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Résumé

Résumé

Le syndrome de Turner est caractérisé par la présence d’un chromosome X etl’absence partielle ou

complète du deuxième gonosome (X ou Y) et responsable d’un tableauphénotypique féminin

variable selon les individus et selon les formules chromosomiques encause. En dehors des signes

dysmorphiques, les principales manifestations cliniques sont un retard statural et uneinsuffisance

ovarienne responsable d’infertilité,touchant 1/2500 naissances féminines.

L’objectif de notre étude est de confirmer l’intérêt du diagnostic en cytogénétique moléculaire en cas

de ce syndrome en utilisant la technique PRINS, où nous avons utilisé des courtes amorces

oligonucléotidiques de type α satellite spécifique à l’X.

7 filles atteintes du syndrome de Turner ont été recrutées dans cette étude. Selon les résultats obtenus

par la technique PRINS,5 patientes portent une monosomie sur 100% des cellules (45, XO), alors

que 2 présentent une forme en mosaïque (45XO ; 46XX) en confirmant les résultats du caryotype

conventionnel.

Les résultats de notre travail montrent que cette méthode offre demultiples avantages, notamment sa

fiabilité, la simplicité de sonprotocole,sa rapiditéd’exécution la spécificitédu marquageobtenu et son

faiblecoût, font de la techniquePRINS un outil cytogénétique de choix, pour le diagnostic des

syndromes chromosomiques de nombre (aneuploïdie).

Mots-clés : Syndrome de Turner, le retard statural, insuffisance ovarienne, monosomie de l’X,

cytogénétique moléculaire, PRINS.



Abstract

Turner syndrome, interest in molecular cytogenetic diagnosis

Abstract

Turner syndrome is characterized by the presence of an X chromosome and the partial or complete

absence of the second gonosome (X or Y), responsible for a variable female phenotypic table

according to the individuals and the chromosome formulas involved. Apart from the dysmorphic

signs, the main clinical manifestations are a stunted delay and ovarian failure responsible for

infertility, affecting 1/2500 females births.

The objective of our study is to confirm the interest of the molecular cytogenetic diagnosis in case

of this syndrome using the PRINS technic, where we used short oligonucleotide primers of type α

satellite specific to the X.

Seven girls with Turner syndrome were recruited in this study. According to the results obtained

by the PRINS technique, 5 patients had a monosomy on 100% of the cells (45, XO), while 2 had a

mosaic shape (45XO, 46XX) confirming the results of the conventional karyotype.

The results of our work show that this method offers multiple advantages, especially its reliability,

the simplicity of its protocol, its speed of execution the specificity of the obtained marking and its

low cost, make the PRINS technic a cytogenetic tool of choice, for the diagnosis of chromosomic

syndromes (aneuploidy).

Keywords: Turner syndrome, stunted delay, ovarian failure, X monosomy, molecular cytogenetic,

PRINS.



الملخص

الھدف من استخدام علم الوراثة الخلویة الجزیئیة في تشخیص متلازمة  

الملخص

عن جدول ةمسؤول،)Yأو Xللمشیج الثاني (ئيجز أوو غیاب كامل ،بتواجد صبغي واحد Turnerتتمیز متلازمة
فشل النمو وتأخریعتبر ،هات الناتجةبعیدا عن التشو ،و الصیغ الصبغیة المسببةللأشخاصوفقا ،متنوعأنثويظاهري 

.الاناثولادات من 1/2500هذه المتلازمة تصیب، المظاهر السریریة أهمالمبیض المسؤول عن العقم 
مستخدمین ،من استخدام علم الوراثة الخلویة الجزیئیة في تشخیص هذه المتلازمةالدافعلتأكیدتهدف دراستنا 

des amorcesاستعملنا ، بحیثPRINSتقنیة oligonucléotidiques قصیرة من النوعαsatellite خاصة
.Xبالصبغي

نجد،PRINSحسب النتائج المتحصل علیها بواسطة التقنیة ،جمعن في هذه الدراسة Turnerفتیات مصابات بمتلازمة7
,45صبغیة (أحادیةمرضى یحملن 5 X0 ( لدیهن صیغ مختلفة 2مریضتان في حین من الخلایا %100في
)45,X0 ;46, XX نتائج النمط النووي یؤكد) ما.

