une monosomie. Dans le
cas du syndrome de Klinefelter, il s’agit d’une trisomie.

L'age des parents ne parait pas jouer un role dans la détermination de cette anomalie,

mais l'association a un age maternel avancé est trés fréquente. De plus, la présence d'une
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anomalie chromosomique parentale ou I'existence d'une trisomie 21 dans la famille augmente

le risque d'avoir un enfant klinefelter. [36]

ot 1o
MO nn i
2 (] &6 €% ¢ &3

13 14 15 16 17 18

Cwi INI a3 & ‘é .

21 22 X Y

Figure 17: Carte généti-que de syndrome de Klinefelter (47, XXY homogeéne).[5]

Exemple : Syndrome de Jacob :

Le syndrome de Jacob ou syndrome du double Y, consiste en la présence d’un

chromosome Y en exces. Sa prévalence est estimée a 1/1000 naissance.

Il est caractérisé par une avance staturale associée le plus souvent a un retard mental

et un syndrome dysmorphique. Nous décrivons un cas de dysgenésie gonadique 47 XYY.

mauvais

cellules

L'anomalie apparait aléatoirement durant la formation des cellules germinales. Une
e disjonction des gonosomes durant I'anaphase Il de la méiose peut faire apparaitre des

germinales avec une copie supplémentaire du chromosome Y. [35]
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Figure 18 : Carte génétique de syndrome de Jacob (47,XYY) ( crédit :Prenatal Screening

Ontario)
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PARTIE 2
MATERIEL ET METHODES
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I-MATERIEL :

Il s’agit d’une étude rétroscriptive appartenant a 116 patients. Tous ses patients se sont
hospitalisés au laboratoire, de cytogénétique au CHU Hassan Il Fes, sur une période de 3 ans,
comprise entre le 04 janvier 2019 et le 16 septembre 2021.

Les données cliniques ainsi que les résultats sont recueillis a partir du registre de
caryotype constitutionnel.

Nous présentons aussi dans cette partie du rapport les différentes étapes de la

réalisation d’un caryotype.

II-METHODES :

Le caryotype est une technique qui permet I’étude des chromosomes d’un individu.
Cette technique permet d'obtenir une image, en microscopie optique. Pour obtenir des
préparations chromosomiques, il faut récolter les cellules au stade de la mitose (stade

métaphasique), pour le dénombrement et a I’identification des chromosomes.

1-Prélévement :

Le caryotype est réalisé a partir d’un prélevement dans un tube héparine d’une capacité
de 100 ml, ce tube recoit 5 ml de sang veineux périphérique dans des conditions stériles. On
note sur le tube les informations du patient (Nom, prénom) ainsi que son numero du dossier

génétique.

2- Etape de culture des cellules :

Le sang reste dans un tube incliné contenant une lectine a fort pouvoir mitogene «
phytohémagglutinine(PHA) », la durée maximale de la culture est de 3 nuits pour les

lymphocytes sanguins.

Cette étape nécessite une aseptisée rigoureuse car certains micro-organismes peuvent

altérer la culture cellulaire.
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Figure 19 : Incubation des tubes dans 1’étuve.

3-Accumulation des cellules en métaphase :

Apres la phase de multiplication des cellules, celles-ci sont bloquées au stade de
métaphase afin de pouvoir observer les chromosomes. Pour ce faire, on ajoute 100 ul de
colchicine (10 mg/ ml), puis a remis les tubes dans 1’étuve pendant 50 min, cette substance

permet la formation du fuseau mitotique. La mitose est bloquée au stade de métaphase.

