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INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

Le syndrome de Down, ou trisomie 21, est une anomalie chromosomique congénitale
caractérisée par la présence d’un chromosome 21 surnuméraire. Il s'agit de l'une des
anomalies les plus fréquentes observées en consultation de génétique, avec une incidence
d’environ 1 naissance sur 700 a 1 000 (Mai CT, et al, 2019), conduisant a un tableau clinique
caractéristique associant retard mental, dysmorphie faciale et malformations congénitales.
L’identification précise de cette anomalie chromosomique est essentielle pour le diagnostic, le

conseil génétique et la prise en charge des patients et de leurs familles. (Mai CT, et al, 2019).

Cette aberration chromosomique a été décrite pour la premiere fois en 1866 par John
Down qui a fait une description détaillée des personnes trisomiques. Puis, en 1959, Jérome
Lejeune et ses collaborateurs ont découvert I’existence d’un troisiéme chromosome sur le

21°™ paire chromosomique chez ces patients a I’origine du syndrome.

Le diagnostic cytogénétique de la trisomie 21 repose historiqguement sur la
cytogénétique conventionnelle, notamment par I’établissement d’un caryotype a partir des
cellules en division. Cette méthode permet de visualiser le nombre et la structure des
chromosomes et de détecter une trisomie libre, une translocation robertsonienne ou une forme
en mosaique du syndrome (Belmokhtar, R., & Kerfouf, A. (2014). Bien que fiable, cette
méthode nécessite un temps d’analyse relativement long (environ 7 & 10 jours) et peut

présenter des limites dans les cas de mosaiques faibles ou de translocations cryptiques.

L’avenement de la cytogénétique moléculaire, et notamment de la technique FISH
(Fluorescent In-Situ Hybridization), a permis de compléter et d’affiner le diagnostic. Cette
technique rapide (24 a 48h) utilise des sondes fluorescentes spécifiques du chromosome 21,
permettant une détection ciblée et sensible des copies du chromosome concerné, méme en
interphase. Elle s'avere particulierement utile dans le cadre de diagnostics prénataux ou de
situations urgentes, mais aussi pour la confirmation des résultats douteux du caryotype
classique. Ainsi, la combinaison de la cytogénétique conventionnelle et des approches
moléculaires telles que la FISH permet aujourd’hui d’assurer un diagnostic précis, rapide et
fiable du syndrome de Down, tout en offrant une meilleure compréhension des mécanismes

génétiques sous-jacents. (Eurofins Biomnis. (2016). Focus 56)
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Partie 1 : Synthése bibliographique : Chapitrel : généralités sur les chromosomes et les anomalies chromosomiques

Chapitre I : Généralités sur les chromosomes et les anomalies chromosomiques

1.1. Notions de chromosomes

Le mot « chromosome » a été introduit en 1888 par le scientifique allemand Waldeyer pour
désigner des structures distinctes, colorées, présentes dans le noyau des cellules au moment ou celles-ci se
divisent (Scheuerlein et al, 2017). Ces chromosomes, qui ont une forme allongée rappelant un batonnet,
se trouvent a I’intérieur du noyau de chaque cellule et jouent un réle essentiel en tant que support matériel
de I'information génétique ainsi que dans 1’organisation des fonctions cellulaires. Ils sont composés
d’ADN enroulé autour de protéines, formant ainsi la chromatine. Les chromosomes ne sont observables
qu’au cours de la division cellulaire. Leur nombre est fixe et toujours pair dans toutes les cellules

appartenant a un méme individu, et ce, de manicre identique chez tous les individus d’une méme espece

(Keidia et al., 2020)
1.1.1. Définition et structure des chromosomes

Les chromosomes sont de petits organes en forme de batonnets constitués par de longues molécules
d"ADN double brin associées a deux types de protéines, des protéines de type basiques ou protéines
histones et des protéines de type acides ou protéines non histones.

Cet ensemble complexe d”ADN et de protéines est susceptible de changer de structure au fil du temps. Ils

jouent un role fondamental dans le stockage, I'organisation et la transmission de I'information génétique.

L’ADN dans la chromatine n'est pas libre, mais il est intégré dans des structures faites a base de
nucléosomes. Les nucléosomes sont des boules de 100A de diamétre réguliérement entourées et

réguliérement espacées par un fil de 20 A de diamétre ou ADN double brin. (Jean et al., 2007)
1.1.1.1. La chromatine

Complexe nucléoprotéique formé d’ADN et de protéines (protéines histones et non histones). Entité

dynamique, dont 1’état varie en fonction des phases du cycle cellulaire. (Jean et al., 2007)
1.1.1.2. Le centromere

Chague chromosome comporte une constriction primaire ou centromére qui unit les deux
chromatides sceurs et fixe le chromosome au fuseau mitotique. De part et d’autre du centromere. Une

chromatide présente un bras court ou bras p et un bras long ou bras g.



Partie 1 : Synthese bibliographique : Chapitrel : généralités sur les chromosomes et les anomalies chromosomiques

1.1.1.3. Les téloméres

Les télomeres sont situés aux extremités des chromosomes. Les télomeéres sont des structures
nucléoprotéiques trés spécialisées, qui permettent de protéger les extrémités des chromosomes. Les
télomeres sont des régions tres répétées, riches en GC, ce qui rend le double brin tres stable. Il y a un

raccourcissement des télomeres a chaque division cellulaire (Figure 1). (William et al., 2006)

Telomere t-loop

Figure 1 : Représentation schématique de la structure des téloméres (Palm et al., 2008)

1.1.1.4. Bras chromosomiques

Les chromosomes métaphasiques (figure 2) sont souvent décrits comme ayant deux bras, un bras
court (p) et un bras long (q), Chaque bras chromosomique est divisé en régions, notées de 1 jusqu’a 4
(pour certains chromosomes) en partant du centromére. Chaque région est divisée en bandes et chaque
bande peut, si nécessaire, étre divisée en sous bandes. Ainsi, un emplacement sera défini par le numéro du
chromosome, Donc pour la précision d‘une zone sur un chromosome, on utilise le numéro du
chromosome, bras court ou bras long, région, bande, sous bande (Figure 3) Exemple : 21922.3 : bras long

du chromosome 21 région2, bande 2, sous bande 3 (Huret et al., 2000)



Partie 1 : Synthese bibliographique : Chapitrel : généralités sur les chromosomes et les anomalies chromosomiques

et} Télomeére
Bras court
P
. CENUrOMErE
Bras long
q
e TElOMETE
Chromatides

Figure 2 : Chromosome métaphasique (Huret J.-L. , 1997)
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Figure 3: Subdivision d’un chromosome 21 en bandes et sous bandes (bande R) (Huret et al., 2000)

1.1.2. Nombre de chromosomes humains
Chaque espece, animale ou végétale, présente un nombre spécifique de chromosomes, mais ce
nombre est variable d'une espéce a une autre. Pour I'espéce humaine, ce nombre est de 46 chromosomes,
classés de 1 a 22 (autosomes), et 2 chromosomes sexuels (X et Y). Sur ces 46 chromosomes, pour chaque
individu, 23 ont une origine maternelle, apportés par I'ovule, et 23 une origine paternelle apportés par le
spermatozoide. (Hervé et al., 2014). Quel que soit le gamete, I'ovule ou le spermatozoide, chacun apporte

donc un chromosome sexuel. Celui-ci sera systématiquement un chromosome X pour l'ovule, un
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chromosome X ou un chromosome Y pour le spermatozoide. Le sexe est donc défini par le spermatozoide

apres la fécondation (union de I'ovule et du spermatozoide).

La seule différence chromosomique entre les hommes et les femmes réside donc dans la paire de
chromosomes sexuels : les femmes présentent une formule chromosomique : 46, XX ; et les hommes : 46,
XY (Harvey, et al., 2021).

1.1.3. La classification des chromosomes humains

La classification des chromosomes repose sur plusieurs criteres, notamment leur taille, la position

du centromeére et la présence de bandes spécifiques apres coloration. :

1.1.3.1. Classification selon la position du centromere
Selon la position du centromere encore appelé Index Centromérique : IC qui est calculée selon

L’équation : |C =—bras court =_P_, les chromosomes sont répartis sur trois principaux groupes :
bras court + bras long p+q

» Les chromosomes acrocentriques : qualifie les chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22 dont le
centromere est proche d’une extrémité. L'index centromérique est proche de 0 (IC= 0).

> Les chromosomes métacentriques : désigne un chromosome dont les bras p et g ont la méme
taille, le centromere est donc situé au milieu (IC = %2) (chromosomes 1,3 et 20, X)

> Les chromosomes sub-métacentriques : désigne un chromosome comportant un bras court q
dont la taille est inféreieure a celle du bras long (0<IC< %). La majorité des chromosomes
humains sont contenus dans ce groupe. Chromosomes 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, X,) (Lynn et
al., 2004 et 2008).

» Les chromosomes télocentriques : chromosomes dont la bras court se résume aux télomeres

Chromosome types

-—Short arm
@ Centromere ® [ L]
A YR /8 B Long arm Y VA A YA
METACENTRIC SUBMETACENTRIC ACROCENTRIC TELOCENTRIC

Figure 4 : Types dechromosomes (Zhabska, 2020)
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Figure 5 : Classification des chromosomes en fonction de I’indice centromérique (Shaffer et al., 2013)

1.1.3.2. Classification chromosomes humains par taille

Les autosomes humains en métaphase sont numérotés de 1 a 22 par ordre décroissant de taille, le plus
long étant le 1. Les longueurs des chromosomes x et y sont différentes L’identification des chromosomes

sur le seul critere de la taille n’est pas trés précise car plusieurs groupes de chromosomes présentent des
tailles voisines. (Bensaada, 2019,2020)

1.2.  Les Anomalies chromosomiques

Les anomalies chromosomiques sont des mutations rares qui entrainent des changements du nombre
ou de la structure des chromosomes (Huret et al., 2000). Au niveau d'un individu donné ; tout changement
par rapport au caryotype normal. Ces anomalies chromosomiques peuvent étre constitutionnelles ou

acquises, homogenes ou en mosaique, de nombre ou de structure, équilibrées ou déséquilibrees.
La classification des anomalies chromosomiques se fait :
Selon leur nature :

- Les anomalies de nombre : affectent le nombre des chromosomes.

- Les anomalies de structure : impliquent une ou plusieurs cassures chromosomiques suivies d’une perte
ou d’un réarrangement (recollement anormal) d’une partie du matériel génétique.

7
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» Selon I'époque de leur apparition :

- Les anomalies constitutionnelles : se produisent avant la fécondation, dans I'un des gametes des

parents, ou bien lors des premieres divisions du zygote.

- Les anomalies acquises : 1’anomalie chromosomique se produit au cours de la vie d’un individu qui est

né avec un caryotype normal.

» Selon leur répartition dans I’organisme :
- Les anomalies homogenes sont présententes dans toutes les cellules de I’organisme.
- Les anomalies en mosaique ne touchent qu'une partie des cellules de I'individu.

» Selon les modifications apportées au phénotype :

- Anomalies «non équilibrées » : perte ou gain de matériel génétique (visible au caryotype classique)
dont la conséquence est décelable au niveau du phénotype. (Huret et al., 2000).

- Anomalies équilibrées : on ne constate ni une perte ni un gain de matériel génétique.