ما ،سرعة تنفیذها وانخفاض تكلفتها،بساطة برتوكولها ،كموثوقیتها ، لهذه التقنیة محاسن كثیرة أنكدؤ تنتائج عملنا 
.اتمتلازمالمختلفجل تشخیصأیجعلها الوسیلة المختارة من 

PRINSتقنیة  ،الصبغیةالأحادیةTurnerمتلازمة  لكلمات المفتاحیة ا
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INTRODUCTION

Jusqu’à présent, près de 1000 syndromes chromosomiques contribuant à la morbidité et la

mortalité humaine ont été signalés. Au moins 7,5% des conceptions sont atteintes d’anomalies

chromosomiques. La plupart des anomalies chromosomiques causent des avortements spontanés

comme dans le cas de notre étude, le syndrome de Turner, représente 10 à 20% des avortements

spontanés.

Le syndrome de Turner est décrit en 1938 par Henry Hubert Turner pour la première fois comme

un syndrome polymalformatif touchant 1/2500 naissances féminines, lié à une petite taille et une

insuffisance ovarienne comme signes clés de cette maladie, est repris par la suite en 1959 par Charles

Ford, qui montre la présence d’un chromosome X, et l’absence totale ou partielle du second

gonosome (X ou Y)

En vue que la prise des investigations de routines ; à savoir la biologie, l’échographie et la

cœlioscopie, restent insuffisantes pour rendre compte les troubles de ce syndrome, le nombre de

demandes d’études cytogénétiques a augmenté comme un examen de certitude.

L’objectif de notre travail est de confirmer l’intérêt du diagnostic en cytogénétique moléculaire

des syndromes chromosomiques comme les syndromes de Turner par une technique simple rapide et

surtout à faible coût : la technique PCR in situ (PRINS ; primed in situ labelling ou synthèse in situ

amorcée).
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01) qu’est-ce qu’un syndrome de Turner ?

Le syndrome de Turner (ST) est une anomalie chromosomique de nombre, il se caractérise par une

dysgénésie ovarienne associée à un nombre variable d'anomalies extra-gonadiques. Il est lié à la

présence d’un chromosome X et l’absence partielle ou complète du deuxième gonosome (X ou Y) il

est responsable d’un tableau phénotypique féminin variable selon les individus et selon les formules

chromosomiques en cause(1).

 Synonyme : syndrome de Bonnevie-Ullrich, monosomie de l’X.

02) Histoire

En 1938, Henry Hubert Turner de l’Université d’Oklahoma(2), rapporte une série de sept sujets

féminins avec impubérisme, aménorrhée primaire, et petite taille associée à des malformations

multiples dont certaines sont spécifiques (ptérygium colli et cubitus valgus). Cette description du cou

palmé était proche de celle de Otto Ullrich, (pédiatre de Munich), qu’avait déjà décrit 8 ans plus tôt,

le ptérygium colli associé à la naissance à des œdèmes lymphatiques des membres. Il le rapprochait

des malformations observées par Bonnevie, d’où la désignation initiale de syndrome de Bonnevie-

Ullrich (1,3).

En 1942 Varney et al, insistent sur la constance du retard statural dans ce syndrome(4), et mettent en

évidence des taux élevés de gonadotrophines hypophysaires dans les urines, écartant l’hypothèse

initialement suspectée par Turner d’une insuffisance hypophysaire, il s’agit d’une insuffisance

ovarienne primitive.

La découverte du caryotype humain (1956) permet de montrer en 1959 par C.E. Ford, que la plupart

des sujets atteints, n’ont que 45 chromosomes(3,4).Par la suite, l’analyse systématique du caryotype

mettra en évidence chez une des patientes suivies par Ullrich la même monosomie X mais également

des mosaïques variées comportant même parfois un chromosome Y(2).

03) Epidémiologie

La prévalence de ST à la naissance est de 1/2500 nouveaux nées de sexe féminin, elle serait bien plus

importante au stade embryonnaire puisque 99 % des fœtus atteints de ST ne survivraient pas au-delà

de 28 semaines d’aménorrhées (4), et représente 10 à 20% des avortements spontanés précoces(5).

