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PRESENTATION DE L'UNITE DE GENETIQUE MEDICALE ET D'ONCOGENETIQUE
UNITE DE GENETIQUE MEDICALE ET D'ONCOGENETIQUE LABORATOIRE

CENTRAL D'ANALYSES MEDICALES CHU HASSAN 11 FES

L'unité de génétique médicale et d'oncogénétique est située au deuxiéme étage du laboratoire
central d'analyses médicales. Elle représente une premiere expérience dans un CHU au Maroc. Elle est
activement mise en p[ace depuis sa création en Mars 2009 et subdivisée en 3 disc'qo['mes (C[inique,

cytogénétique et moléculaire).

® Génétique cl'mique (centre diagnosﬁc) ;

- Consultation de génétique ;

- Conseil génétique ;

- Consultation d’oncogénétique ;

- Avis du médecin généticien dans les services c['miques ;

- Hépi’ca[ de_jow en coordination avec les services c[iniques.
® Génétique chromosomique classique et moléculaire.

® Génétique moléculaire.

Le laboratoire est composé d'un plateau technique spécia[isé, comportant 5 salles 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 : comp[étement automatisée ;

- Une salle de migration et d'ana[yse des produi’ts de PCR ;

OB B T

Une salle de lecture dotée de deux microscopes couplés a des systémes de capture et
de traitement d'images.

L'unité est dirigée par Pr OULDIM Karim, Professeur de lenseignement supérieur, Le
personnel comporte également ;

) .
% Un pvofessew assistant ;



** Trois administrateurs ;

0

** Une technicienne ;

0

)
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5 vésidents en formation.

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 ana[yses de PADN et une consultation de conseil génétique et de dysmorpho[ogie. Le

tableau ci-dessous indique la liste des examens réalisés par notre laboratoire.
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es anomalies chromosomiques sont définies comme toute anomalie de nombre ou

de structure des chromosomes. Pres de 200 d'entre elles sont maintenant décrites

et répertoriés par plusieurs chercheurs surtout, Peter Nowell, David Hungerford,
Janet Rowley, Dr Afred G.Knudson (Grouchy.J),1982). L’apparition des techniques de haute
résolution et le développement de la microcytogénétique ont permis, de détecter des
anomalies chromosomiques de plus en plus fines.

La cytogénétique moléculaire d’apparition relativement récente est une discipline
frontiere entre la cytogénétique et la génétique moléculaire qui a révolutionné I'approche
traditionnelle de la cytogénétique. Actuellement, ses outils principaux sont I'hybridation
in situ en fluorescence (FISH) sur préparation chromosomique et I’hybridation génomique
comparative sur puces d’ADN (CGH-array).

Le pouvoir de résolution de la FISH (dans certaines conditions moins de 1Kb) permet une
analyse fine de la structure des chromosomes. Les applications en sont multiples tant en
recherche (cartographie physique, hybridation croisé inter-espéece...) qu’en diagnostic
(caractérisation ou détection d’'un remaniement chromosomique de petite taille...)
(Véronique Marck,2010).

La précision qu’apporte cette technique, I'accessibilité des sondes commercialisées et sa
rapidité (24h- 48h) I'ont fait une technique tres précise et qui prend de I'ampleur de jour
en jour. Les laboratoires de cytogénétique utilisent actuellement de maniére courante
cette nouvelle méthode devenue indispensable en complément de la cytogénétique
classique représenté par le caryotype constitutionnel (pré et postnatal) (Arch.Fr, 1983).

La présente étude s’intéresse surtout aux techniques de cytogénétique effectuées au
Laboratoire Centrale du Centre Hospitalier Universitaire Hassan Il, Fes, en analysant un
nombre précis de dossiers de patients durant I'année 2019, afin de :

e Déterminer Le taux des anomalies chromosomique par rapport au nombre total
des patients analysés.

e Déterminer le type des anomalies chromosomiques retrouvées.

e Préciser les techniques les plus utilisées au sein du laboratoire selon le diagnostic
postnatal prescrit, et qui sont basés surtout sur le phénotype de I'individu.

e Comparer nos résultats a ceux de la littérature.
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Le diagnostic génétique postnatal s’effectue apres la naissance, et permet de
dépister des anomalies chromosomiques causant un certain nombre de pathologies.

La plupart de ces anomalies ne possedent pas de traitement jusqu’aujourd’hui;
mais grace a ce type de diagnostic, on peut prodiguer un conseil génétique adéquat pour
éviter la naissance d’autres enfants atteints dans la fratrie.

Ces anomalies sont la source de nombreuses pathologies dont :

o L'infertilité et les fausses couches répétées surtout au premier trimestre de la
grossesse (soit | grossesse sur 151) ;

e Environ 1 nouveau-né sur 200 présente une anomalie chromosomique
responsable de malformations multiples. Un bon nombre de ces anomalies peut
étre détecté avant la naissance, a un moment ou une interruption médicale de
grossesse peut étre envisagée (si les parents le souhaitent). La majorité des
enfants porteurs d'anomalies chromosomiques naissent de parents normaux
porteurs d'anomalie chromosomique équilibrée. Elle leur conféere un risque accru
d'avoir un enfant malformé et peut étre responsable de fausses couches
répétées ;

e Les cellules cancéreuses présentent souvent des anomalies chromosomiques
complexes non présentes dans les cellules normales. Ces anomalies permettent
dans certains cas de confirmer le diagnostic. Elles ont aussi souvent une valeur
pronostique.