Habituellement, ces anomalies n’ont pas d'effet phénotypique (Huret et al., 2000); sauf lorsqu’il s’agit
d’une anomalie de structure, qui entraine la cassure du chromosome au niveau d’un géne indispensable au
développement normal. La conséquence est une maladie génétique correspondante (anomalie équilibrée

au phénotype anormal). (Warburton, 1991)

Anomalie constitutionnelle Anomalie constitutionnelle Anomalie acquise en
homogéne en mosaique mosaique

NS
< '*‘-‘f:;;.,,_-;::‘/‘-‘ \.; Q\ > 3
I 1 i U

Z ¢

=

Toutes les cellules de Dans chaque tissu, il y a Le tissu cancéreux seul

lorganisme  portent des cellules normales et porte lanomalie les

I'anomalie des cellules anormales autres cellules sont
normales

Figure 6 : Les anomalies chromosomiques selon 1’époque de leur apparition (Abdeldjelil, 2022)
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1.2.1. Anomalies de Nombre

Les anomalies de nombre sont des anomalies chromosomiques déséquilibrés qui affectent le
nombre de chromosomes (Huret et al., 2000)

On distingue :

L'aneuploidie

L'euploidie

1.2.1.1.  Aneuploidie

L'aneuploidie est caractérisée par la présence de chromosomes en plus ou en moins dans une paire de
chromosomes. Elles résultent d'une mauvaise ségrégation des chromosomes au cours de la division

cellulaire, les deux chromosomes homologues migrant tous les deux vers la méme cellule fille. Le nombre

de chromosomes dans les autres pairs reste inchangé. (Lamoril J et al., 2008)
On distingue :

L’aneuploidie par exces : qui correspond a un gain de chromosomes La formule chromosomique est :
- La trisomie [2n + 1]

- La tétrasomie [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].
“+ Fréquences des aneuploidies

» Fréquence des aneuploidies autosomiques

Chez I’étre humain, des trisomies complétes peuvent affecter n’importe quel chromosome autosomique,
mais la majorité d’entre elles ne permettent pas le développement embryonnaire jusqu’a la naissance.

Toutefois, certaines anomalies sont observées plus fréguemment chez les nouveau-nés, notamment :
La trisomie 21, responsable du syndrome de Down
La trisomie 18, a I’origine du syndrome d’Edwards

La trisomie 13, associée au syndrome de Patau (Haoud, 2019)
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» Fréquence des aneuploidies gonosomiques

Beaucoup plus fréquentes que les aneuploidies autosomiques, elles peuvent concerner aussi bien le

chromosome X que le chromosome Y.

Chez I’étre humain, plusieurs anomalies chromosomiques liées aux chromosomes sexuels peuvent étre

observées dés la naissance. Parmi les plus courantes :

- Le syndrome Triple X (47, XXX) : il s'agit d'une femme possédant un chromosome X en trop.

- Le syndrome de Klinefelter (47, XXY) : l'individu est un homme avec un chromosome X
supplémentaire.

- Le syndrome du double Y (47, XYY) : concerne un homme ayant un chromosome Y en exces.

- Lamonosomie X, ou syndrome de Turner (45, XO) : affecte une femme ne possédant qu’un seul

chromosome X.

Il existe également des cas plus rares présentant un exces plus important de chromosomes X, comme les
formules 48, XXXX ou 49, XXXXX.

Il est important de noter que plus le nombre de chromosomes X dépasse trois, plus le risque de retard

mental augmente. (Haoud, 2019)

Tableau 1 : Fréquences des anomalies chromosomiques chez les nouveau-nés au niveau mondial
(Thompson, 1995)

Syndrome du double Y (47, XYY

Principales anomalies Incidence

Anomalies de nombre

Trisomie 21 1/700

Trisomie 18 1/800

Trisomie 13 1/20 000

Syndrome de Klinefelter (47, XXY 1/1000 gargons
1/1000 garcons

Syndrome de Turner (45, X)

1/10 000 filles

Anomalies de structure

Equilibrées

3.5/1000 (1/3 de novo)

Déséquilibrées

1.5//1000 (2.3 de novo)

Totale

Environ 0.7% de naissances vivantes
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s Effets phénotypiques des aneuploidies

Les effets des aneuploidie dépendent de la taille du chromosome concerné et de sa nature :

autosome ou gonosome.

> Effets phénotypiques des aneuploidies autosomiques

Les aneuploidies autosomiques ont toujours un effet grave sur le phénotype ; elles entrainent des

malformations importantes.

Chez les humains, les seules trisomies observables a la naissance (13 ; 18 ; 21) concernent des
chromosomes de petite taille. Les trisomies impliquant des chromosomes de grandes tailles entrainent la
mort précoce de leurs porteurs ; car un chromosome de grande taille est porteur d’'un grand nombre de

genes, dont I'expression entrain d’importants déséquilibres dans 1’organisme.

-Les monosomies autosomiques complétes sont incompatibles avec la vie, elles sont éliminées tres tot

dans la vie embryonnaire.

> Effets phénotypiques des aneuploidies gonosomiques : Les conséquences des aneuploidies

gonosomiques sur le phénotype sont habituellement moins importantes, cela s’explique par :
- La petite taille du chromosome Y qui ne contient que trés peu de genes.

- Le principe de I'inactivation de tous les chromosomes X sauf un. (Abdeldjelil, 2022).

1.2.1.2. Euploidie

Polyploidies désignent une anomalie du nombre de jeux haploides complets de chromosomes. Chez
I’étre humain, le caryotype normal résulte de la réunion d’un jeu haploide d’origine maternelle et d’un jeu
haploide d’origine paternelle, soit un total diploide de 2n chromosomes. Plusieurs formes de polyploidie
ont été identifiées chez I’homme, notamment : La triploidie (3n), caractérisée par la présence de 69
chromosomes avec des formules telles que 69, XXX ; 69, XXY ; ou 69,XYY. La tétraploidie (4n),
impliquant 92 chromosomes, comme dans les cas 92, XXXX ou 92, XXYY. Les polyploidies homogenes
sont, dans la majorité des cas, incompatibles avec la vie et entrainent une létalité précoce. Toutefois,
certaines formes en mosaique peuvent étre viables temporairement. Ces anomalies surviennent le plus
souvent lors de la féecondation, et plus rarement au cours de la gamétogenese. On estime que de telles

erreurs touchent environ 2 a 3 % des ovules fécondés (Huret et al., 2000)

11
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“ Fréquence des euploidies
Chez les végétaux : la polyploidie est tres fréquente.

Chez les animaux : la polyploidie viable est rare, a I'exception de quelques cas rencontrés chez certains

Iézards, amphibiens et poissons.
Les cas de polyploidies chez les autres especes sont incompatibles avec la vie : la majeure partie des cas

meurent in utero, alors que de trés rares grossesses polyploides aboutissent a la naissance d’individus
vivants qui meurent au cours des premiéres heures ou jours de la vie, a cause de multiples malformations
congénitales. - La monoploidie existe chez certains insectes parthénogénétiques tels que I'abeille et la

fourmi ou les males monoploides sont issus de gameétes non fécondés. (Abdeldjelil, 2022)
s Effets de la polyploidie sur le phénotype
On distingue deux conséquences majeures des polyploidies :

» La stérilité : les spécimens présentant un nombre impair de lots de chromosomes (3n ; 5n ; 7n...)
sont généralement stériles, ils fournissent un petit nombre de gamétes normaux, alors que la
majorité de leurs gametes ne sont pas viables.

» Effet de gigantisme : les spécimens euploides présentent un gigantisme cellulaire et

morphologique.

Ces deux effets expliquent le grand intérét des polyploides en agronomie. Les cellules des plantes

polyploides sont plus grosses, ce qui se traduit par :
- Une augmentation de la taille de ces plantes avec des feuilles, fleurs, fruits plus développés.

- Une amélioration de la texture de leurs fruits, qui ont plus de contenu cellulaire et moins de paroi. Par
ailleurs, la stérilité associée a la triploidie est utile pour produire des fruits sans graines qui sont plus

facile & manger et ont meilleur goQt (banane, cornichon). (Abdeldjelil, 2022)
1.2.2. Anomalies De Structure

% Mécanisme d'apparition
Les anomalies de structure sont des mutations qui résultent de cassures chromosomiques suivies par un
ou plusieurs recollements anormaux. Elles peuvent affecter un chromosome ou deux chromosomes,
parfois davantage. Elles peuvent étre transmises (anomalie familiale) ou de novo. Elles peuvent étre

équilibrées ou desequilibrées. (James et al., 2005,2012)
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1.2.2.1. Anomalies portant sur un seul chromosome
> Délétion (del) On distingue :

La délétion terminale : elle résulte d'un seul point de cassure entrainant la perte d’un segment distal du
chromosome.

Délétion intercalaire : elle résulte de deux points de cassures sur un méme bras chromosomique entrainant
la perte du segment intercalaire. (Berger, 2007).

Origin of terminal deletion
A B C D E F B C D E F

(BB B BOE B — § B BOE B
A +
Break Guma (Lost)
Deletions Délétion interstitielle: ~ Délétion terminale :
(a) Deletion of D 1 chromosome impliqué 1 chvomosome lmphqul

2 poims de cassure 1 point de cassure

A » A missing region of a chromosome
B o Terminal deletion
C + Intercalary deletion
Deletion
—>E
F

H\*

Figure8.13a

Figure 7 : Représentation schématique de la délétion terminale et intercalaire (Peter et al., 2000)
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Figure 8 : Représentation schématique d’un caryotype de la délétion (Benaissa, s.d.)
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» Chromosome en anneau (r) (ring en anglais)

I1 s’agit d’un chromosome anormal de forme circulaire qui résulte de la délétion des segments distaux du
chromosome, suivi d'une fusion des extrémités libres du bras court et du bras long (par absence de
télomeres). (Sanlaville et al., 2020)

Figure 9 : Représentation schématique du chromosome en anneau (Benaissa, s.d.)
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Figure 10 : Représentation schématique d’un caryotype de chromosome en anneau (Massoumeh et al.,
2013)
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» Inversion (inv)
Elle est due & deux cassures sur un méme chromosome, suivies du recollement aprés inversion du
segment intermédiaire.
On distingue :
- Inversions péricentrique : les deux cassures se produisent de part et d'autre du centromeére (Nassiri,

2014)

- Inversions paracentrique : les deux cassures se produisent sur le méme bras chromosomique. L’indice
centromérique reste inchangé dans ce type d’anomalie, ce qui la rend indétectable par les méthodes
d’analyse classiques. Seules les techniques de bandes chromosomiques permettent de la mettre en
évidence (Nassiri, 2014)

Figure 11 : Représentation schématique de I’inversion péri centrique et inversion para centrique (Wales,
2010)
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Figure 12 : Représentation schématique d’un caryotype de I’inversion (Benaissa, s.d.)

» Duplication intra chromosomique (dup) :
La duplication d'un segment de chromosome une ou plusieurs fois. Les duplications peuvent se produire

au cours de la méiose, a la suite d’un crossing-over entre deux chromosomes homologues appariés (Huret
et al., 2000) (Sanlaville et al., 2020)
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Figure 13 : Représentation schématique de la duplication intra chromosomique (dup) (Benaissa, s.d.)
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» 1so chromosome (i) : Chromosome qui a perdu 1’un de ses bras qui sera "remplacé" par la
duplication de l'autre bras. Ainsi un iso chromosome est un chromosome anormal formé de deux bras

longs ou de deux bras courts d'un méme chromosome. x2. (Sanlaville et al., 2020)
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Figure 14 : Représentation schématique de la formation d’un isochromosome (Anonime, S.D.)
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Figure 15 : Représentation schématique d’un caryotype iso chromosome (Benaissa, s.d.)
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1.2.2.2. Anomalies portant sur deux chromosomes

Translocation On distingue deux formes majeures de translocations :
- Translocation réciproque
- Translocation robertsonienne

> Translocation réciproque (t) : Echanges de segments distaux entre deux chromosomes non

homologues. Les translocations réciproques équilibrées peuvent impliquer n’importe quel

chromosome. (Sanlaville et al., 2020)

Translocation réciproque :

2 chromesomes impliqués
2 points de cassure

" i

Figure 16 : Représentation schématique de translocation réciproque (t) (Anonime, S.D.)
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» Translocation robertsonienne (rob) :

Fusion de deux chromosomes acrocentriques a proximité des centromeres. (Huret et al., 2000)
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Figure 17 : Représentation schématique de translocation robertsonienne (Benaissa, s.d.)
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Le chromosome qui en résulte comporte les bras longs des 2 acrocentriques fusionnés, alors que
leurs bras courts sont perdus. On obtient alors un chromosome dicentrique (dic), possédant 2 centromeres.
L'un des 2 centromeéres est généralement inactivé afin d’éviter les problémes de ségrégation lors de
I'anaphase.