4-Choc Hypotonique :

Une heure avant le choc hypotonique, la solution la de KCL 0.065M (1.4g de KCL
gsq 300ml) est préparée, et mise a une température de 37°C dans 1’étuve , les tubes sont sortis
de I’étuve et mélangé doucement ,puis centrifugés (Figure 20) a 1500tr/mn a 25°C pendant 5
min, le surnageant est aspiré, aprés on ajoute dans chaque tube quelque goutte de la solution
hypotonique, le culot est bien dissous et suspendu a I’aide d’une pipette Pasteur, L'étape
suivante consiste a compléter a 12 ml de KCL par tube. Finalement les tubes sont alors bien
homogénéisés et remis a I’étuve pendant 20 min. Cette étape, entraine le gonflement des cellules
par différence de pression osmotique. Les membranes cytoplasmique et nucléaire sont

fragilisees.
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Figure 20 : Centrifugeuse.

5-Fixation :

Phase durant laquelle la fixation définitive des constituants cellulaires est effectuée.
Une solution est préparée Carnoy acétique « fixateur », qui est un mélange de 3 volumes de
méthanol et 1 volume d’acide acétique. Puis ce fixateur est mis dans un flacon propre et sec en

verre, stocké dans la glace ou +4°C, il faut prevoir 30 ml par tube pour 3 fixations.

5-1- Préfixation :

1ml de fixateur frais est ajouté dans chaque tube puis Centrifugé a 1500 tr/min durant
5min.

5-2- 1ére fixation :

La premiere fixation se fait par quelques gouttes de Carnoy 1 préparé
extemporanément, puis on mélange, tout d’abord doucement jusqu'a dissolution totale du culot.
Aprés on compléte a 10 ml par Carnoy, les tubes sont homogénéisés et incubés pendant 20 min

a température ambiante.

5-3- 2 éme fixation :

La deuxiéme fixation se fait aprés centrifugation, on élimine le surnageant jusqu’a
0,5ml du niveau de culot, la suspension est remise délicatement dans quelques gouttes de
Carnoy I et complétée a 8 ml par Carnoy I, les tubes sont homogeénéises et laisser fixer pendant

45 min minimum a température ambiante.
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6-Etalement :

Les cellules sont alors prétes a étre étalées. On laisse tomber quelques gouttes de la
suspension cellulaire sur une lame de verre a température de 22°C (+/- 2°C) et a 45% (+/-5°C)
d’humidité minimum. Le fait de faire tomber la suspension cellulaire fait éclater les membranes

fragilisées, cette étape a pour but d’obtenir des métaphases avec des chromosomes bien séparés.

7- Vieillissement des lames :

Les lames étalées sont séchées a 1’air libre puis remises a I’étuve a 37°C pour parfaire

la fixation et permettre une meilleure dénaturation.

Figure 21: Séchage des lames dans 1’étuve a 37°C.

8- Dénaturation /Coloration:

La dénaturation est réalisée par un traitement a la chaleur dans une solution alcaline
appelée solution d’Earle (dénaturation thermique et enzymatique). Cette étape facilite le

classement des chromosomes.

Une simple coloration au Giemsa (mélange de deux colorants : azur de méthylene et
éosine, dilués dans du méthanol), les chromosomes prennent un aspect rose violacé a peu pres

homogeéne sur toute leur longueur, ceci permet de compter et de classer les chromosomes.

9- Observation au microscope :

Il se fait a I’aide d’un microscope photonique lié a une caméra et contenant un logiciel

de traitement des chromosomes nommé « cytovision », sous microscope, on Vvoit les
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chromosomes en métaphase et on essaye de repérer les mitoses avec des chromosomes bien
visibles, structurés et individualisés. Les chromosomes sont photographiés et disposés selon un

format standard : par paires et classés par tailles, et par position du centromeére.

Figure 22: Lecture des résultats.
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PARTIE 3 :
RESULTATS ET DISCUSSION
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Les données informatives ont été recueillies manuellement sur un tableau
d’exploitation a partir des dossiers archivés de cytogénétique postnatale constitutionnelle au
sein du laboratoire de la cytogénétique du Centre Hospitalier Universitaire Hassan I, Fes.

Ces données regroupent le nom et prénom du patient, le numéro du dossier et le résultat
du caryotype. Les données sociodémographiques ont concerné le sexe, I’dge des enfants au

moment du diagnostic génétique, et aussi I’age des parents au moment de la conception.