I.CYTOGENETIQUE CLASSIQUE

La cytogénétique classique est une discipline médicale chargée de I'étude des
chromosomes et de leurs anomalies chez I'homme responsables de malformations
congénitales, du retard mental, des anomalies de la reproduction et des principaux
cancers (Huret, 1997).
Elle est basée sur I'analyse de la constitution chromosomique de l'individu représentée
essentiellement par le caryotype.

1. CARYOTYPE HUMAIN NORMAL DEFINITION ET BUT

Le caryotype est la représentation obtenue par microphotographie de l'aspect
morphologique de I'ensemble des chromosomes d’une cellule en métaphase. C’'est aussi
le seul examen d’analyse globale du génome permettant la détection les anomalies de
nombre et de structure des chromosomes.

Le caryotype humain normal comprend 46 chromosomes. Il est dit euploide avec 44
autosomes et deux gonosomes.

Dans un caryotype, le cytogénéticien compte le nombre de chromosomes, identifie
chacun d’eux et vérifie leur structure. Pour faciliter I'analyse, les chromosomes sont
découpés et réarrangés par paires pour former un caryogramme.




L’analyse morphologique des chromosomes a pour objectif, soit de dépister des
anomalies constitutionnelles présentes sur toutes les cellules (caryotype constitutionnel),
soit de reconnaitre des anomalies en mosaique acquises limitées a un clone cellulaire.

1.1. Types de Préléevement
Pour effectuer un examen chromosomique on utilise une grande diversité de tissus
dont (Andrew et al.,2007) :
e Lymphocytes circulants: Le sang est le prélevement utilisé le plus

communément. Un échantillon de 0.5 a 1 ml est prélevé.
e Biopsie cutanée: La culture des fibroblastes de la peau est utilisée pour

rechercher des anomalies chromosomiques non détectables dans le sang (dans
le cadre d'anomalies en mosaique).
e Biopsie testiculaire : Cet examen est le seul qui permet d'étudier la méiose.

1.2. Classification et nomenclature des chromosomes

Un chromosome est formé d'un bras court et d'un bras long désignés
respectivement par les lettres "p” et”q"et reliés par un centromeére désigné par la lettre c.

La classification des chromosomes métaphasiques se fait selon leur longueur
relative et I'indice centromérique :

e La longueur relative désigne la longueur d'une paire de chromosomes donnée,

rapportée a la longueur des autres paires. Elle permet une classification globale
des chromosomes en sept groupes allant de A a G.
e L'indice centromérique est le rapport de la longueur du bras court (p) par rapport

. P P
a la longueur totale du chromosome (m).ll permet une classification des

chromosomes en métacentriques (p=q), distaux (p < q) et acrocentriques ou le
bras court est pratiquement inexistant et réduit a de I'hétérochromatine.

La nomenclature internationale permet de définir chaque chromosome par un
numeéro d'ordre, allant de 1 a 22 pour les autosomes, les gonosomes étant définis par les
lettres X et V.

Chaque bras est divisé en régions numérotées a partir du centromere en chiffres
arabes. Les régions sont identifiables grace aux « bandes » que l'on révéle par les
méthodes de marquage. Elles sont numérotées selon les tables de référence (RAZAVI-
ENCHA et al.,1988).

1.3. Indications en pathologie constitutionnelle
En prénatal :

e Grossesse antérieure avec anomalie chromosomique ;
e Présence d’'un remaniement parental équilibré ou non ;
e Age maternel avancé ;

e
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e Anomalie feetale décelée a I’échographie ;

e Dépistage sérique maternel anormal ;

e Possibilité d’'un syndrome d’instabilité chromosomique ;
e Diagnostic de sexe.

Chez le houveau-né, I'enfant et I’adolescent :

e Retard psychomoteur. ;

e Syndrome dysmorphique (surtout avec retard mental) ;

e Syndrome polymalformatif.

e Ambiguité sexuelle ;

e Retard de croissance chez une fille ;

e Impubérisme ;

e Maladies cassantes ;

e Expression inhabituelle d’une maladie liée a I’X chez une fille.

Chez I'adulte :

e Parents et familles d’enfants porteurs d’'une anomalie chromosomique
Aménorrhée/ Ménopause précoce ;

e Antécédents personnels et familiaux de morts foetales ou de malformations
récurrents ;

e Anomalie du spermogramme (azoospermie ou oligospermie sévere).

e Hypogonadisme d’origine basse ;

e Maladie abortive ;

e Bilan d’une procréation médicalement assistée ;

e Expression inhabituelle d’'une maladie liée a I’X chez une femme.

1.4. En pathologie chromosomique acquise

Leucémies et tumeurs solides (diagnostic, suivi de I’évolution, rémission, rechute,
acutisation).
L'indication d’un caryotype nécessite un examen clinique précis qui permet souvent de
suspecter 'anomalie, car la duplication ou la déficience d’un segment chromosomique
donné correspond a un syndrome souvent stéréotypé avec une dysmorphie faciale.

En général, les anomalies des autosomes ont des conséquences graves et diffuses et
associent une dysmorphie craniofaciale, des troubles de tonus, un retard mental, des
anomalies des dermatoglyphes et des malformations viscérales non spécifiques.

Toutefois les indications du caryotype sont relativement restreintes : les maladies
géniques ne sont pas explorées par un caryotype et une malformation isolée
s’accompagne rarement d’'une anomalie chromosomique.