Les bras courts des chromosomes acrocentrique sont de trés petite taille, et ils ne codent que pour
des génes répétés. Leur perte au cours de la translocation robertsonienne n’entraine aucune conséquence

clinique directe pour I’individu porteur. (Dimassi, 2016)

> Insertion (ins) : Un fragment de chromosome se casse et se réinsére a un autre endroit,

soit sur le méme chromosome (insertion intra chromosomique), soit sur un autre chromosome.

(Benzacken, 2014)
‘ = ‘ - | i . ’ _
' E q212
j ‘ q223
b
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V=4 =5 9 recl9)

' q34,3
Figure 18 : Représentation schématique de I’insetion  Figure 19 : Représentation schématique
(ins) de I’insertion

(fragment sectionné d’un premier chromosome est
inséré dans un autre chromosome.) (Benzacken,
2014)
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Chapitre 2 : La trisomie 21

2.1. Présentation

Le syndrome de Down est une anomalie du chromosome 21, qui peut entrainer un handicap
intellectuel, une microcéphalie, une petite taille et un faciés caractéristiques. Le diagnostic est suggéré par
des malformations, un développement anormal et confirmé par l'analyse cytogénétique. La prise en

charge dépend des manifestations et des anomalies spécifiques.

L'incidence globale aux Etats-Unis est d'environ 1/700 naissances vivantes (1), et le risque
augmente progressivement avec I'dge maternel. Selon une grande étude, a 20 ans d'age maternel, le risque
est de 1/1466 naissances ; a 35 ans, il est 1/343 ; et a 40 ans, il est de 1/85 (2). Cependant, comme la
plupart des naissances surviennent chez des femmes jeunes, la majorité des enfants qui ont un syndrome
de Down naissent de mere de < 35 ans ; seuls environ 20% des nourrissons qui ont un syndrome de Down

naissent de mere de > 35 ans. (Mai, 2019)
2.2. Historique

C’est a Jean-Etienne Esquirol, psychiatre frangais, que 1’on doit la premiere description clinique
d’un enfant porteur de la trisomie 21, dans son ouvrage publi¢ en 1838 « Des maladies mentales
considérées sous le rapport médical, hygiénique et médico-légal » (1), au chapitre consacré a I’idiotie. En
1846, Edouard Séguin, médecin francais, compléte la description de cette maladie dans « Traitement
moral, hygiene et éducation des idiots » (2), maladie qu’il nomme crétinisme furfuracé en référence a

I’aspect cutané des patients.

La description sur la base de caractéristiques cliniques provient du travail de John Langdon Haydon
Down sur les groupes ethniques (3) : Down décrit un groupe de patients aux traits similaires & ceux du
peuple mongol et pense que cette arriération mentale est la résurgence de caracteres ancestraux asiatiques,

a ’origine du terme inapproprié¢ de « mongolisme » pour désigner la trisomie 21.

I faut attendre presque un siécle pour que ’origine chromosomique de la trisomie 21 soit décrite. Dés
1956, sur I’hypothese émise par Raymond Turpin de I’existence d’une anomalie chromosomique chez les
« Mongoliens », Marthe Gautier, par des techniques de culture cellulaire, met en évidence la présence
d’un chromosome surnuméraire. Avec [’aide de Jérome Lejeune, ce chromosome surnuméraire est
identifié : il s’agit d’un chromosome 21. C’est en janvier 1959, que 1’équipe composée de Marthe Gautier,
Jérdme Lejeune et Raymond Turpin, a travers 1’analyse de caryotype d’enfants présentant un phénotype
semblable qui determine alors la trisomie 21 (4, 5). Pour la premiere fois est établie une relation entre
génotype et phénotype.
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Cette découverte francaise marqua la naissance de la cytogénétique humaine. Dans la foulée, les
trisomies 13 et 18 furent identifiées, ainsi que le syndrome de Turner puis, avec 1’amélioration des
techniques de caryotype, des anomalies ne concernant qu’un bras ou une partie de chromosome, jusqu'a la
description des syndromes microdélétionnels et I’identification d’anomalies dont la taille peut étre

inférieure a 100 kb (pour un génome de 3 000 Mb) par puce a ADN.

La trisomie 21 reste I’anomalie chromosomique responsable de déficit intellectuel la plus fréquente
a la naissance, avec approximativement une naissance sur 800 (6). Le seul facteur de risque reconnu pour
les trisomies 21 libres est I'augmentation de 1'dge maternel : d’environ 1/1 000 naissances a 30 ans, la
fréquence est de 1/100 a 40 ans (7). (Hervé, 2014)

2.3. Lescauses de la trisomie 21
Dans environ 95% des cas, le syndrome de Down est causé par une non-disjonction, ce qui entraine

un chromosome 21 supplémentaire (trisomie 21), qui est typiquement d'origine maternelle (1). Ces sujets

ont 47 chromosomes au lieu des 46 normaux. (Antonarakis, 1991)
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Figure 20 : Chromosomes d’une personne atteinte de trisomie 21 (Anonyme, 2020)
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2.3.1. Trisomie libre et homogene

Dans sa forme la plus courante, la trisomie 21 se caractérise par la présence de trois chromosomes
21. En général, I’origine de cette trisomie est une fécondation entre un gamete possédant un chromosome
21 et un gameéte possédant deux chromosomes 21. Dans la trés grande majorité des cas, I’anomalie est
portée par ’ovocyte. En effet, le vieillissement des ovocytes est a 1’origine d’anomalies méiotiques
favorisant la survenue d’une trisomie. Cet aspect physiopathologique explique que le risque de trisomie

21 soit directement lié a I’Age maternel.

Normalement, un gameéte posséde un seul chromosome 21. La présence de deux chromosomes 21,
peut provenir d’une non-disjonction des chromosomes homologues (lors de la premiére division de
méiose) ou des chromatides sceurs (lors de la seconde division de méiose). La trisomie 21 est alors dite
libre et homogeéne. Libre, car il y a bien trois chromosomes 21, non liés a un autre chromosome, donc
une formule a 47 chromosomes. Homogéne, car I’ensemble des cellules du zygote porte la trisomie. Ces
T21 libres et homogenes sont de novo, accidentelles, avec un risque de récidive pour de futures
grossesses estimé a 1 % de maniere empirique (méme aneuploidie ou autre anomalie chromosomique,

ainsi une T21 peut récidiver en T13 par exemple). (Furelaud, 2018)
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Une trisomie 21 libre peut avoir d’autres causes :

Il est possible que 1’un des deux parents soit déja trisomique 21 : celui-ci transmet alors un ou deux

chromosomes 21 a ses enfants.
Il est possible que la non-disjonction de chromosomes ait lieu lors d’une division de mitose :
Chez I’un des parents (non trisomique), lors de la division d’une cellule précurseure des gameétes ;

Chez la personne trisomique, au tout début de son développement embryonnaire. Dans ce dernier cas, on
assiste a une trisomie 21 mosaiques : seule une partie des cellules de I’individu sont trisomiques. Le

phénotype des individus est variable, en fonction des organes touchés.

Le phénotype des trisomiques 21 s’explique par la présence en triple exemplaire de certains génes portés
par le bras long du chromosome 21. Par conséquent, d’autres anomalies chromosomiques que celles
décrites jusqu’ici peuvent conduire a ce phénotype : il suffit pour cela que le bras long du chromosome 21
soit présent en triple exemplaire. C’est ce qui arrive en cas de translocation d’un chromosome 21 sur un
autre chromosome. On observe alors une trisomie 21 non libre, avec une formule a 46 chromosomes. La

translocation a 1’origine de la T21 peut étre réciproque ou robertsonienne (Furelaud, 2018)
2.3.2. Les translocations réciprogues

Dans le cas de la translocation réciproque (Figure), il y a un échange de matériel entre deux
chromosomes. Cela peut concerner n’importe quel autosome ou gonosome. Ainsi, en cas de translocation
réciproque 7;21, un fragment terminal de chromosome 7 est échangé contre un fragment terminal de
chromosome 21. On se retrouve donc avec un chromosome 7 tronqué et ayant hérité d’un morceau de 21,
et un chromosome 21 tronqué ayant hérit¢ d’un morceau de chromosome 7. Ces chromosomes sont
appelés « dérivés de translocation ». Bien sdr, ils sont en paires avec, respectivement, un chromosome 7
normal, et un chromosome 21 normal. L’individu porteur de cette translocation réciproque, porte 46
chromosomes. 1l est en bonne santé, car tout le matériel chromosomique est présent en quantité normale,
mais « mal rangé », ce qui n’occasionne pas de phénotype particulier. On parle de translocation

équilibrée.
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En revanche, en cas de grossesse il y a un risque important de transmission d’une anomalie
chromosomique déséquilibrée. L’individu peut en effet transmettre son chromosome 7 anormal et son
chromosome 21 normal. Dans ce cas on a donc un zygote qui porte trois fois le méme fragment de
chromosome 21 (celui de chacun des deux chromosomes 21 et celui présent sur le chromosome 7). Cet
individu a une trisomie 21 partielle, mais également une monosomie partielle du chromosome 7
(figure22).

Dans ces circonstances, le zygote n’aura pas de trisomie 21 partielle si et seulement si son parent lui
a transmis ses chromosomes 7 et 21 normaux ensemble, ou ses chromosomes 7 et 21 remaniés ensemble.
La genese du déséquilibre est liée a la formation d’appariements non pas deux a deux des chromosomes
homologues lors de la méiose, mais 4 a 4 (figure tétravalentes), avec donc 16 possibilités de disjonction.
On comprend également que de nombreuses possibilités sont tres désequilibrées et donneront des fausses
couches précoces. Ainsi ce type d’anomalie est en général héréditaire, transmis sur plusieurs générations,

avec des problémes de fertilité et des fausses couches a répétition.

Ces translocations peuvent étre héritées d’un des deux parents ou bien se faire de novo, ¢’est-a-dire

apparaitre lors de la méiose chez 1’'un des deux parents, ou lors des premicres mitoses de 1’embryon.
(Furelaud, 2018)
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Figure 22 : Translocation réciprogue et trisomie 21 (Furelaud, 2018)
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2.3.3. Les translocations robertsoniennes

Un autre type de translocation existe, Il s’agit des translocations dites robertsoniennes : Dans ce cas
on observe la fusion compléte de deux chromosomes différents ; par exemple d’un chromosome 21
complet avec un chromosome 14 complet. L’individu porteur d’une telle translocation équilibrée, a donc
45 chromosomes et est en bonne santé (par exemple : 1 chromosome 21 + 1 chromosome 14 + 1

chromosome 14;21, soit 3 chromosomes au lieu de 4).

Tous les chromosomes ne peuvent pas donner de translocation robertsonienne.