I- REPARTITION DE L’ENSEMBLE DES TRISOMIES 21,18 ET 13 DE 2019 a 2021 :

Ce graphique représente la fréquence des différentes trisomies « 21,18 et 13 », durant
la période du 04 janvier 2019 a le 16 septembre 2021, au laboratoire central du centre
hospitalier universitaire Hassan Il, Fes.

M Trisomie 21
Trisomie 18

M Trisomie 13

Figure 23: Pourcentage des différentes Trisomies « 21,18 et 13 ».

Parmi les 116 caryotypes realisés,93 patients soient une prévalence de 80%, sont des
cas trisomiques 21, ce qui représente la fréquence la plus élevée, il y a 14 cas de trisomie 18

avec un pourcentage de 12%, suivie par la trisomie 13 représentée par une fréquence de 8%.
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Les différentes trisomies « 21,18etl3 », sont des anomalies de nombre de
chromosomes. Elles sont observées dans environ 5% des grossesses. Plus de 98 % des fcetus
aneuploides meurent in utero

Selon une étude descriptive et rétrospective, réalisée sur 10 ans de 2002 a 2012 en

Haute-Vienne , il'y @ 62.4% d’aneuploidies, parmi elles, citons les principales :

+ La trisomie 21 a hauteur de 41 %
+ La trisomie 18 & 14%
4 La trisomie 1334 %

Dans le service de génétiqgue du CHU Mohammed VI de Marrakech, une étude réalisée
sur une période de 02 ans (janvier 2011- janvier 2013) montre que, 68 cas présentent un
caryotype anormal, 54 ont une anomalie de nombre (44,27%). Parmi Les anomalies de nombre
retrouvées , on distingue :

# La trisomie 21 a un pourcentage de 74,07%( 40 cas)
* La trisomie 18 & 3,71%(2 cas)
* La trisomie 13 & 3,71%(2 cas)

La trisomie 21 représente la principale aneuploidie a la naissance. Selon I’étude faite
au Maroc par N. Aboussair et ses collaborateurs a I’Institut National d’hygiéne (Centre National
de référence en génetique Médicale), I’incidence de la trisomie 21 représente 72,8 % des

anomalies chromosomiques dépistées.

II-REPARTITION DE LA TRISOMIE 21 SELON LE SEXE DE 2019 a 2021 :

Ce graphique met en évidence la répartition de trisomie 21 selon le facteur du sexe sur
toute la période d’¢étude.
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B sexe masculain

M sexe féminin

Figure 24 : Répartition selon le sexe des patients trisomiques 21.

Notre étude inclut 93 patients dont 50 garcons et 43 filles soient des fréquences

respectives de 54% et 46%. On a noté une prédominance masculine.

Ainsi une étude épidémiologique descriptive et analytique comparative entre deux
pays : (I'Algérie, le Maroc) [6], indique que :
<= Pour le Maroc, les résultats d’une étude de 138 enfants atteints de trisomie 21,
montrent la présence de 79 garcons et 59 filles.

= Pour I'Algérie, les résultats d'une étude portant sur 185 enfants présentant une
trisomie 21 dans wilaya chlef, montrent qu’il y a 115 garcons (62,16%) et 70
filles (37,84%).

Par ailleurs, une étude canadienne sur les enfants trisomiques, monte qu’il y a 43%
sont de sexe féminin et 59, 57% sont de sexe masculin (LANDRY, 1997).

II-REPARTITION DE LA TRISOMIE 21 SELON L’AGE DE 2019 4 2021 :

Les résultats obtenus en fonction de la tranche d’age des patients trisomiques 21 sont
présentés dans le graphe ci- dessous.
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Figure 25 : Répartition des patients trisomiques 21 en fonction de I’Age.