2. ANOMALIES CHROMOSOMIQUES

2.1. Types d’anomalies chromosomiques

Les aberrations des chromosomes peuvent porter soit sur le nombre, soit sur la
structure. La premiéere cellule mére d’un ovule fécondé posséde un nombre diploide (46)
de chromosomes provenant pour moitié du pére et pour moitié de la mere. Cette cellule
se divise aussitot, puis les deux cellules filles et le phénomeéne (mitose) répété plusieurs
fois aboutit a la formation de toutes les cellules somatiques de I'organisme. Celles-ci
contiennent chacune le méme nombre de chromosomes que la cellule mére, grace au
mécanisme de duplication chromosomique qui se produit a chaque division cellulaire.
Cependant, la méiose aboutit a la formation des gameétes qui ne contiennent qu'un lot
haploide de chromosomes (Jhaet al.,2000 ; RAZAVI-ENCHA et al.,1988).

Les erreurs mitotiques et méiotiques peuvent donner des anomalies

chromosomiques portant sur le nombre ou la structure des chromosomes.

Si I'erreur se produit au cours de I'une des deux divisions de la méiose, toutes les
cellules sont porteuses de I'anomalie qui est dite homogéne. Si celle-ci se produit lors des
premiers stades du développement embryonnaire, le sujet aura deux populations
différentes, I'une normale, l'autre porteuse de I'anomalie qui est dite en mosaique.

Il existe deux types d’anomalie chromosomique. Celles affectant le nombre des
chromosomes dont les plus fréquentes sont :
e Les aneuploidies : c’est la perte ou le gain d’un ou de plusieurs chromosomes ;
e Les polyploidies : désignant un nombre anormal de lots haploides entiers.
Quant aux anomalies de structure, elles sont la conséquence de cassures et de
réarrangements chromosomiques anormaux. Elles peuvent étre :
e Equilibrée : s’il n'y a ni perte ni gain de matériel génétique ;
e Déséquilibrée : s’il en résulte une délétion et/ou une duplication d'un
fragment (Anderson et al.,1994).

Plusieurs éventualités sont a envisager et sont schématisées dans la Figure 1 :
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Figure 1 : Différentes anomalies de structure (Jean et al.,2000).

2.2. Risques d’anomalies chromosomiques

Plusieurs facteurs augmentent le risque qu’un enfant soit porteur d’'une anomalie

chromosomique :

L’age avancé de la meére : dans le cas de la trisomie 21, le risque augmente de
facon exponentielle avec I’dge de la meére aprés 35 ans.

Les antécédents familiaux :la prédisposition familiale a la trisomie 21 (y compris
parmi les enfants du couple) augmente le risque.

Une malformation congénitale chez un précédent bébé :Avoir donné naissance
a un enfant vivant porteur d’'une anomalie congénitale ou a un bébé mort-né,
méme sans savoir que le bébé était porteur d’'une anomalie chromosomique ou
pas, augmente le risque d’avoir un enfant porteur.

Fausses couches précédentes: les antécédents d’avortements spontanés a
répétition augmentent le risque de donner naissance a un enfant porteur
d’aberrations chromosomiques.

Une anomalie chromosomique chez I'un des futurs parents : La présence d’une
anomalie chromosomique chez I'un des parents ou les deux, majeur le risque,
méme si le parent n’est que porteur sain et ne présente aucun caractéere

e
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physique pathologique. Le médecin suspecte une telle anomalie lorsque le
couple a subi plusieurs fausses couches, a eu des problemes d’infertilité ou a
donné naissance a un bébé atteint de malformations congénitales.

3. CONSULTATION DE GENETIQUE MEDICALE

La consultation de génétique est une consultation médicale assurée par un médecin
généticien. Elle passe par I'examen du patient et la réalisation d’un arbre généalogique de
sa famille.

A la suite de la consultation, le médecin pourra prescrire (au malade et/ou a
d’autres membres de la famille) un examen génétique et/ou d’autres examens
complémentaires (IRM, échographie, examen ophtalmologique, examen ORL,
radiographie, bilan biologique ...).

Les résultats des examens seront communiqués au patient par le médecin
généticien pendant une consultation (Laboratoire National de Référence,2017).

II.LCYTOGENETIQUE MOLECULAIRE

Depuis la fin des années 80, les cytogénéticiens ont a leur disposition de nouvelles
techniques alliant I'établissement du caryotype et la biologie moléculaire dont le niveau
de résolution se situe a une échelle intermédiaire : la cytogénétique moléculaire.

Les techniques de la cytogénétique moléculaire reposent sur le principe de
I’hybridation de la molécule d’ADN avec une séquence complémentaire variable en
fonction de la technique utilisée et de la pathologie étudiée.

Les principales méthodes de cette discipline sont I'Hybridation Génomique
Comparative "CGH"et I'Hybridation in situ Fluorescente "FISH"” (Delobel ;2011).

1. HYBRIDATION GENOMIQUE COMPARATIVE "CGH"

C'est une technique globale d'étude du génome permettant a partir de I'ADN d'un
patient de détecter un déséquilibre génomique avec un pouvoir de résolution de I'ordre
de 5-10 Mb. La CGH est a présent peu employée dans les laboratoires de routine de
cytogénétique constitutionnelle a cause des exigences techniques qu'elle impose
(Froenicke, 2005).

2. HYBRIDATION IN SITU EN FLUORESCENCE"FISH"

C'est une technique de la cytogénétique moléculaire basée sur le principe
d'hybridation et permettant, d’'une part la détection de remaniements chromosomiques
d’une taille inférieure a 3 Mb, et d’autre part, I'’étude des anomalies chromosomiques sur
les noyaux en interphase.




L'hybridation est un processus moléculaire qui
joint  deux  molécules d'ADN  simple brin
complémentaires pour former une molécule d'ADN
double brin. La FISH utilise ce processus pour localiser
des sondes sur des chromosomes cibles. Elles
s'hybrident sur ces derniers sous forme simple brin
lorsque leurs séquences sont complémentaires. La
fluorescence est ensuite capturée sur une image (Figure

chromosomes cibles.