Autre paire de

chromosomes
A acrocentriques
(13, 14, 15, 21 ou 22)

Paire de Un seul
chromosomes 21 chromosome 21

—
Translocation
Régions impliquées —~ robertsonienne
dans le phénotype — L

trisomique 21

B

un chromosome

dérivé de translocation

Gamete comportant
D Gamete « standard »

Fécondation

Embryon avec 3 copies
des régions impliquées
dans le phénotype trisomique 21

Figure 23 : Translocation robertsonienne et trisomie 21 (Furelaud, 2018)

Seuls les chromosomes acrocentriques sont concernés. Il y en a cinq dans I’espeéce humaine, les
chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22 (groupes D et G du caryotype). La particularité de ces chromosomes est
d’avoir un centromere trés « haut », avec un bras court (bras p), quasi inexistant, et porteur uniquement
d’hétéro chromatine avec des séquences répétees (microsatellites) et dépourvues de genes. Les bras courts
ayant peu d’importance et étant relativement similaires d’un chromosome acrocentrique a un autre, ils

peuvent étre perdus et provoquer la fusion de deux chromosomes acrocentriques. Ainsi on peut observer
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une translocation 13 ; 21 ou méme 21 ; 21.

La transmission des translocations réciproques, lors de la méiose se forment des figures trivalentes,
pouvant entrainer des déséquilibres lors de la disjonction et donc 1’apparition d’une trisomie 13, 18 ou 21

selon la translocation a 1’origine de I’anomalie. (Furelaud, 2018)

24.  Manifestations cliniques et complications associées

2.4.1. Dysmorphie faciale et signes physiques
Les caractéristiques physiques du syndrome de Down sont typiques et comprennent :

L’occipital est plat, la téte est ronde. Les fontanelles sont souvent plus grandes et plus longues a se fermer
que chez les enfants ordinaires. Le nez est petit et aplati car 1’aréte nasale est courte. Les yeux sont
Iégerement bridés et présentent un écartement, ce qui évoque un visage « pseudo-asiatique ». Les oreilles
sont genéralement petites, décollées et basses. Concernant la bouche, elle est relativement petite. La
langue est de taille normale mais hypotonique, ce qui a pour conséquence une protrusion linguale. Les
dents sont mal implantées. Le cou est court et épais. L’abdomen est généralement volumineux car I’enfant
trisomique sollicite peu ses muscles abdominaux. Les mains ainsi que les doigts sont courts. L’auriculaire
n’a que deux phalanges : il se recourbe donc vers I’intérieur. Il existe parfois également un pli palmaire.
Les pieds sont petits et la volte plantaire est plate. L’enfant porteur de trisomie 21 a souvent une taille et

une croissance inférieure a la moyenne et 1’obésité est fréquemment observée. (Valérie, 2014).
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Figure 24 : La trisomie 21(syndrome de Down) (Henry, 2012)
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Figure 25 : Pateint porteur d’un syndrome de Down (Nina, 2023)
¢+ Troubles moteurs :

Nous observons chez 1’enfant porteur de trisomie 21 une diminution du tonus musculaire ainsi
qu’une hyper laxité. La tenue de téte est acquise vers 4 — 5 mois au lieu de 3 normalement. Le
retournement ventre/dos est acquis entre 8 et 10 mois au lieu de 3 mois %. La position assise est souvent
acquise vers 12 mois au lieu de 8. La marche est acquise vers deux ans au lieu d’un an. L’enfant
trisomique fait peu d’expériences sensori-motrices. La langue et les joues sont hypotones, ce qui engendre

souvent une protrusion linguale et un bavage. (Lucie, 2014)

2.4.2. Déficience intellectuelle et retard du développement

La déficience intellectuelle est certainement le probléeme prédominant. Le quotient intellectuel
moyen des enfants porteurs de trisomie 21 est de 45, avec de grandes variations d’un sujet a un autre. On
parle de déficience intellectuelle légere a moyenne, ayant des conséquences sur le développement
langagier. Il existe des difficultés d’attention, de synthése, de généralisation, de mémoire (surtout a court
terme) et d’abstraction. Les enfants porteurs de trisomie 21 ont un esprit dit en « kaléidoscope », c'est-a-
dire qu’ils se focalisent sur les détails sans réussir a faire une synthese. lls raisonnent par analogie ou par
évocation. On remarque des difficultés a réaliser un nouvel apprentissage, avec un besoin de répétitions
pour favoriser le processus d’intégration. Les troubles attentionnels s’expliquent par [’absence
d’inhibition des informations percues. Les enfants trisomiques ont besoin de temps pour réaliser la tache

demandée, il faut donc leur laisser une certaine période de latence. (Lucie, 2014)
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2.4.2.1. Troubles du langage

Il existe trois périodes dans le développement du langage : période prelinguistique, période

linguistique et période de développement du langage de 1’adolescent.

++ Période pré-linguistique : (0 - 20 mois) La communication commence des les premiers mois grace

aux interactions avec l'entourage.

Les enfants trisomiques sont décrits comme trés calmes, ce qui entraine une faible interaction et un retard

dans la communication non verbale (regard, expressions faciales, imitation, attention conjointe).

Les sourires intentionnels et le contact visuel apparaissent plus tardivement, ce qui peut impacter la

relation mére-enfant.

Le babillage survient a un 4ge normal, mais il est moins orienté vers la communication et les productions

vocales restent limitées.

¢+ Période linguistique (20 - 48 mois) Les premiers mots apparaissent entre 20 et 24 mois, avec

environ un an de retard.
L'explosion du langage, normalement attendue a 2 ans, survient vers 4 ans chez I’enfant trisomique.

Le vocabulaire se développe de maniére similaire a celui des enfants ordinaires, mais avec un retard

significatif.
A 4 ans, I’enfant dispose d’environ 20 mots.

Des difficultés articulatoires sont présentes en raison du syndrome oro-facial (palais ogival, hypotonie

linguo-bucco-faciale, hyperlaxité maxillaire).

Le langage reste simple et télégraphique, avec une faible utilisation des mots fonctionnels et des

difficultés a structurer les phrases.
La compréhension est meilleure que I'expression, bien que la compréhension complexe soit déficitaire.

% Période de développement langagier (5 ans et plus) A partir de 5 ans, I'enfant produit des phrases

plus longues, et vers 10 ans, il peut construire des phrases de 5 a 10 mots.

Les difficultés persistent en conjugaison, accords, genre et nombre, avec une préférence marquée pour le

présent de I'indicatif.
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La voix est souvent grave et rauque, avec une intonation et un rythme pauvres, ainsi qu’une respiration

thoracique mal organisée.

Malgré ces défis, les enfants trisomiques ont des capacités spécifiques : une bonne mémoire visuelle, une
forte motivation a communiquer et un plaisir a interagir avec les adultes, ce qui leur permet d'apprendre

sur une longue période. (Lucie, 2014)
2.4.3. Malformations congénitales et pathologies associées
2.4.3.1.Manifestations cardiaques

Les symptdmes d'une maladie cardiaque sont déterminés par le type et I'importance de I'anomalie
cardiaque. Les nourrissons qui ont des malformations cardiaques congénitales, les plus fréquentes sont les
communications inter-ventriculaires et les anomalies du canal auriculo-ventriculaire, peuvent étre
asymptomatique ou montrer des signes d'insuffisance cardiaque (p. ex., respiration difficile, rythme

respiratoire rapide, difficultés d'alimentation, transpiration, prise de poids insuffisante). (Nina, 2023)
2.4.3.2. Manifestations gastro-intestinales

Les nourrissons atteints de la maladie d'Hirschsprung ont habituellement un retard de I'élimination
du méconium. Les nourrissons gravement atteints peuvent présenter des signes d'occlusion intestinale
(par exemple, vomissements bilieux, absence de selles, distension abdominale). Une atrésie ou une
sténose duodénale peuvent se manifester par des vomissements bilieux ou étre asymptomatiques, suivant
I'importance de la sténose. Ces anomalies peuvent étre détectées par échographie prénatale (signe de
double bulle). (Nina, 2023)

2.4.3.3. Malformation du tube digestif :

(sténose/atrésie du duodénum, maladie de Hirschsprung) dans 10 a 20% des cas dans moins de 10 % des
cas :

Les personnes PT21 sont également prédisposées a plusieurs pathologies :
— Une atteinte auditive (trouble de 1’audition) dans 50 a 75% des cas
— Infections dont infection ORL (otites en particulier),

— Pathologies auto-immunes et endocriniennes (hypo et hyperthyroidie, intolérance au gluten (maladie

ceeliaque), diabéete, pelade),
— Pathologies orthopédiques (luxation cervicale, scoliose, luxation des hanches ou des rotules)

— Leucémie en période post natale (LAL et LAM) (x 10 — 20),
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— Epilepsie dont le syndrome de West,
— Syndrome d’apnées du sommeil
— Maladie d’Alzheimer précoce (premiers signes possibles dés 35-40 ans),

— Vieillissement précoce. (Anonime, 2020)

2.4.3.3. Bases moléculaires de la trisomie 21

Les avancées en génie génétique permettent aujourd’hui d’analyser directement les génes présents
dans les cellules amniotiques et trophoblastiques. Grace a I’utilisation des acides nucléiques et a des
techniques comme |’autoradiographie, on peut observer la taille des fragments d’ADN concernés et
établir une « carte de restriction » de la région génomique étudiée. Le génome humain compte environ
100 000 genes fonctionnels. Le chromosome 21 contient a lui seul environ 225 genes, ce qui représente
environ 45 millions de paires de bases d’ADN, soit 1 % du matériel génétique total (Gardiner, 2000).
Dans le cas de la trisomie 21, on observe un effet de dosage : 1’expression de nombreux genes est
augmentée d’environ 1,5 fois par rapport a la normale (ou il n’y a que deux chromosomes 21). Ce
déséquilibre de I’activité génétique serait responsable du phénotype associé a la trisomie 21. La variabilité
dans D’expression des signes cliniques peut étre influencée par des facteurs épigénétiques ou
environnementaux. L’¢tude de cas de trisomies partielles a permis d’identifier une région spécifique du
chromosome 21, la région 21922, comme étant responsable de la majorité des caractéristiques cliniques
de la trisomie 21. Bien que le phénotype semble lié au nombre total de génes dans cette région, certains
genes jouent un role plus marqué, comme : le gene APP, codant pour le précurseur de la protéine
amyloide impliquée dans la maladie d’Alzheimer, le géne SOD, codant pour la superoxyde dismutase,
liée au vieillissement, ainsi que d’autres geénes exprimés dans le systeme nerveux central (Gardiner et al.,

2000)
2.4.3.4. Cartographie physique du chromosome 21

Les avancées en génetique moléculaire ont considérablement affiné notre connaissance de la carte
physique et génétiqgue du chromosome 21. Les premiéeres localisations géniques, obtenues grace a la
technique des hybrides somatiques, concernaient notamment les génes SOD1 (superoxyde dismutase 1) et
IFNARL1 (recepteur alpha de l'interféron alpha/béta). Initialement, on estimait a environ 225 le nombre de
genes presents sur ce chromosome. Cependant, les analyses transcriptomiques ont révelé que cette
estimation était incompléte. Actuellement, on estime a prés de 400 le nombre de genes codant pour des

protéines sur le chromosome 21 (Gardiner, 2006). L’annotation génique s’appuic également sur la
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génomique comparative, notamment par la comparaison avec la séquence du chromosome 22 du
chimpanzé — homologue du chromosome 21 humain — ou encore avec le génome de la souris. Ces
comparaisons ont mis en évidence des séquences non codantes conservées (CNG), probablement
fonctionnelles, bien que leur réle précis reste a élucider (Reymond, 2002). Enfin, plusieurs micro ARN
ont éte identifiés sur le chromosome 21, mais leurs fonctions exactes demeurent encore mal comprises.
(Gardiner et al., 2010)