Les résultats observés concernant 1’dge des patients trisomiques 21 sont les suivants :
#+ Les patients agés de moins de 5 ans sont les plus fréquents 61%(52 cas)
#+ Les patients ages de plus de 10 ans sont représentés par 24%( 21 cas)

+ Les patients ages entre 5 et 10 ans sont représentés par 15% (13 cas)

Une étude, réalisée sur 138 cas de trisomie 21 au service de génétique du CHU

Mohamed VI de Marrakech, pendant trois ans de janvier 2013 a décembre 2015 [15], révele
que :

®,

¢ Les patients de moins de 5ans sont les plus nombreux (123 cas).

X/

s+ Les patients agés de plus de 5 ans présents (20cas).

D’apreés une enquéte réalisée entre le 13 et le 26 novembre 2019 en France, concernait

la scolarisation des enfants porteurs de trisomie 21 nés entre 1999 et 2016.on observe les
résultats suivants :

e Les enfants agees entre 3 et 6 ans représentent la fréquence la plus importante
49,5% (87 cas).

e Les enfants agées entre 7 et 10 ans représentent aussi une fréquence assez
importante 27% (47 cas).

e Les enfants &gées entre 11 et 15 ans représentent un pourcentage de
12,5%(22cas).

e Les enfants agées entre 16 et 21 ans représentent le plus faible pourcentage
11%(19cas).
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De la, on constate qu’une prédominance de 1’age moins de 5 ans chez les patients
trisomiques 21.

IV-REPARTITION DE LA TRISOMIE 21 SELON L’ASPECT CYTOGENETIQUE :

Ce graphique représente la répartition de la trisomie 21 selon I’aspect cytogénétique.
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Trisomie 21 homogéne libre Trisomie 21 en mosaique Trisomie 21 non libre
(Translocation)

Figure 26: Pourcentage de Trisomies 21 dépistées selon 1’aspect cytogénétique.

Sur les 93 cas de patients trisomiques 21 de notre étude, 85 des cas avaient une trisomie
21 libre homogene soit un pourcentage trés élevé de 91%. 2 patients présentaient une trisomie

libre en mosaique, soit 2%, et 6 cas avaient une trisomie 21 par translocation soit 7%.

Une étude rétrospective étalée sur une période de 4 ans, de janvier 2004 a décembre
2007 et qui concerne 95 enfants trisomiques suivis au service pédiatrique de I'hopital
Universitaire Mohamed VI de Marrakech, montre que, 93% des patients sont porteurs d’une
trisomie 21 sous forme libre et homogéne. Par ailleurs dans 7% des cas, la trisomie 21 résulte

de translocations robertsoniennes

Une autre étude réalisée au service de génétiqgue du CHU Mohamed VI de Marrakech
2015, montre que sur les 138 cas de patients trisomiques 21, 120 cas avaient une trisomie 21
libre homogeéne (87%). 12 patients présentaient une trisomie libre en mosaique, soit 9% et 5

avaient une trisomie 21 par translocation robertsonienne soit 4%.
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1-Trisomie 21 libre homogeéne :

Cest la plus fréquente des formes de trisomie 21 : on la retrouve dans environ 96 %
des cas [39]. La trisomie 21 libre et homogeéne correspond a la présence d’un chromosome 21
surnuméraire dans toutes les cellules de I’organisme [40]. 1l s'agit d'un accident non héréditaire
lié a une absence de disjonction variée de la premiere division méiotique [41]. Cette anomalie

est trois fois plus fréquente qu’une erreur de deuxieme division méiotique.

Cette forme de trisomie 21, dont le caryotype s’écrit 47, XX, + 21 s’il s’agit d’une fille
et 47, XY, + 21 s’il s’agit d’un gargon.