FISH Test: 3 copies of chromosome 21

2) permettant de localiser les sondes sur les JEESERVESNOMTAERLNGLD)
2 copies of chromosome 18

Cette technique est particulierement utile pour e Figure2 : Exemple d’image en FISH :

diagnostic rapide des anomalies du nombre des  Trisomie 21(en orange)

chromosomes et I'étude des microdélétions mais aussi

(www.Slidesshare2018).

c’est un complément du caryotype (Liehr et al.,2009).

2.1. But

La FISH déceéle des anomalies inframicroscopiques (qui sont trop petites pour

pouvoir étre observé au microscope optique) échappant au caryotype traditionnel.

Permet de connaitre I'origine d’un petit chromosome surnuméraire, de préciser les

portions de chromosomes impliquées dans les remaniements et de dire si elles sont ou

non déséquilibrées.

2.2. Substrats de la technique FISH

La technique FISH peut étre appliquée sur différents substrats tels :

Une préparation chromosomique de métaphase obtenue par caryotype classique
(culture, blocage, choc, fixation, étalement) ;

Des noyaux interphasiques de préparations cellulaires totales (étalement de
sang, de moelle osseuse) ou des sections minces de tissu paraffiné.

2.3. Sondes utilisées en technique FISH

Il _existe quatre types de sondes actuellement utilisées pour la technique FISH

(Figure 3) :

Sondes télomériques : spécifiques des extrémités terminales des bras courts et

longs des chromosomes. Elles permettent de mettre en évidence des anomalies
chromosomiques impliquant les régions télomériques des chromosomes.
Sondes centromériques : Elles s'hybrident au niveau des centromeres des

chromosomes. Les séquences dont elles sont complémentaires sont
naturellement présentes en un grand nombre d'exemplaires au niveau des
centroméres. Le signal obtenu est donc en général intense car la sonde s'hybride
sur chacune des séquences complémentaires présentes.
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Figure 3 : Différents types de sondes.

: Ces sondes de petite taille permettent d'identifier

une région trés précise du génome. Elles sont obtenues par marquage de I'ADN
cloné dans différents vecteurs (plasmides, cosmides, YACS, BACs...).

Leur intérét principal réside dans la mise en évidence rapide de remaniements
impliqguant une région chromosomique précise (amplifications, microdélétions,
translocations, inversions ...).

Ces sondes peuvent étre employées seules ou étre combinées entre elles pour
obtenir un marquage multi-couleur permettant une interprétation plus aisée de
certains remaniements.

Sondes de peinture chromosomique : Elles sont constituées d'un ensemble de

sondes de petite taille couvrant I'ensemble du chromosome. Ces sondes sont
obtenues apres isolement et marquage de I'ADN d'un chromosome. Leur
réalisation ne nécessite pas de connaitre la séquence de cet ADN. Apres
hybridation, on observe un marquage de tout le chromosome. Il existe
également des peintures spécifiques d'un bras ou méme de quelques bandes
chromosomiques. Ces sondes sont tres utiles pour interpréter certaines
translocations complexes, mettre en évidence des échanges de petite taille, ou

identifier précisément I'origine d'un fragment non identifié (M. Christine ,1996).

2.4. Indications de la FISH

La FISH est une technique indiquée pendant different stades de maturité humaine

en prénatale ou en postnatale par différentes manieres.

En postnatale, les indications sont :

Caractérisation d’un remaniement de novo et/ou complexe faisant intervenir
plusieurs chromosomes ;

Précision des points de cassure d’'une anomalie de structure révélée par
caryotype standard ;

e
9



e Diagnostic des microremaniements (microdélétions, microduplications....) ;

e Détermination de |'origine des marqueurs chromosomiques ;

e Etude des translocations cryptiques et semi-cryptiques ;

e Recherche des remaniements subtélomériques (en cas de retard mental) ;

e Evaluation et exploration d’un mosaisme ;

e Explorations d’anomalies de nombre ou de structure des gonosomes) (Froenicke,

2005).

2.5. Limites de la méthode
Ne peut détecter que les anomalies numériques ou structurales connues ou
présumées se rapportant a la sonde ADN utilisée en complément de l|'analyse des
chromosomes.
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Il s’agit d’'une étude rétrospective portant sur 124 patients adressés au service de
génétique du CHU Hassan Il Fés depuis janvier 2019 a mai de la méme année.

Les données cliniques ainsi que les résultats sont recueillies a partir du registre de
caryotype postnatal constitutionnel. Pour chaque patient, un prélevement de sang
veineux (de 3 a 5 ml) a été effectué et immédiatement traité.

I.REALISATION DU CARYOTYPE

Le caryotype est la représentation obtenue par microphotographie de I'aspect
morphologique de I'ensemble des chromosomes d’une cellule en métaphase ou en pro
métaphase.

1. PRINCIPE DE LA TECHNIQUE
Apres culture, les cellules sont bloquées au stade de métaphase grace a la
colchicine, puis soumises a un choc hypotonique. Elles sont ensuite étalées et fixées.

Une dénaturation thermique suivie d’une coloration spécifique de la chromatine
permet de visualiser au sein des chromosomes des bandes de coloration alternativement
claires et foncées et contribue a l'identification, a I'intérieur des bras, des régions et des
sous-régions.

Les chromosomes sont classés par paire, grace a un systeme d’analyse semi-
automatique, selon leur taille, la position du centromere et le banding chromosomique.

2. MODE OPERATOIRE
Les réactifs utilisés pour la réalisation du caryotype sont :

e Milieu de culture cellulaire Pbmax ;

e Colchicine 10mg/ml ;

e KCL. (0.065M);

e Fixateur (carnoy I) : est obtenu par mélange de 3 volumes de méthanol pour 1
volume d’acide acétique.

e Eaudistillée.