2.4.3.5. Cartographie génique du chromosome 21

Les variations du nombre de copies des génes du chromosome 21 humain (HSA21) peuvent
entrainer des anomalies morphologiques et physiologiques affectant de nombreux organes. La trisomie
21, ainsi que les monosomies partielles de ce chromosome, sont a 1’origine de phénotypes complexes et
variables. Pour identifier les genes sensibles a I'effet de dosage sur le HSA21, un modele murin nommé
MslYah a été développé. Ce modéle porte une monosomie dans la région Prmt2-Col6al du chromosome
10 de la souris (MMU10), région homologue a une partie du HSA21. L’étude de ce modele a révélé que
les souris MslYah présentent des altérations des réponses inflammatoires et pulmonaires apres instillation
de LPS (lipopolysaccharide). Une analyse de I'expression génique par Q-PCR dans cette région a mis en
évidence deux génes candidats : Prmt2 et S100B. Les résultats ont montré que Prmt2 joue un réle clé
dans la régulation dose-dépendante de I’expression des cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-6, en
agissant comme un inhibiteur de la voie de signalisation NF-kB. La réponse inflammatoire semble
résulter de l'interaction de deux voies : LPS-TLR4-NF-kB-Prmt2, S100B-RAGE-NF-kB. Un défaut
dans la voie Prmt2 est nécessaire pour que S100B exerce un effet inflammatoire notable. Par ailleurs,
I’injection d’un anticorps anti-S100B chez des souris B6 a permis de réduire I’hyperréactivité des voies
respiratoires (HRA) induite par le LPS. Une analyse préliminaire dans un modéle d’asthme a également
montré que cet anticorps peut diminuer ’HRA, notamment a fortes doses de méthacholine, ce qui suggere

un potentiel thérapeutique prometteur pour ce type de molécule (Dalloneau, 2010).
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Partie 2 : diagnostic du syndrome de down par cytogénétique conventionnelle et technique FISH
Chapitre 3 : diagnostic cytogénétique de la trisomie 21

Chapitre 111 : Diagnostic cytogénétique de la trisomie 21

3.1. Diagnostic de la trisomie 21
3.1.1. Objectifs du diagnostic de la trisomie 21 (syndrome de Down)

Les objectifs essentiels fixés lors du diagnostic dd la trisomie 21 sont :

» Détecter le syndrome des la période prénatale ou postnatale.

» Confirmer le diagnostic par des analyses cytogénétiques.

» Realiser un bilan initial, identifier les causes de morbidité associées et évaluer leur gravité.
3.1.2. Facteurs de risque

3.1.2.1 Age maternel

La fréquence des naissances avec trisomie 21 augmente avec 1’dge maternel. Elle demeure
relativement faible jusqu’a 30 ans, passant de 0,05 % a 20 ans a environ 0,1 % a 30 ans. Cette hausse
devient ensuite plus marqueée, atteignant 0,25 % a 35 ans, puis environ 3 % a 45 ans (voir figure 9). Ce
lien entre I’age de la mére et le risque de trisomie 21 a été observé pour la premicre fois il y a plus de
soixante ans, bien avant que les causes chromosomiques du syndrome de Down ne soient mises en
évidence. (Penrose, 1933)
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Figure 26 : Profil de I’age maternel des trisomiques (Adlane et al., 2019-2020)
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3.1.2.2. Antécédent familial de trisomie 21

Lorsque la trisomie 21 libre et homogene est présente chez un membre de la famille, aucun élément
ne permet de conclure a une augmentation du risque pour les autres membres, sauf en cas de translocation
familiale. La récurrence de la trisomie 21 libre et homogene pourrait s’expliquer par le mosaicisme
gonadique et la variation de la fréquence de recombinaison méiotique. Une étude récente indique que pres

de 6,5 % des parents d’enfants atteints du syndrome de Down sont porteurs d’un mosaicisme (Kovaleva,
2007)

3.1.2.3. Consanguinité

Le risque de malformations congénitales est estimé a 2 % dans la population générale et il double
pour un couple consanguin. Un suivi échographique détaillé de la grossesse est donc essentiel. Certains
couples consanguins présentent un risque accru de développer certaines maladies génétiques en fonction
de leur origine géographique et/ou ethnique. Un dépistage spécifique peut étre envisagé lors du conseil
génétique. Concernant la trisomie 21, aucune association convaincante avec la consanguinité n’a été

démontrée (Vekemans, 2003)

3.1.2.4. Descendance des parents atteints de trisomie 21

Les hommes atteints de trisomie 21 libre et homogéne sont stériles, aucun cas de descendance n’a
été rapporté. En revanche, la fertilité des femmes semble préservee. Elles peuvent donner naissance a des
enfants atteints de trisomie 21 ou a des enfants présentant un caryotype normal (Briard ML et al., 2006).
Dans une série de 25 enfants nés de méres atteintes de trisomie 21, 10 présentaient la trisomie 21 et 15

avaient un caryotype normal.
3.1.2.5. Facteurs extrinseques

Plusieurs hypothéses ont été émises concernant l'influence des facteurs extrinséques tels que les
radiations (rayons X), les virus, les agents chimiques (le tabac) (Vekemans, 2003).et les carences en
vitamines. Toutefois, aucune de ces hypothéses n’a été scientifiquement prouvée comme un facteur de

risque de la trisomie 21.

3.2.  Depistage et diagnostic anténatal
3.2.1. Dépistage anténatal de la trisomie 21

La trisomie 21 est la seule affection faisant 1’objet d’un dépistage anténatal systématique. Bien que
ce test ne soit pas obligatoire, il doit étre proposé a toutes les femmes enceintes, quel que soit leur age.
Son objectif est d’évaluer le risque que I’enfant soit atteint de trisomie 21. La future mere doit signer un
formulaire de consentement attestant qu’elle a bien compris la signification et les implications de cet

examen. Le dépistage repose sur deux analyses : la mesure échographique de la clarté nucale et le dosage
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des marqueurs sériques, en tenant compte de I’age de la patiente. (Lucie, 2014)

3.2.1.1. Echographie

En raison des avancees de la technologie échographique, certains signes peuvent attirer 1’attention
du médecin lors de 1’échographie prénatale. Entre la onziéme et la quatorziéme semaine d'aménorrhée, il
est Possible de mesurer la transparence nucale, qui concerne une zone située a l'arriere du cou du feetus.
Cet espace est visible au cours du premier trimestre et disparait ensuite. Entre la vingt et la vingt-
deuxiéme semaine, plusieurs signes d’alerte sont remarqués (malformation cardiaque, malformation
digestive, malformation rénale, raccourcissement fémoral...) qui peuvent amener le médecin a suggerer

une forme de diagnostic prénatal.

En termes de morphologie, le spécialiste en échographie peut observer : nuque épaisse, forme des

doigts, taille des membres, nez court, etc.... (Lucie, 2014)

3.2.1.2. Les marqueurs sérigues

Les marqueurs sériques sont des substances sécrétées par le placenta ou le feetus, dont le taux est
mesuré dans le sang maternel. Un taux plus élevé ou plus bas que la moyenne peut étre le signe d'une

trisomie 21.

Les marqueurs sériques constituent une piste sérieuse et indicatrice. A tout &ge, les femmes
enceintes peuvent réaliser une prise de sang afin de mesurer ces marqueurs, entre la quinzieme et la dix-
huitiéme semaine de grossesse. Les résultats permettent de classer le fcetus soit dans une population a
faible risque, soit dans une population a risque. Actuellement, le seuil de risque est fixé a celui des
femmes de trente-sept ans, soit un risque égal ou supérieur a 1/250. Si le feetus est considéré comme a
risque, une amniocentése est proposee a la future mere, cette derniere étant prise en charge par la Sécurité

sociale. (Anonime, 2018)
3.2.2. Diagnostic prénatal

Le diagnostic prénatal regroupe diverses méthodes permettant d’analyser 1’état génétique et
métabolique du feetus, ainsi que sa constitution chromosomique, y compris le sexe, a un stade précoce de
la grossesse (Durand S et al., 1992). Il permet d’intervenir précocement tout en respectant les choix

individuels.

Les techniques utilisées dans le diagnostic prénatal de la trisomie 21 sont :
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3.2.2.1. Amniocentese

Réalisée sous ordonnance médicale et en présence d’un pathologiste (prélévement d’un échantillon
de liquide amniotique). L'amniocentése ou ponction de liquide amniotique est la méthode la plus courante
(figure 27), elle est dite précoce si elle est réalisée vers la 12éme semaine de gestation. Bon nombre de
cliniques favorisent I'amniocentése entre la 14éme et 16eme semaine. Des études randomisées ont
démontré une incidence élevée de perte de liquide amniotique si le prélevement est réalisé avant la
12éme semaine et un risque accru de malformations squelettiques en particulier de pieds bots secondaires

a l'oligoamnios.

On préleve de fagon stérile de 10 & 30 ml de liquide selon I'age de la grossesse (figure 27). Des
cellules feetales d'origine de la voie digestive haute et du systéme urinaire, de la peau et des membranes
baignent dans ce liquide et sont récupérées par centrifugation du spécimen. Elles sont mises en culture
pour une periode de 5 a 10 jours en présence de sérum feetal et d'un milieu nutritif favorisant la croissance
cellulaire. La multiplication cellulaire est alors suffisante pour permettre la préparation des lames sur
lesquelles on retrouve des cellules au stade de métaphase. La numération des chromosomes au

microscope et I'étude de leur structure est alors complétée.

Un traitement du matériel cellulaire, lors de la préparation des lames, met en évidence des zones
plus ou moins claires correspondant au marquage chromosomique. Ces zones sont le reflet du ratio
variable de nucléotides A-T ;G-C sur les chromatides. Au besoin des analyses enzymatiques ou

moléculaires peuvent étre prescrites sur ces échantillons cellulaires. (Montréal, 2022)
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Figure 27 : Schématique illustrant la procédure d amnioscentése (Sainte-Justine!, 2002)
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¢ Risques causés par I’amniocentése :
» Heémorragies feetales ou maternelles (2% des cas).
» Perte du feetus (0,3% des cas).
++ Indications principales :
» Femme enceinte de plus de 38 ans.
» Antécédents familiaux de trisomie.
» Femme conductrice saine d’une maladie génétique liée au sexe (hémophilie A, myopathie
de Duchenne).
» Suspicion de trouble métabolique du feetus.
» Détermination du sexe du feetus.

» Détermination de 1’alpha-foetoprotéine (indicateur de certaines malformations).

3.2.2.2. Biopsie choriale

Permet une analyse génétique plus précoce que I’amniocentése. Le prélévement de villosités
choriales par voie vaginale (fig. ) donne accés a des cellules feetales dont plusieurs sont en voie de

division et peuvent étre analysées dans les heures qui suivent le prélevement.

Risques similaires a ceux de I’amniocentese, avec un taux de fausses couches légérement plus élevé.

(Montreal, 2022)
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Figure 28 : Schéma illustrant la procédure de biopsie choriale (Anonyme, 2020)
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3.2.2.3. Feetoscopie

La feetoscopie consiste a visualiser le feetus, de préférence vers la fin du second trimestre, en
introduisant dans l'utérus, par voie trans-abdominale et sous guidage échographique, un tube muni de
fibres optiques permettant de pratiquer une biopsie ou d'autres manipulations chirurgicales. Pour des
raisons evidentes de sécurité cette technique invasive n'est que rarement utilisée en clinique. (Montréal,
2022)

3.2.2.4. Facteurs influencant le recours a ces méthodes :

L’augmentation de la demande malgré une diminution des accouchements ont permis une
amélioration dans le suivi clinique tout au long de la grossesse, une hausse du nombre d’échographies
obstétricales et d’amniocenteses durant cette période a été enregistrée.