Le principal facteur de risque de survenue est le vieillissement 1ié¢ a ’age maternel. Ce
dernier entraine une augmentation importante des non-disjonctions chromosomiques, Il a été
démontré que cette non-disjonction maternelle est associée a des erreurs de recombinaison et

probablement & une perte de cohésion chromosomique.
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Figure 27 : Mécanisme de trisomie 21 libre.[31]

2-Trisomie 21 en mosaique :

Une trisomie 21 en mosaique est observée dans 2 a 5% des cas comme indique la
majorité des études [42]. L’individu est porteur a la fois de cellules dites normales et de cellules
trisomiques.

Elle s'explique par une non-disjonction qui se produit non pas lors de la méiose mais
lors des premiéres divisions mitotiques. En effet, une partie seulement des cellules de I'embryon

puis de I'enfant sera porteuse de la trisomie. L’enfant possédera donc un mélange de lignées
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cellulaires dont les unes auront 46 chromosomes et les autres 47 chromosomes (46, XYouXX /
47, XYou XX, +21). [43]
La gravité du syndrome dépend de la quantité de cellules anormales et surtout de leurs

localisations tissulaires.
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Figure 28: Mécanisme de la trisomie en mosaique.[31]

3- Trisomie 21 par translocation :

1- Elle s’observe dans 3 a 5% des cas [44]. Elle n’est pas toujours facile de mettre en
évidence car il arrive qu’on retrouve chez un enfant tous les signes de la trisomie 21 et
que son caryotype ne révele que 46 chromosomes. Un examen trés attentif montre qu’il
existe bien 3 chromosomes 21 chez I’enfant : 2 sont libres et le dernier est fixé a un

autre chromosome.

En cas de translocation, il est impératif de faire le caryotype des deux parents.
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Le caryotype sanguin est le premier examen qui a permis d’identifier des anomalies
chromosomiques on peut différencier les anomalies chromosomiques constitutionnelles et les
anomalies acquises.

Les anomalies chromosomiques constitutionnelles sont des maladies génétiques
fréquentes, en pathologie humaine. Ces anomalies résultent d’un accident soit au cours de la méiose,
soit au cours de la mitose.

Notre travail nous a permis d’une part de connaitre la méthode de réalisation du

caryotype sanguin, d’autre part d’analyser les résultats de 116 caryotypes concernant les
différentes trisomies « 21,18et13 » réalisées durant la période du 04 janvier 2019 a le 16

septembre 2021, au laboratoire central du centre hospitalier universitaire Hassan Il, Fés.

Cette étude rétrospective sur trois ans a mis en évidence :

» Latrisomie 21 est I’anomalie la plus fréquente dans notre série (soit 80%), la
trisomie 18 avec un pourcentage de (12%), suivi par la trisomie 13 (8%). Donc
la trisomie 21 constitue la premiére aberration chromosomique découverte et
aussi la plus fréquente des anomalies chromosomiques.

» Grace aux résultats obtenus dans cette étude, il a été constaté que le
pourcentage des garcons atteints de trisomie (soit 54%) est elevé par rapport a
la catégorie des filles (soit 46%), ce qui a également été mentionné dans la
littérature.

» Nous avons pris en compte I'age des enfants trisomiques 21 au moment du
diagnostic. On conclut d’apres les résultats que dans la majorité des cas le
diagnostic de trisomie 21, est réalisé a moins de 5 ans, mais il est encore trés
tardif par rapport aux d’autres pays. Malgré le phénotype de la trisomie 21 qui
est visible dés la naissance le diagnostic se fait tardivement lors d’une
complication. Ceci doit imposer un examen clinique minutieux en salle de

naissance pour une meilleure prise en charge.
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» Latrisomie 21 peut se produire par trois types d’anomalies chromosomiques :
la trisomie21 libre et homogene (soit 91%), translocation (soit 7%) ou mosaique
(soit 2%). Ceci concorde avec la littérature. Dans les deux cas (la trisomie 21
libre homogene et la trisomie 21 en mosaique) c’est juste un accident et par
conséquent la réalisation du caryotype des parents n’est pas indispensable pour
le conseil génétique, concernant la trisomie 21 par translocation, 1’établissement

du caryotype des parents est nécessaire.
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