Le diagnostic prénatal n’est pas toujours fiable surtout les cas mosaïques (6) et c’est encore plus

compliqué dans le cas des jumeaux(7).

Le dernier rapport de l’agence de la biomédecine en France, datant de 2010, compte 55568

caryotypes prénataux réalisés, parmi lesquels 4584 anomalies détectées, soit 8,2% des caryotypes.
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Sur ces 4584 anomalies, 358 étaient des formules turnériennes soit 7,8%. Sur ces 358 fœtus, 27 sont

morts in utero (7,5%), 225 ont fait l’objet d’une interruption médicale de grossesse (62.8%) et 64

sont nés vivants (17.8%). L’issue des grossesses restantes n’est pas connue(8).

 En Algérie, nous ne disposons d’aucune étude à large échelle reflétant le profil

épidémiologique de ce syndrome.
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01) Phénotype syndromique

01.1 La petite taille

Le retard statural s’installe chez une patiente avec ST tôt dans l’enfance (cassure de la courbe de

croissance dès la 2éme année), s’aggrave après l’âge de 9ans du fait de l’absence de pic

pubertaire(9).La taille des femmes adultes non traitées par hormone de croissance est environ 20 cm

inférieure à celle des femmes de la même origine géographique (142cm en France, 139,5cm en

japon, 146,8cm en Allemagne et Scandinavie) (population générale est de taille moyenne égale à

166cm). (10).Il faut en outre prendre en considération la taille des parents : s’ils sont grands ou non,

(qu’est un facteur héréditaire non négligeable) (figure 1)(9).

Figure 1 : Variabilité d’expression du retard de croissance dans le ST.

Sur ces courbes, on remarque toujours trois lignes (+ 2 écarts-types, détermine la limite de taille

supérieure (grande taille), M (moyenne), -2 écarts-types, définit la limite de taille inférieure (petite

taille)) et parfois deux lignes supplémentaires (+ 1 écart-type, -1 écart-type) qui délimitent plusieurs

zones ou « couloirs ». L'ensemble des couloirs situés autour de la moyenne entre les lignes + 2

écarts-types, -2 écarts-types correspondent à environ 95 % de la population normale (10).
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01.2 Anomalies cervico-faciales

De multiples anomalies cervico-faciales ont été décrites dans le syndrome de Turner parmi

lesquelles :

a. Anomalies faciales

 Visage triangulaire.

 Fentes palpébrales obliques anti mongoloïdes ; ptôsis, épicanthus ; hypertélorisme

voire strabisme.

 Commissure labiale abaissées, dents mal implantées, voûte palatine très ogivale.

 Hypoplasie du maxillaire inférieur, rétrognatisme.

 Oreilles bas implantées, décollées mal ourlées.

b. Anomalies du cou

 Ptérygium colli ou cou palmé dans 50% des cas, il s’agit de replis cutanées

triangulaires dépourvus de muscles et s’étendant de la pointe de la mastoïde jusqu'à

l’acromion.

 Basse implantation des cheveux sur la nuque avec des prolongements latéraux en

forme de M donnant un aspect de trident sur la nuque.

 Brièveté du cou(11).

01.3 Autres anomalies

 Thorax bombé en bouclier élargi avec des mamelons hypoplasiques distanciés l’un de

l’autre de l’autre.

 Les angles sont hypoplasiques et exagérément convexes avec tendance aux cicatrices

chéloïdes.

 Les naevis pigmentaires 60-70% des cas, ils sont importants au diagnostic et se

localisent au niveau du visage, de l’avant-bras et du thorax… (12).

01.4 Insuffisance ovarienne

Dans le ST, le développement des ovaires est normal jusqu’au troisième mois de gestation.