3. PROTOCOLE DE LA TECHNIQUE “ CARYOTYPE”’

3.1. Culture cellulaire
Pour cela, il est nécessaire d'avoir des cellules en phase de multiplication active. La
durée de la culture cellulaire est de 72 heures pour les lymphocytes sanguins. Sous hotte
a flux laminaire on ajoute 500 ul de sang total a 8ul du milieu Pbmax. Des regles d’asepsie
rigoureuse doivent étre respectées pour éviter toute contamination.
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Les tubes sont ensuite mis dans I’étuve a 37 en position inclinée pour augmenter la
surface d’échange avec I'oxygéne.

3.2. Accumulation des cellules en métaphases
Aprés 72h de culture, on ajoute dans chaque tube 100l de colchicine (10mg/ml),
puis on Met en suspension les tubes et on les remet en position inclinée a I'étuve (Figure
4) pendant 50 min.

Figure 4 : Incubation des tubes dans I’Etuve.

3.3. Choc hypotonique

Une heure avant le choclhypotoniqug, la solution
la de KCL 0.065M (1.4g de KCLosg366mtjest
préparée, et mise a une température de 37°C dans
I’étuve , les tubes sont sortis de I'étuve et mélanger
doucement, Centrifuger par la suite (Figure 5) a
1500tr/mn a 25°C pendant 5 min puis le surnageant est
aspiré, quelques gouttes de la solution hypotonique
(KCL 0.065 M préalablement préparée et portée a
37°C) sont joutées dans chaque tube , le culot est bien Figure 5 : Centrifugeuse.
dissous et suspendu I'aide d’une pipette Pasteur, 12
ml par tube est complété par la solution hypotonique de KCL, et finalement les tubes et
sont homogénéisés et remis a I’étuve pendant 20min.

3.4. Fixation
Le fixateur est mis dans un flacon propre et sec en verre, stocké dans la glace ou
+4°C, Prévoir 30ml par tube pour 3 fixations.

a. Préfixation :
1ml de fixateur frais est ajouter dans chaque tube puis Centrifuger a 1500 tr/min
durant 5min.

12
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1% fixation :
Le culot est Remi en suspension dans quelques gouttes de Carnoy | préparé
extemporanément, puis compléter a 10 ml, les tubes sont Homogénéiser et fixer
pendant 20 min a température ambiante.

28me fixation (identique a la premiére)
Les tubes sont Centrifuger a 1500 t/min pendant 5 min, le surnageant retirer
jusqu’environ 0.5 ml du niveau du culot, la suspension est remise délicatement dans

qguelgues gouttes de Carnoy | et compléter a 8 ml, puis Homogénéiser et laisser fixer
pendant 45 min minimum a température ambiante.
3.5. Etalement
Etalement sur des lames a bords rodés dans une piéce a température de 22°c (+/-
2°C), et a 45% (+/-5°C) d’humidité minimum, le surnageant est retirer et Remi en
suspension dans du carnoy |, selon le culot, aspirer dans I'effilure de la pipette qui doit
étre retenu horizontalement ;

2 gouttes sont mises par lame a c6té de

I’"humidificateur puis laisser sécher finalement la
richesse en mitose des lames est observer au
microscope inverse (Figure6).

N.B : La qualité de la lame est appréciée sous
microscope inverse selon :
Le nombre de mitoses ;
La qualité de I’éclatement cellulaire ;
La forme des chromosomes.

Figure 6 : Microscope inverse.

IlLREALISATION DE LA TECHNIQUE FISH (FLUORESCENCE IN SITU
HYBRIDIZATION)

Dans cette partie on s’intéresse a la technique FISH observée plusieurs fois au cours de la
période du stage. Deux jours est la période nécessaire pour la réalisation et I'obtention de
résultats interprétables.

1. SUBSTRATS DE LA TECHNIQUE FISH
La technique FISH peut étre appliquée sur différents substrats tels :
e Une préparation chromosomique de métaphase ou d’interphase obtenue par
caryotype classique (culture, blocage, choc, fixation, étalement) ;
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e Des noyaux interphasiques de préparations cellulaires totales (étalement de
sang, de moelle osseuse) ou des sections minces de tissu paraffiné.

2. PRINCIPE DE LA TECHNIQUE

Le caryotypage classique se limite a la détection de réarrangements impliquant plus
de 5 Mb d'ADN. La méthode FISH permet de détecter des séquences de 100kb a 1 Mb.
(Figure 7).

Gane Pixed Cells
T e
DNAase »
(random cut) ey .- \
P Dig-<UTP (or Blotin-duTP) Denaturation
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- The gone is located

Figure 7 : Principe de la FISH.

Cette technique implique I’hybridation de sondes de séquences d'ADN spécifiques
couplées a un marqueur fluorescent avec I'ADN du patient, puis la détection ultérieure au
microscope de la présence, l'absence d’'un nombre anormal d'exemplaires ou
d'emplacements pathologiques d'un signal de fluorescence donné.

3. MODE D’ OPERATOIRE

3.1. Préparation des lames pour la FISH
Avant de démarrer toute technique, il faut penser a mettre au bain-marie les
solutions utilisées a chaud. Il ne faut pas démarrer les étapes tant que les solutions n’ont
pas atteint la température requise.

3.2. Prétraitement
Les lames doivent étre immergées dans la solution 2XSSC, 70% Formamide a 37°C
pendant 30 min, ensuite dans du PBS une fois pendant 1 minute (Figure 8a).
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Figure 8 : Mode opératoire de la technique FISH.