Ces méthodes permettent une meilleure prise en charge des anomalies génétiques et métaboliques,

mais elles nécessitent une évaluation minutieuse des risques et des bénéfices.
3.2.2.5. Ponction du cordon in utero

Lorsque le diagnostic prénatal est réalisé tardivement, cet examen peut étre proposé aux alentours
de la dix-huitiéme semaine de grossesse. Il consiste a prélever un échantillon de sang feetal a travers le
cordon ombilical in utero. Toutefois, cette procédure comporte des risques significatifs pour le feetus.
(Lucie, 2014)
3.2.3. Absence de diagnostic prénatal

Il est possible qu'aucun diagnostic ne soit effectué¢ avant la naissance, soit en raison d’un refus du
dépistage, soit a cause d’un manque de fiabilité des tests disponibles.
3.2.3.1. Refus du dépistage prénatal

Pendant la grossesse, les futurs parents ont la possibilité de décliner le dépistage de la trisomie 21.
Chacun est libre de choisir s’il souhaite connaitre ou non la présence d’une anomalie chromosomique
chez son enfant. Toutefois, le médecin a ’obligation 1égale d’informer la famille des la naissance si une
particularité génétique est détectée chez le nouveau-né. Cette démarche vise a accompagner les parents et

a leur fournir les ressources nécessaires pour faire face a la situation. (Lucie, 2014)
3.2.3.2. Fiabilité limitée des tests de dépistage

Les méthodes de dépistage, qui reposent sur 1’échographie et 1’évaluation de certains marqueurs
biologiques, ne garantissent pas une précision absolue. Un résultat négatif (c’est-a-dire un risque estimé
inférieur a 1/250) signifie seulement que la grossesse n’est pas classée comme étant a haut risque, mais il

n’exclut pas totalement la possibilité que le feetus soit atteint de trisomie 21. Environ 30 % des cas de
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trisomie 21 ne sont pas identifiés par ce type de test. Seuls des examens plus invasifs, comme
I’amniocentése ou le prélévement de villosités choriales, permettent de confirmer le diagnostic avec
certitude (Catherine, et al., 2005).

3.2.4. Le diagnostic post natal

Le diagnostic a la naissance reste une pratique courante. Le phénotype caractéristique des enfants
atteints de trisomie 21 permet une identification clinique rapide, généralement des les premieres heures de
vie. Les malformations cardiaques, fréquentes chez ces enfants, constituent également des signes
cliniques suggérant cette anomalie chromosomique. Un caryotype est systématiquement effectué pour
confirmer le diagnostic. Les professionnels de santé impliqués dans 1’annonce aux parents incluent la
sage-femme, le pédiatre, le gynécologue-obstétricien et le généticien. Si la trisomie 21 n’est pas
diagnostiquée a la maternité, une détection plus tardive peut étre réalisée par le pédiatre en charge du

suivi de I’enfant ou par le médecin généraliste référent. (Anonime, 2007).

3.2.5. Prise en charge médicale

La gestion médicale des patients atteints de trisomie 21 repose sur une approche multidisciplinaire

visant a améliorer leur qualité de vie et a prévenir les complications associées.

» Suivi pédiatrique et dépistage précoce :
Un suivi médical régulier est essentiel pour détecter les problémes de santé courants chez ces enfants,
tels que les cardiopathies congénitales, les troubles thyroidiens et les déficiences immunitaires.

» Prise en charge orthophonique et psychomotrice :

Une stimulation précoce par des séances d’orthophonie et de psychomotricité aide a améliorer le

développement cognitif et moteur.

» Surveillance ORL et ophtalmologique :
Les enfants trisomiques sont prédisposés aux otites fréquentes et aux troubles visuels, nécessitant un suivi
spécialisé.

» Gestion des troubles du développement :

Un accompagnement éducatif et psychologique adapté permet d’optimiser I’autonomie et I’intégration

sociale des patients. (Damien, 2020)

3.2.6. Le Conseil génétique

Le conseil génétique est un élément clé pour accompagner les familles concernées par la trisomie
21. Evaluation du risque de récidive : Aprés la naissance d’un enfant atteint de trisomie 21, une
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consultation géneétique permet d’évaluer le risque pour les futures grossesses en fonction du type de

trisomie (libre, mosaique ou par translocation).

Accompagnement des parents : L’annonce du diagnostic nécessite un accompagnement psychologique et
une information détaillée sur les implications médicales et sociales du syndrome.
Options reproductives : Les familles sont informées des possibilités de diagnostic prénatal (dépistage

sérique, DPNI, amniocentése) pour les grossesses suivantes.

(Anonime, 2007).

3.3. Caryotype conventionnel
3.3.1. Obijectifs

Les objectifs de la réalisation d’un caryotype sont :

Déterminer le nombre exact de chromosomes (normalement 46, XX ou 46, XY).
Identifier des anomalies chromosomiques numériques (ex. trisomie 21, monosomie X).

Détecter des anomalies structurales (délétions, translocations, inversions).

vV V V V

Contribuer au diagnostic de maladies génétiques, de certaines pathologies hématologiques et
d’infertilité.

3.3.2. Définition

Le caryotype permet I’étude des chromosomes d’un individu. C’est la présentation de fagon
ordonnée des chromosomes d’une cellule en fonction de la taille. Un caryotype humain comporte 46
chromosomes qui se répartissent en 22 paires de chromosomes autosomiques et une paire de chromosome

sexuel XX chez le sujet féminin, XY chez le sujet masculin.

Il contribue a la mise en évidence des remaniements chromosomiques par I’analyse numérique et

structurale.

On peut faire un caryotype a partir de plusieurs types de cellules nucléés qui ont la capacité de se
multiplier facilement tel que : les fibroblastes, les cellules amniotiques, les cellules de la moelle osseuse

et les lymphocytes.

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. (Sebihi, 2023/2024)
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Human karyotype
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Figure 29: Caryotype de I’homme (Muleris, 1981)

3.3.3. Principe du caryotype :

Les chromosomes ne sont visibles qu’au cours d’une phase spécifique du cycle cellulaire : la
division (mitose ou méiose). Les analyses cytogénétiques visent donc a observer les cellules a ce moment
précis, ce qui nécessite de les bloquer en phase de division. Pour y parvenir, il faut disposer de cellules en
prolifération active, ce qui peut se produire spontanément (comme dans le cas des cellules des villosités
choriales ou de certaines cellules tumorales) ou étre induit par la mise en culture (notamment pour les
fibroblastes ou autres cellules capables de se diviser), souvent associée a une stimulation mitogénique. La
stimulation des lymphocytes sanguins, par exemple, se fait généralement a I’aide de la Phyto-
hémagglutinine (PHA), un agent mitogéne qui déclenche leur division. A I’inverse, certains types de
cellules feetales, cutanées ou tumorales se divisent naturellement, sans stimulation. Le caryotype
conventionnel, qui permet d’étudier la structure chromosomique, commence donc par une culture

cellulaire. Le choix de la technique dépend du type de cellules analysées.
On distingue plusieurs situations :

% Le caryotype constitutionnel : il explore 1’organisation chromosomique d’un individu. Il peut étre
réalisé a partir de lymphocytes sanguins (aprés stimulation par la PHA sur un prélévement sanguin dans
un tube hépariné au lithium) ou bien a partir de fibroblastes issus d’une biopsie cutanée.

¢ Le caryotype prénatal : il permet d’analyser les chromosomes du feetus a partir de différentes
sources, selon le stade de la grossesse : les cellules trophoblastiques du placenta prélevées par
choriocentése entre 8 et 12 semaines d’aménorrhée, les cellules amniotiques prélevées par amniocentese
échoguidée entre 16 et 21 semaines, les cellules feetales sanguines obtenues par cordocentése a partir de la
22e semaine.
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s Le caryotype médullaire : réalisé sur des cellules de la moelle osseuse, il est indiqué en cas de
suspicion d’hémopathie maligne (ponction sternale ou iliaque).
X/

% Le caryotype tumoral : il s’applique aux cellules provenant d’une tumeur maligne, a partir de

biopsies ou de piéces opératoires fraiches (non fixées au formol).

Les cellules prélevées sont mises en culture dans un milieu spécifique (tel que le milieu RPMI :
Roswell Park Memorial Institute medium), en conditions stériles, a 37°C, parfois avec une atmosphére
enrichie en CO, (notamment pour certains types cellulaires, mais pas indispensable pour les

lymphocytes). La durée de culture varie selon le type de cellules et la quantité de matériel disponible :

» Lymphocytes sanguins : ce sont les plus couramment utilisés. Le sang est cultivé pendant 48 a 72
heures avec la PHA et des antibiotiques pour prévenir les contaminations.

» Fibroblastes : issus d’une biopsie cutanée, leur culture peut durer de une a trois semaines.

Y

Cellules de moelle osseuse : culture de 24 a 48 heures selon les besoins diagnostiques.
» Cellules feetales : les cellules amniotiques nécessitent une culture de 10 a 15 jours, tandis que les
cellules des villosités choriales ou trophoblastiques se divisent spontanément et ne requierent pas

toujours de culture préalable.

Pour réaliser une préparation chromosomique, il est nécessaire de collecter les cellules au stade
métaphasique de la mitose. Ces cellules subissent ensuite un choc hypotonique afin de provoquer un
gonflement et une meilleure dispersion des chromosomes. Elles sont ensuite fixées et étalées sur des
lames pour ’analyse (Hayes et al., 1998). Enfin, une coloration est réalisée pour permettre I’observation

des chromosomes au microscope.

Plusieurs techniques de coloration sont utilisées pour 1’obtention de cette coloration homogene des

chromosomes.
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Tableau 2 : Techniques de coloration homogéne en cytogénétiques (Abdelmoula, 2000)

Colorant traitement préalable  Coloration obtenue
Giemsa / Bleu

Bleu de méthyléne / Bleu-violacé

Bleu de toluidine / Bleu-violacé

Pyronine / Bleu-violacé Quinacrine
Quinacrine / Vert (fluorescent)
lodure de propidium / Rouge (fluorescent)

Di Amino-Phényle-Indole (DAPI) / Bleu (fluorescent)

< Il existe plusieurs techniques de banding permettant d’obtenir un marquage distinct de chaque

chromosome, telles que des traitements thermiques ou I’utilisation de la trypsine.

Les mitoses obtenues sont examinées au microscope optique connecté a un ordinateur, ce qui

permet de classer les chromosomes par paires.

¢+ Techniques de marquage des chromosomes (banding) Deux principales techniques de marquage
en bandes sont utilisées en cytogénétique conventionnelle :
» Bandes G (Giemsa banding) : obtenues aprés traitement des chromosomes a la trypsine, révélant
un motif de bandes sombres et claires apres coloration au Giemsa.
» Bandes R (Reverse banding) : obtenues par traitement thermique, produisant un marquage inverse
par rapport aux bandes G (les bandes sombres deviennent claires et vice versa).

Ces techniques permettent d’identifier précisément les anomalies chromosomiques, facilitant ainsi

le diagnostic des syndromes génétiques tels que le syndrome de Down. (Anonyme)
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Chapitre IV. Diagnostic par hybridation in situ FISH :

4.1. Hybridation In situ (FISH)

L'hybridation in situ (ISH) a été décrite pour la premiere fois en 1969 pour localiser des séquences
d'’ADN spécifiques sur des chromosomes dans des préparations cytologiques d'ovocytes de Xenopus (Gall
et Pardue, 1969 ; John et al, 1969). Des modifications de la technique originale ont été décrites,
permettant la détection et la localisation d'acides nucléiques dans les tissus provenant d'une varieté

d'organismes différents.