Ensuite, commence une apoptose des ovocytes et une fibrose du stroma aboutissant de façon plus ou

moins rapide à des ovaires dysplasiques ou en bandelettes fibreuses (13). A la puberté, cette
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insuffisance ovarienne est objectivée biologiquement par l’augmentation de la Follicle-stimulating

Hormone (FSH) supérieure à 20mUI/ml (la norme est de 3 à 9 mUI/ml) et de la Luteinizing

Hormone (LH) supérieure à 20 mUI/ml (la norme est de 2 à 10 mUI/ml) ainsi que par la diminution

de l’hormone anti mullerienne (AMH), marqueur de réserve ovarienne, qui est inférieure à 8

pmol/l(la norme est de 10 à65.8 pmol/l chez les femmes jeunes)(14). Dans 20 à 30% des cas, une

puberté peut débuter spontanément. Son évolution, c’est-à-dire la survenue des règles et la fertilité,

dépend du capital folliculaire résiduel(15).

Figure 2:Manifestations cliniques du syndrome de Turner

02) Pathologies associées

On peut les résumer dans le tableau suivant :
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Tableau 1 : Pathologies associées au ST

Cardiovasculaires Coarctation de l’aorte

Bicuspidie de l’aorte

Rétrécissement ou insuffisance aortique

HTA ou insuffisance cardiaque gauche

dissection de l’aorte

Rénales Rein en fer à cheval

Ectopie rénale

Rein multi kystique

Sténose de la jonction pyélo-urétrale

Malformation rénale

ORL Otites à répétition (végétations

adénoïdiennes)

Hypoacousie

ophtalmologique Amblyopie, strabisme, ptôsis,

hypermétropie

endocriniennes Hypothyroïdie

Diabète type II

Osseuses 4éme métacarpiens court

Cubitus valgus

Déformation de Madelug (Poignet)

Déformation de Kosowick (Genou)

Digestives Maladie coeliaque

Anomalies hépatiques

Cancers Gonadoblastome, dysgérminome

Leucémie, neuroblastome,

phéochromocytome,

shwanome, tumeurs carcinoïde

Psychiatriques Retard psychomoteur

Timidité

Isolement social

Dépression
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03) Diagnostic du syndrome de Turner

Le diagnostic du syndrome du Turner peut se faire à n’importe quel âge.

03.1 Chez le nouveau-né et le nourrisson

Le ST doit être suspecté chez le sexe féminin en présence d’un lymphoedème (œdème des mains

et des pieds, il s’agit d’un œdème dur et non inflammatoire, disparaît au cours de la 2éme année), on

note aussi des nævi cutanés, une basse implantation des cheveux avec distension de la peau du cou

siège de multiples replis horizontaux(11,12).

03.2Chez la petite fille

Tout retard de croissance ou petite taille (inferieur à 166cm) sans cause évidente doit bénéficier d’un

caryotype pour éliminer le syndrome de Turner.

03.3Chez l’adolescente

Toute fille avec impubérisme ou aménorrhée primaire particulièrement quand associés à une petite

taille doit être suspectée d’être turnérienne(16).

03.4 Diagnostic anténatal

Aujourd’hui, plusieurs techniques sont utilisées :

a) Echographie

Le dépistage précoce du syndrome de Turner est maintenant plus facile grâce aux progrès de

l’échographie fœtale qui peut être pratiquée à la 15-20éme semaines d’aménorrhées(17).

b) Amniocentèse

Réalisée pour âge maternel avancé ou en présence d’un des marqueurs sériques maternels (alpha

foetoproteine, HCG) associés à des anomalies échographiques.

L’amniocentèse permet le dépistage des anomalies chromosomiques fœtales par prélèvement trans-

abdominal écho guidé du liquide amniotique entre les 12-17émesemaines d’aménorrhée. Elle permet

d’établir un caryotype sur les amniocytes(18).
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04) Examens complémentaires

04.1 Examen d’orientation

04.1.1 La biologie

Dans le cas de syndrome de Turner, la biologie met en évidence une insuffisance ovarienne primitive

hyper-gonadoyrophique responsable de l’impubérisme et de l’infertilité. L’élévation des

gonadotrophines et tout d’abord de la FSH est l’élément biologique le plus constant au cours de

l’insuffisance ovarienne.

La disparition de l’activité ovarienne attestée par le syndrome anovulatoire (courbe thermique plate,

progestérone plasmatique et pregnandiolurie constamment basses) et par un taux inférieur à celui des

adolescentes normales(19,20).