3.3. Traitement a la pepsine
Les lames sont placées sur le ThermoBrite (Figure 9)
(Abbott 7J9120) a 37°C et la section recouverte avec la pepsine /
diluée.

1= [t ThermaBrite

L'incubation dure entre 10 et 20 min, et les lames sont
ensuite immergées dans du PBS une seule fois pendant 2
minutes.

Les lames sont déshydratées par la suite dans un gradient
d’ETOH 70, 85, 100% pendant 2 minutes chacun et ensuite
séchées avant de procéder a I'étape d’Hybridation (Figure 8b).

Figure 9 : ThermoBrite.
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3.4. Hybridation des échantillons
La sonde et le tampon d’hybridation sont portés du congélateur a une
température ambiante. La sonde et le tampon sont centrifugés, ensuite vortexés et a
nouveau centrifugés (Figure 8c).

On dépose 10uL de la sonde sur une lamelle (Figure 8d). Les sondes sont
généralement disponibles dans le laboratoire sous forme commercialisée.

La lame échantillon est retournée immédiatement sur la lamelle, et scellée a I'aide
de rubber cement (Figure 8e).

La lame est ensuite placée dans le ThermoBrite (Figure 9) et laissée incuber a 37°C
pendant environ 5 minutes avant de lancer le programme de dénaturation/hybridation.

La température de dénaturation : 73°C / Temps de dénaturation : 1 minute et la
température d’hybridation : 37°C / temps d’hybridation 20 h.

3.5. Lavage post-hybridation
A partir de cette étape, il est impératif de travailler en lumiére réduite de maniére
a préserver les fluorochromes des sondes présentes sur les lames. A la fin de
I’hybridation, il faut faire sortir les lames du ThermoBrite.

Le rubber cement est retiré, sans retirer la lamelle. La lame est placée dans la
solution de lavage 2XSSC/0,1% NP40 a température ambiante pour faciliter le
décollement de la lamelle (quelques secondes). Pour plus de facilité, les lames peuvent
étre placées dos a dos.

Les lamelles sont retirées par la suite délicatement et transférées dans la solution
0,4XSSC/0,3% NP40 a 73°C. Une agitation rapide est effectuée pendant 2 min. Les lames
sont retirées de la solution a 73°C et rincées a température ambiante pendant 30s a
1minute. Finalement les lames sont mises a sécher a I'obscurité.

3.6. Contre coloration des noyaux au DAPI
10ul de DAPI sont déposés sur une lamelle couvre-objet. La lame échantillon est
retournée sur la lamelle (méme technique que celle de la sonde d’hybridation) .

3.7. Lecture
Avant de passer a la lecture des résultats, il faut placer les lames pendant au moins
5 minutes a 4°C. La lecture des résultats s’effectue a I'obscurité sur le microscope lié au
cytoscan qui permet la capture des résultats.
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III.LANALYSE DES DONNEES
Les résultats rassemblés sont analysés en faisant appel a des études statistiques
pour déterminer la fréquence et le type des anomalies chromosomiques détectées par le
caryotype d’une part, et celles détectées par la FISH d’une autre part.
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ILANOMALIES CHROMOSOMIQUES DEPISTEES

1. POURCENTAGE D’ANOMALIES CHROMOSOMIQUES

Les données dont on dispose pour apprécier la fréquence des anomalies
chromosomiques par rapport au nombre total des analyses effectuées au laboratoire
centrale du centre hospitalier universitaire Hassan |l, Fes, sont rassemblées a partir du
registre du caryotype postnatal constitutionnel sur un total de 124 dossiers enregistrées en
2019 (Figure 10).

m Absence d'animalie

Présence d'anomalie

Figure 10 : Pourcentage du caryotype normal et anormal.

Sur les 124 patients qui ont bénéficié d’un diagnostic postnatal, 26 cas (soit 21%) ont
eu un caryotype et ou FISH anormal, les 98 (soit 79%) ont eu des résultats normaux.

L’analyse a été prescrite aprés une orientation clinique, biologique et radiologique
chez les patients. Les principaux motifs de consultation sont le syndrome malformatif, le
retard staturo pondéral, les fausses couches a répétition, et le bilan d’infertilité.

Une étude réalisée par Catherine Turleau et Marguerite Prieur en 2000 (Service de
cytogénétique Necker Enfants malades a Paris), annonce que 0,6% a 0,9% des enfants
vivants sont porteurs d’une anomalie chromosomique, et cela confirme le taux faible de
ces anomalies. Ces statistiques sont réalisées sur un total des naissances.

Une autre étude réalisée dans le service de Génétique du CHU Mohammed VI de
Marrakech (2015), sur 122 patients qui présentent un syndrome dysmorphique et ou
malformatif, a montré que 68 patients (soit 55,74 %) présentaient des anomalies
chromosomiques et 54 patients (soit 44,26%) avaient un caryotype normal,pouvant
confirmer ainsi que.la cause principale des malformations et la dysmarphie est la présence
d’anomalies chromesomiques, avec des different degrés de gravité. :
GI
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2. TYPES DES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES RETROUVEES

Les anomalies autosomiques sont les plus fréquentes, 18 cas parmi les 26 cas
présentant des résultats positifs (soit 69,23%). On trouve parmi ces 18 cas, la trisomie 21,
trisomie 18 et la trisomie 13. L'étude du service de Génétique de CHU Mohammed VI de
Marrakech (Amedimele, 2015), montre que les anomalies autosomiques sont les plus
fréquentes avec un pourcentage de 90,75%. Il peut s’agir d’anomalies de nombre ou de

structure intéressant les autosomes et survenant soit au cours de la méiose ou lors des
premieres divisions du zygote.