L’ISH est une technique qui permet de visualiser la présence d’ADN ou d’ARN spécifiques a
I’intérieur d’une cellule ou d’un tissu. Le principe de cette technique est basé sur 1’utilisation d’une sonde
fluorescente correspondant a une séquence d’acide nucléique spécifique a un géne cible. Celle-ci est
marquée par un isotope radioactif, & I'aide d'enzyme ou avec une substance fluorescente, de fagon a
pouvoir la détecter facilement. Apres révélation de la sonde, le marquage met en évidence la localisation
de la cible recherchée au sein d'un organisme entier, d'un ensemble de cellules, dans un compartiment
cellulaire ou sur un chromosome précis. Particulierement utilisée dans le diagnostic des infections
microbiennes, I’ISH permet aussi de détecter les translocations chromosomiques ou certains genes

surexprimés dans les tumeurs malignes. (Hamidchi, 2023/2024)

& Hybridize

Labeling with
fluorescent dye  / Pty

/\

Figure 30 Schéma de I’hybridation in situ fluorescente (Bouchra, 2014/2015)

L’avantage de cette technologie est de donner une information quantitative et visuelle sur les ARNm
¢tudiés. L’ISH peut avoir un intérét lorsque les échantillons a analyser sont partiellement dégradés ou en

trop faible quantité pour permettre une analyse de génes d’intérét par RT-gPCR. En effet, I’étape
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D’extraction d’ARN nécessaire pour des experiences de RT- qPCR peut s’avérer délicate dans ces

contextes et résulter en 1’obtention d’ARN de mauvaise qualité, difficilement exploitable par la suite.

42. Types D’ISH

Fluorescence (FISH) : Hybridation in situ par fluorescence : permet de tester plusieurs cibles

simultanément et de visualiser la co-localisation au sein d'un simple échantillon.

Chromogénique (CISH) : hybridation chromogénique in situ : permet d'obtenir des informations

génétiques dans le cadre de la morphologie des tissus.

4.2.1. Principe du Test FISH
¢+ Fixation de la cellule (e.g. Formaldehyde : H-CHO) : se fixe aux chaines latérales des protéines
pour former des groupements hydroxy-méthyl.
¢+ Conception des amorces : DNase (inducing random cuts) = Endonuléase
% Marquage de la sonde : fournir des nucléotides spéciaux avec une proteine fluorescente
assemblage par ligases
+ Deénaturation
%+ Hybridation
» Lasonde se lie;
> Pas d'hybridation : Détecter la mutation (par exemple Délétion).

4.2.2. Types des sondes
42.2.1. LOCUSSPECIFIC PROBES:

Se lient a une région particuliere du chromosome. Ce type de sondes est pratique lorsque les
scientifiques isolent une petite partie du gene et désirent déterminer sur quel chromosome le gene est

situé, ou combien de copies du gene existent a I’'intérieur d’un génome particulier.
4.2.2.2. ALPHOID or CENTROMERIC REPEAT

PROBES : générées a partir de séquences répétitives (tandem) rencontrées au milieu de chaque
chromosome (centromeére). Ces sondes peuvent également étre utilisées en combinaison avec les (Locus
Specific Probes) afin de déterminer si un individu manque d’un quelconque matériel génétique a partir

d’un chromosome donné.
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42.23. WHOLE CHROMOSOME PROBES:

Sont une collection de sondes dont chacune se lie a différentes séquences le long d’un chromosome

donné. Permettent d'identifier visuellement les translocations, délétions ou amplifications d'un

chromosome spécifique

Chromosome
(painting) probe

Metaphase

Interphase

CCFO2013

Figure 31 : types des sondes (http://www.google.com/search

4.3.  Principes de I'hybridation in situ par fluorescence

Les éléments de base de FISH sont une sonde ADN et une sequence cible.
a) Avant I'nybridation, la sonde ADN est marquée via l'incorporation d'un fluorophore.
b) La sonde marquée et I'ADN cible sont dénaturés.

c) La combinaison de la sonde dénaturée et de la cible permet I'nybridation de séquences d'’ADN

complémentaires. (Hamidechi, 2023/2024)
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Si la sonde a été marquée indirectement, une étape supplémentaire est nécessaire pour la
visualisation de [I'hapténe non fluorescente qui utilise un systeme de détection enzymatique ou

immunologique. Enfin, les signaux sont évalués par microscopie a fluorescence. (Hamidechi, 2023/2024)
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Figure 32 : Principes de I’hybridation in situ par fluorescence (Hamidchi, 2023/2024)
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Chapitre V. MATERIEL ET METHODES

5.1. Caryotype conventionnelle :

5.1.1. Matériel et échantillons requis
51.1.1.  Matériel :

- Tubes coniques de 15 ml (aliquotes du milieu de culture),

- Lames de microscope 26x76 mm (labbox®),

- Boites de rangement des lames,

- Micropipettes (20-200 nl),

- Pipettes de transfert en plastique,

- Hotte a flux laminaire (ALS- STERIL- HELIOS®),

- Hotte chimique (Shinsaeng®-model : SFH-2012 (UP)),

- Centrifugeuse a grande vitesse (SIGMA® 2-16 KL),

- Vortex (IKA®), (VELP®, WIZARD Advanced IR Vortex Mixer),

- Station cytogénétique motorisé (Leica® DM6000b) reliée a un ordinateur disposant d’un

systéme de traitement d’image (logiciel Cytovision®),

- Etuve (Memmert®),

- Réfrigérateur a 4°C,

- Congélateur a -20°C,

- Bain marie (Memmert®),

- Becher en verre (20 ml, 25 ml, 100 ml, 600 ml et 1000 ml),

- Becher en plastique (50 ml, 100 ml et 400 ml),

- Pince,

- Cuve a coloration (Hellendahl®),

- Papier absorbant,

- Eprouvettes graduées en verre (250 ml, 500 ml),

- Bac en verre,

- Portoir pour tube,

- Pipette graduée 0,5 ml,

- Présentoir de lames,

- Gant nitrile non stérile (non poudreé),

- Embouts a Pipette (ISOLAB® 200ul).
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5.1.1.2. Réactifs:

- PBMax : prépare 8 ml, conservé a -20 °C

- Thymidine (100 pl) : 0,6 g dans 100 ml de PBS (Phosphate Buffered Saline)

- PBS : 1 comprimé de PBS dans 200 ml d’eau bi-distillée (Sigmae),

- Eau distillee,

- Eau minérale,

- Eau bi-distillée,

- Acide acétique 100%,

- Ethanol pure 99-100°.

- Giemsa liquide Flukae.

- Huile d’immersion,

- Sérum de Veau Foetal (SVF) (1,5 ml),

- RPMI 1640 Medium avec L-glutamine et sodium bicarbonate (6,5 ml),

- Colcémide (60 ul) : 0,1 g dans 100 ml d’eau distillée,

- KClI : 5,6 g/l

- Sodium phosphate monobasique di-hydraté (NaH2PO4+2H20) : 78 g de poudre de phosphate +
500 ml d’cau distillée

- Carnoy : 3V Ethanol +1V d’Acide acétique.

- Tampon de Girr,

- Giemsa : 10 ml solution de Gurr + 5 ml de Giemsa + eau minérale.

5.1.2. Echantillonnage :

Les échantillons analysés ont été fournis par les services techniques du centre de recherche en
biotechnologies CRBT, en provenance de patients dont les prélevements ont été réalisés par des
établissements sanitaires spécialises.

5.1.3. Prélévements sanguins :

Pour réaliser un préléevement sanguin, qui consiste en une prise de sang veineux dans un tube contenant
I’anticoagulant.
La quantité minimale de sang requise est de 5 ml.

Avant toute analyse, il est essentiel de vérifier I’aspect de 1’échantillon, tant sur le plan quantitatif que
qualitatif. Si I’échantillon ne peut étre analysé immédiatement, il doit étre conservé a 4 °C et utilis€¢ dans un

délai maximal de 4 jours.
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Figure 33 : Echantillon (sang veineux dans un tube contrnant | anticogulant héparine

5.1.4. Culture cellulaire :

La culture de sang se fait dans un milieu spécifique est incubé a 37 °C pendant 72 heures. Treize
gouttes de sang sont ensuite remises en suspension dans un tube contenant 4 ml du milieu de culture

RPMI 1640, avec glutamine et PHA (Euro bio).

5.1.4.1 Blocage des cellules en métaphase

Aprés 72 heures de culture, les lymphocytes actives sont arrétés en métaphase afin de permettre
I’observation des chromosomes. Pour cela, 100 pl de solution de Colcemide est rajoutée pour les 2 heures
de culture. Ce compose, agissant comme un poison du fuseau mitotique, inhibe la formation des fibres du
fuseau sur lesquelles se fixent les centroméres des chromosomes, empéchant ainsi leur séparation en
anaphase (Hayes et al. 1998). Le tube est ensuite agité délicatement pour homogénéiser la suspension

cellulaire.

50



Partie 2 : Partie pratique Chapitre V. Matériel et Méthodes

Figure 34 : Colcimide solusion

5.1.4.2 Choc hypotonique

Aprés deux heures d’incubation, une centrifugation est réalisée pendant 5 min a 1200 rpm.

Le culot de cellules est repris dans une solution hypotonique de chlorure de potassium 7ml (KCI 5 mM) a
37°c pendant 30 min ce qui entraine leur gonflement suivi de I’éclatement de membrane nucléaire et la
dispersion des chromosomes. Cette étape est indispensable a I’obtention d’un étalement correct des

chromosomes.

Figure 35 : Centifugeuse
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5.1.4.3. Préfixation

Cette étape consiste a préparer les lymphocytes en vue de leur fixation définitive. Pour cela, une
solution de fixation est préparée en mélangeant du 15 ml méthanol et 5 ml d’acide acétique, et ajoute 1 ml

de Carnoy acétique.

Figure 36 : Les solutions Méthanol Et Acide Acétique

5.1.4.4. Fixation
Par la suite, une centrifugation a 1200 t/mn pendant 5 min, le surnageant est éliminé.
On ajoute 2ml & 5ml de Carnoy. Cette procédure de fixation peut étre répétée deux fois ou davantage.

Entre chaque fixation une centrifugation a 1200 t/min pendant 5 mn est necessaire.

Figure : 37 Solution purifiée
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5.1.5. Etalement chromosomique :

Cette phase vise a obtenir des métaphases ou les chromosomes sont nettement séparés. L’étalement
peut étre effectué en appliquant quelques gouttes de la suspension cellulaire sur une surface des lames et
elle est placée dans un bain- de lavage pour I’humidité. Le succes de 1’étalement chromosomique dépend
de plusieurs paramétres, tels que la température, I’humidité ambiante, la méthode de séchage ainsi que

I’intensité du choc hypotonique.

Figure 38 : étape de | etalement

5.1.6. Dénaturation et coloration :

Les lames sont déposées dans un bain de vapeur a 69 °C pendant quelque minute afin d’optimiser

I’hydratation et d’assurer une fixation efficace des chromosomes.

Le banding R : Une dénaturation thermique est réalisée dans une solution Earl (10ml Earl + 90ml d’cau)
dans une Jarre en porcelaine, elle est préchauffée au bain-marie pendant 20 minutes jusqu’a ce que sa
température atteigne 87 °C, ensuite, les lames avec les chromosomes sont plongées dans la solution

chaude pendant 47 minutes.