En ce qui concerne les anomalies gonosomiques on a diagnostiqué trois cas (soit
11,53%), tous en faveur du syndrome de Turner (Figure 11).

L’anémie de Fanconi a été révélée chez quatres individus (soit 15,38%).

Finalement Le plus petit pourcentage revient aux syndromes microdélétionnels
retrouvé chez seulement un seul cas (Syndrome de Williams) (soit 3.84%).

B Anomalies autosomique
Anomalies gonosomique
m Syndromes microdeletionnels

W Autres

Figure 11 : Taux des différent types d’anomalies diagnostiquées durant la période du
stage.

19



II.LFREQUENCE DES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES
En général on a trouvé une grande diversité des anomalies chromosomiques, la
fréquence de chacune d’entre elles differe. On trouve un pourcentage trés important
surtout pour la trisomie 21 (soit 61,53%) (Figure13). Suivi par le syndrome de Turner ou on
a observé 3 cas (soit 11,53%). Ensuite 4 cas d’anémie de Fanconi (soit15,38%), Finalement
on a diagnostiqué qu’un seul cas respectivement pour la trisomie 13, trisomie 18 et le
syndrome de williams (soit 3,84%).

70
60
61.53%
50
40
30
20
) -
3.84% 3.84% 9
0 = = “
H Trisomie 13 trisomie 21 B Syndrome de Williams
B Anemie de Fanconi B Trisomie 18 B Turner

Figure 12 : Fréquence des différentes anomalies chromosomique.

IILANOMALIES CHROMOSOMIQUES DETECTEES PAR LE CARYOTYPE

Les anomalies autosomiques sont des anomalies qui touche le nombre ou la
structure des chromosomes non sexuels (Autosomes) qui sont de nombre de 22, surtout
au cours de la méiose. Chaque type d’anomalies peut étre viable comme la trisomie 21 et
le syndrome de Turner, ou non viable comme le cas de la trisomie 13 et 18, ca dépend de
la gravité des malformations et des pathologies accompagnées.

1. ANOMALIES AUTOSOMIQUES

Parmi les 26 cas présentant une analyse positive, 21 ont une anomalie de nombre
(soit 80,76%), (Tableau 1) les anomalies de nombre retrouvées sont soit autosomiques
tels la trisomie 21,18,13 ou gonosomiques tel le syndrome de Turner (soit 14,28%). La
plus fréquentes des anomalies autosomiques de nombre c’est la trisomie 21 ou on trouve
16 patients (soit 76,19%), par la suite on observe un pourcentage égal pour la trisomie 18
et la trisomie 13 (soit 4,76%) équivalent a un seul cas. Et ce sont des anomalies détectées
par le caryotype.
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Le reste (soit 19,24%) est représenté par le syndrome de williams et I'anémie de
Fanconi, sans d’oublier de mentionner que cette anémie est autosomique récessive et
rarement liée au chromosome X diagnostiquée dans notre laboratoire par le caryotype.

Anomalies de | types Nombre | pourcentage
nombre de cas
Autosomiques | Trisomie 21 16 76,19%
47 XX,+21
Trisomiel3(translocation robetsonienne ) 1 4,76%
47,XY,+13
Trisomie 18 1 4,76%
47,XX,+18
Gonosomiques | Syndrome de Turner 3 14,28%
(45,X)
Total 21 100%

Tableau 1 : Fréquence des différentes anomalies du nombre (étude de 2019).
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B Trisomie 21 B Trisomie 18 Trisomie 13

W Turner

Figure 13 : Fréquence des différentes anomalies chromosomiques de nombre.
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1.1. Trisomie 21
Dans notre étude parmi les 21 cas qui souffrent d’anomalies de nombre, 16 (soit
76,19%) (Figure 13) sont des trisomies 21, ou encore nommé syndrome de Down. Ce grand
chiffre est d au fait que c’est une des anomalies viables les plus fréquentes. En effet
D’aprés I'étude réalisée par Hopkins en 1998, on constate environ un patient atteint par la
trisomie 21 parmi 750 nouvelles naissances.

Elle atteint les deux sexes de facon égale avec une survie qui peut aller jusqu'a 60 ans,
et est caractérisée par la présence d’'un chromosome surnuméraire pour la 21éme paire.

Le retard psychomoteur ou retard mental est constant chez les enfants trisomiques
21; cependant, la prise en charge précoce permet d’améliorer le pronostic. Le taux de
mortalité est généralement élevé dans les premiers mois de la vie et résulte des
malformations associées (Marc et al., 2004).

1.2. Trisomie 18 (Syndrome d’Edwards)
Un seul cas de trisomie 18 est trouvé dans notre étude (soit 4,76%) (Figure 13) : (47,
XY) +18. La trisomiel8 a été décrite en 1960, il s’agit d’anomalie extrémement sévere. Son
incidence est d’un sur 8.000 naissances.

Lorsqu'exceptionnellement il existe une survie prolongée, un retard mental sévere est
associé. Les malformations cardiaques sont présentes dans 90% des cas (Marc et al., 2004).

1.3. Trisomie 13 (Syndrome de Patau)

Un seul cas est observé (soit 4,76%) (Figure 13) ou le caryotype est positive. La
trisomie chez ce patient est causée par une translocation robertsonienne entre les
chromosomes 13 et 14. Dans une autre étude, on déclare un cas sur 10.000 naissances
(Marc et al., 2004).

Les enfants atteints dépassent rarement un an de vie (Powell Hamilton et al., 2016).

Cela explique la présence d’'un nombre de patients si faible par rapport aux autres types
d’anomalies viables.

2. ANOMALIES GONOSOMIQUES : TURNER

On a détecté trois cas (soit 14,28%) (Figure 13) dans notre étude. Le syndrome de
Turner est une des anomalies chromosomiques féminines (45, X) les plus fréquentes, causé
par la perte totale ou partielle d’'un gonosome X chez un foetus féminin. Il est moins
fréquent que les anomalies autosomiques. Ce type d’anomalie affecte une sur 2500 petites
filles a la naissance (Bondy CA, 2007).
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3. L’ANEMIE DE FANCONI

C’est une anomalie autosomique récessive tres rare (soit 15,38%) (Figure 12), pouvant
évoluer vers une aplasie médullaire. Les analyses génétiques sont demandées pour
confirmer un diagnostic suspecté cliniguement. Le caryotype permet de mettre en évidence
la présence de cassures chromosomiques en présence d’un agent alkylant I’ADN
(mytomycine C).

IV.ANOMALIE CHROMOSOMIQUE DETECTEE PAR LA FISH: SYNDROME DE
WILLIAMS

Les syndromes microdeletionnels sont définis par la présence d’une anomalie
chromosomique de taille mineure (inférieure a 5 mégabases) ou aneusomie segmentaire,
décelable par cytogénétique moléculaire (FISH : Fluorescent in Situ Hybridization).

Les syndromes microdélétionnels représentent des syndromes cliniques avec des
phénotypes suffisamment caractéristiques pour étre reconnus cliniquement.

Plusieurs syndromes microdélétionnels peuvent étre confirmés aisément, les plus
recherchés sont Le syndrome de Williams (microdélétion en 7q11.23) (Quldim et al., 2012).

Dans notre étude on a trouvé un seul cas (3.84%) (Figure 12), Une étude confirme
gu’un sur 20 000 naissances souffrent de ce syndrome (Bedeschi et al., 2011). Et cette
grande différence pourrait étre expliquée par la faible taille de notre échantillon.

Le syndrome de Williams est une trouble complexe du développement décrit il y a 35
ans. Ce syndrome est causé par un accident génétique chromosomique lié a la perte d’'un
petit fragment du chromosome 7(Figure 15). Ou sont situés de nombreux génes dupliqués,
ce qui explique la grande hétérogénéité clinique. La FISH est seule capable de les détecter.

Pour confirmer une microdélétions lors d’une suspicion, des sondes spécifiques qui
s’hybrident au chromosome en question sont utilisées.

Deux types de sondes sont utilisées : une sonde de contréle et I'autre pour le test.

Pour les suspicions de syndrome de williams : La sonde de controle utilisée est LSI D75486,
D7S522 qui s’hybride au milieu du bras g du chromosome 7 (7g31) en le marquant d’une tache
fluorescente verte. La sonde test utilisée est LSI ELN qui s’hybride a I'extrémité proximale (7q11.23)
en le marquant d’une tache fluorescente orange.
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Le diagnostic postnatal génétique concerne en majorité des maladies rares. Il s’agit de
maladies touchant le matériel génétique pouvant étre soit accidentelles lors de la
formation de 'embryon ou alors héritées des parents. Parmi ces maladies, certaines sont
chromosomiques, d’autres géniques.

La cytogénétique moléculaire ainsi que la cytogénétique classique permettent la
réalisation de ce diagnostic postnatal chromosomique et peuvent étre effectuées a
différentes étapes de la vie et sur différents types de prélevements.

Nous avons analysé par cette étude les différents résultats de Fish et Caryotype réalisées
en 2019 au Laboratoire Centrale du Centre Hospitalier Universitaire Hassan I, Fés.

Le pourcentage des anomalies détectées est de 21%. Ce taux reste relativement faible et
ceci est d a la faible résolution de ces deux techniques.

Les anomalies les plus fréquentes dans notre série sont la trisomie 21 (soit 61,53%), le
syndrome de Turner avec un taux de (11,53%). Suivi par 'anémie de Fanconi (7,69%). La
trisomie 13 représente 3,84% des anomalies. Les anomalies autosomiques sont beaucoup
plus fréquentes que ceux des anomalies des gonosomes. Un syndrome microdélétionnel a
été retenu chez 5 cas.

Le diagnostic génétique passe par un examen clinique syndromique, des examens
radiologiques et électro physiologiques et un bilan métabolique. L'exploration
cytogénétique ne vient qu’a la fin de cet arsenal diagnostic. Actuellement grace a de
nouvelles techniques comme la. CGH array et les techniques de séquencage ciblé et
séguencage a haut débit (NGS) un diagnostic génétique précis pourrait étre établi chez les
patients dont I'étude cytogénétique s’est révélée sans anomalies.
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Résumé

Le caryotype et I’hybridation in situ en fluorescence sont des techniques d’une importance
majeure en ce qui concerne le diagnostic génétique postnatal, en analysant de facon précise le
nombre et la structure des chromosomes.

Le but de la présente étude rétrospective effectuée sur 124 cas analysés en 2019 est surtout d’estimer
la fréquence, I'aspect clinique, et les différents types d’anomalies chromosomiques diagnostiqués au
Laboratoire Centrale du Centre Hospitalier Universitaire Hassan Il, Fes.

Dans notre série, nous avons pu diagnostiquer 26 patients soit un taux d’anomalies
chromosomiques de 21% sur un total de 124 cas. Des fréquences similaires ont été signalées
auparavant dans d'autres études, bien que d’autres taux inférieurs au notre ont été rapportés.
Cette large variation de fréquence des aberrations chromosomiques pourrait refléter des
variations dans les criteres d'inclusion et les indications du caryotype postnatal constitutionnel
et des méthodes de cytogénétique utilisées.