Le banding G : Aprés la dénaturation les lames sont colorées au Giemsa a10% (on utilise 10 mL de
Giemsa dilués dans 90 mL d’eau), et I’on laisse agir pendant 19 minutes. Enfin, on rince soigneusement
la préparation a I’eau pendant 1 minute. Cette méthode permet d’obtenir des bandes R (reverses),

caractérisant la technique RHG.

Les techniques de banding chromosomique permettent d’identifier chaque chromosome grace a
I’apparition de bandes spécifiques. Chaque bande correspond a une région chromosomique différenciable
des zones voisines par des variations de teinte, plus sombre ou plus claire, selon la méthode utilisée. Une

bande foncée avec une technique peut apparaitre claire avec une autre. Par exemple, les bandes R sont
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obtenues aprés une dénaturation thermique contrélée des chromosomes, suivie d’une coloration au
Giemsa.

Figure 39 : Lacoloration et solution earle

5.1.7. Observation et lecture des lames :

L’examen et I’interprétation des lames ont été réalisées a 1’aide d’un microscope optique muni
d’un systéme d’acquisition d’images, reli¢ a un ordinateur équipé du logiciel de traitement d’images
LEICA DM6000 B. A travers le microscope, on observe les chromosomes en métaphase afin d’identifier
les mitoses ou les chromosomes apparaissent clairement, bien structurés et distincts. Si ces conditions ne
sont pas réunies, I’analyse doit étre reprise, soit a partir du méme échantillon sanguin, soit d’un nouveau

prélevement si I’ancien remonte a plus de trois jours.
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Figure 40 : Cytoscan "Applied Imaging Cyto Visio

5.2. LaTechnique FISH
5.2.1. Etapes de la technique

5.2.1.1. Prétraitement
» Les lames étalées sont immergées dans la solution 2X SSC pendant 1 min, et une série de bains

d’alcool 70%, 90% et 100% d’une durée d’une minute chacun est réalisée
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Figure 41 : Prétraitement par le 2XSSC te une série bains d’alcool 70%, 90% et 100%
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» Ensuite séchées avant de procéder a I’étape d’Hybridation.

5.2.1.2 Hybridation des échantillons :

Les Sondes d’hybridation qui correspondent aux centroméres du chromosome 21 sont déposées sur

la lame : 10puL de sonde sont déposés sur la lames et recouverte d’une lamelle.

Figure 42 : La sonde correspondant au centromeére du chromosome 21 (cytovision)

Figure 43 : Ajout de la sonde sur la lamelle (Bouchra, 2014/2015)
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» Lalame avec la sonde scellée a I’aide de rubber cement pour éviter 1I’évaporation.

N\

\

Figure 44 : La lame échantillon sur lamelle, puis les sceller par de la colle (Bouchra, 2014/2015)

La lame avec sonde sont placées dans un hybridizer et laissée incuber a 37°C pendant environ 5

minutes avant de lancer le programme de dénaturation/hybridation :
Temperature de dénaturation : 72°C / Temps de dénaturation : 5 minute

Température d’hybridation : 37°C / temps d’hybridation 20 h.

Figure 45 : L’hybridizer utilisé pur I’hybridation des sondes FISH
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5.2.1.3. Lavage

Attention, il est essentiel de travailler sous lumiére atténuée afin de préserver I’intégrité des

fluoro chromes présents sur les sondes des lames.
Les 20 heures passées les Des cette étape, les lames doivent étre retirées de I’hybridizer.

Le ru bercement est soigneusement enlevé sans retirer la lamelle, puis la lame est immédiatement placée

dans une solution de lavage 2X SSC avec 0,4 % Tween20 a 43°C pendant 3 min.
Les lames sont mises a sécher a I’ obscurité.
5.2.1.4. Contre coloration des noyaux au DAPI :

Dix pl de solution anti Fade avec DAPI sont déposés sur la lamelle couvre-objet et recouvert par une

lamelle.

VECTASHIELD *
AR

Figure 46 : AntiFade solution plus DAPI

5.2.15. Lecture

Les lames sont placées a 4°C pendant au moins 5min avant de procéder a la lecture sous
microscope. L’observation des résultats de FISH se fait a 1’obscurité sur uns station FISH

cytoscan_cytovision.
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CHAPITRE VI. RESULTATS ET DISCUSSION

D’aprés les observations cliniques du patient recruté dans cette étude, le syndrome de Down
(trisomie 21) a été suspecté. Afin de confirmer cette suspicion, un caryotype a été réalisé pour éliminer la
possibilité d’autres anomalies chromosomiques de structure et pour mettre en évidence toute anomalie
visible a la résolution du caryotype. Un caryotype en bandes R a donc été établi pour le patient ainsi que

pour un témoin.

6.1. Résultats des caryotypes

Le témoin présente un caryotype normal, ne montrant aucune anomalie chromosomique de structure
ou de nombre (46, XX ou 46, XY selon le sexe). Le patient, quant a lui, présente une trisomie 21 libre et

homogéne, caractérisée par la présence de trois chromosomes 21 (47, XX, +21 ou 47, XY, +21).
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Figure 47 : Caryotype du patient présentant une trisomie 21 comaré au témoin
6.2.  Analyse complémentaire par FISH

L’absence d’autres aberrations chromosomiques visibles au caryotype nous a conduits a réaliser une
analyse FISH (Hybridation In Situ en Fluorescence) pour confirmer la trisomie 21 et exclure une
translocation ou une mosaique. Pour cela, des sondes spécifiques du chromosome 21 ont été

utilisées(Zytovision).
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6.3. Résultatdela FISH :

Chez le témoin, on observe deux signaux rouges (21g22) et deux signaux verts (contréle),
correspondant a deux chromosomes 21 normaux. Chez le patient, on observe trois signaux rouges (21922)

et deux signaux verts (contrdle), confirmant la présence de trois chromosomes 21.

Figure 48 : Analyse FISH sur noyau interphasique révelant une trisomie 21 chez une patiente d’ans
6.4. Conclusion
L’analyse cytogénétique et FISH a permis de confirmer le diagnostic de syndrome de Down chez le
patient, caractérisé par une trisomie 21 libre et homogéne. Le témoin présente un caryotype normal. Ce

protocole permet de distinguer rapidement et efficacement les anomalies chromosomiques numériques,

telles que la trisomie 21, et de les différencier des cas hormaux.
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CHAPITRE VII : Comparaison entre le caryotype conventionnel et la technique

6.1.

FISH

Comparaison entre caryotype conventionnel et technique Fish

Tableau : 3 Comparaison détaillée entre les méthodes de caryotyage et la technique de fluorecene in situ

hybridization FISH

Aspect

Comparaison de la précision
dans I’identification des
anomalies

Temps necessaire pour obtenir

les résultats

Détection des translocations et

mosaicisme
Mosaicisme avantages de
FISH dans sa détection
Caryotype

Caryotype conventionnel
permet une vue d’ensemble du

bonne
de

nombre ou de structure des

génome avec une

détection des anomalies

chromosomes (délétion,
duplication, translocation).

Précision  limitte a  des
anomalies >5-10 Mb.

nécessite une culture cellulaire
(48 a 72h minimum), résultats
disponibles aprés plusieurs jours
a une semaine.

tres efficace pour détecter les
translocations  équilibrées ou
non, a condition qu’elles soient
de taille suffisante pour étre

visibles au microscope.

peut détecter un mosaicisme si

les cellules analysées sont
suffisantes, mais risque de le

manquer a faible pourcentage.
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Technique fish
tres spécifique et plus précise

pour détecter des anomalies
ciblées, méme de petite taille
kilobases).

Utilise des sondes spécifiques

(jusqu’a quelques

pour une région d’intérét.

résultats plus rapides (en 24 a
48h), notamment dans le cadre
de FISH

besoin de culture cellulaire.

interphasique  sans
utile pour confirmer ou identifier

des translocations ciblées,

notamment  cryptiques  (non

visibles au caryotype), mais

nécessite une hypothese
préalable (sondes ciblées).

plus sensible pour détecter un
faible pourcentage de cellules

anormales (analyse de centaines

de noyaux interphasiques),
meilleure évaluation
quantitative.
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6.2. Utilisation en diagnostic prénatal et postnatal
La technique de caryotypage conventionnel est plus appliquée en diagnostic prénatal.

e Principalement utilisé pour détecter des anomalies chromosomiques majeures (trisomies,
monosomies, translocations).

e Analyse des cellules feetales issues de I’amniocentése ou de la choriocentese.

Malgré le léger avantage di au cout amorti de cette technique, le long délai d’analyse causé par la
durée nécessaire a la culture cellulaire constitue un inconvenient majeur dans la prise de décision des

cliniciens quant a la conduite a tenir vis-a-vis des patients et de leurs parents
6.3. ROle de la FISH dans le diagnostic postnatal et la détection rapide

Tres utile pour une détection rapide des anomalies communes (trisomie 21, 13, 18, aneuploidies

sexuelles).

Application postnatale pour confirmer une anomalie suspectée ou pour des syndromes connus (ex.

syndrome de DiGeorge, microdélétions). (Wang, L., Wang, F.-S., & Gershwin, M. E, 2020)
7. Conclusion :

Le diagnostic du syndrome de Down a connu une nette évolution grace aux progrés de la
cytogénétique. Si le caryotype conventionnel reste la méthode de référence pour identifier la trisomie 21
dans ses différentes formes (libre, translocation, mosaique), il présente néanmoins certaines limites,

notamment en termes de temps d’analyse et de sensibilité dans des cas particuliers.

L’apport de la cytogénétique moléculaire, et en particulier de la technique FISH, a permis
d’améliorer considérablement la rapidité, la précision et la capacité de détection des anomalies

chromosomiques, méme lorsque celles-ci échappent a 1’analyse conventionnelle.

Cette complémentarité entre les deux approches rend aujourd’hui le diagnostic du syndrome de
Down plus fiable et accessible, notamment dans le cadre du diagnostic prénatal ou en cas de situations

cliniques complexes.

En somme, I’intégration des techniques classiques et moléculaires en cytogénétique constitue un
atout majeur dans le domaine du diagnostic genétique, permettant non seulement une meilleure prise en

charge des patients, mais aussi un accompagnement adapté pour les familles concernées.
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Résumé

Ce mémoire porte sur le diagnostic génétique du syndrome de Down (trisomie 21) a ’aide de
deux techniques cytogénétiques complémentaires : la cytogénétique conventionnelle (caryotype) et la
technique FISH (hybridation in situ en fluorescence).

La présente étude commence par une présentation générale de la structure et du role des
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Abstract :

This thesis focuses on the genetic diagnosis of Down syndrome (trisomy 21) using two
complementary cytogenetic techniques: conventional cytogenetics (karyotype) and the FISH
technique (fluorescence in situ hybridization).

This study begins with a general presentation of the structure and role of chromosomes, as well
as the various possible chromosomal abnormalities. It then focuses on the genetic and clinical
characteristics of trisomy 21, one of the most common chromosomal abnormalities in humans,
emphasizing the importance of early and reliable diagnosis for better medical and psychosocial care.
The karyotype method, although classic, allows observation of all chromosomes in order to detect any
abnormality in number or structure. In parallel, the FISH technique is based on the use of specific
fluorescent probes allowing rapid and targeted detection of the presence of an additional chromosome
21. The work, carried out in its practical part within the Biotechnology Research Center (CRBT) of]
Constantine, concludes with a comparative analysis of the two approaches, highlighting their|
advantages and limitations. While karyotyping provides a global view of the genome, FISH stands out

for its speed and precision, particularly in the context of prenatal or urgent diagnosis.
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