04.1.2 L’échographie

L’échographie n’est pas indispensable au diagnostic du syndrome de Turner, cependant elle demeure

particulièrement utile d’une part pour détecter la présence ou l’absence des ovaires, à et d’une autre

pour apprécier l’état de l’utérus (plus petit chez les turnériennes par rapport à la population

générale)(21).

04.1.3 La cœlioscopie

Elle n’est pas nécessaire pour le diagnostic, mais si elle est effectuée, elle permet d’une part de

visualiser directement le tractus génital interne, et d’autre part de préciser le degré de dysgénésie

gonadique impossible à préciser à partir du caryotype, puisqu’il n’existe pas de corrélation anatomo-

clinique stricte(22).

04.2 Examen de certitude

04.2.1 Cytogénétique

C’est l’étude des chromosomes et de leurs anomalies, où le syndrome de Turner est le reflet de

différentes anomalies de chromosome X.

On distingue deux types d’anomalies chromosomiques dans le syndrome de Turner :

-Les anomalies de nombre : Elles affectent le nombre de chromosomes et non leur structure qui reste

normale.
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-Les anomalies de structure : Elles affectent la structure des chromosomes.

05) Prise en charge

Le syndrome de Turner n’est évidemment pas accessible à une thérapeutique étiologique. Cependant,

la plupart des anomalies phénotypiques rencontrées peuvent être corrigées, totalement ou en partie,

par un traitement symptomatique.

Le traitement par l’hormone de croissance vient au premier plan, à côté des traitements par hormone

de croissance, d’autre thérapeutiques doivent être envisagées : induction pubertaire, substitution

oestroprogestative et dépistage et prise en charge des anomalies associées au syndrome de

Turner(23).

05.1 Hormone de croissance

Le traitement du retard de croissance par l’hormone de croissance (GH, STH ou encore

somatotropine) peut débuter dès l’enfance. L’hormone de croissance est une substance naturellement

fabriquée par une glande située à la base du cerveau (l’hypophyse). Le traitement consiste à

administrer l’équivalent de l’hormone de croissance, fabriqué en laboratoire (tableau 3). Il est

poursuivi jusqu’à ce que le squelette de la fille atteigne un stade qui correspond à celui d’une enfant

de 14 ans normale. On parle d’âge osseux de14 ans. Ceci est déterminé à l’aide de radiographies(24).

Tableau 2: Facteurs de la réponse staturale chez les turnériennes traitées par l'hormone de croissance

(23).

 Age au début du traitement

 dose de GH utilisée

 influence négative de la puberté spontanée

 degré de maturation osseuse requis lors de l'introduction des œstrogènes

 taille des parents

 intensité du retard statural au début du traitement

 type d'anomalie de l'X
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Tableau 3 : Tailles finales chez les Turnériennes (d'après P. Rochiccioli et al)

N Dose GH

(U/kg/sem.)

Taille finale (cm)

Takano (Japon) 15 0,5 142,2 +6,5

15 1,0 144,3+3,9

Rosenfeld (Etats Unis) 8 1,0 151,7+4,6

34 1,0 151,6+5,6

Van den Broeck (Europe) 56 0,8 150,7+4,9

Massa (Hollande) 45 1,0 152,3+5,3

Rochiccioli (France) 117 0,74 150,1+5,6

Nilsson (Suède) 44 0,7 152,2+5,9

Haeusler (Autriche) 20 0,7 152,9+3,5

Pasquino (Italie) 18 1,0 147,6+7,3

Attanasio (Allemagne) 6 0,9 150,9+4,7

05.2 Substitution hormonale

A partir de l’âge normal de la puberté, les apports des hormones qui sont normalement fabriquées par

l’ovaire, œstrogènes dans un premier temps puis œstrogènes et progestérone, dans un deuxième

temps sont indispensables. La jeune fille reçoit un traitement dit substitutif, d’abord pour induire la

puberté (traitement par œstrogènes). A l’âge adulte, le traitement substitutif, par œstrogènes et

progestérone doit être maintenu (sauf contre-indications). Il est actuellement conseillé de prolonger

le traitement après l’âge normal de la ménopause car il protègerait de l’ostéoporose(24).

05.3 Dépistage et prise en charge des maladies associées

Par exemple :

• Le traitement d’éventuelles otites à répétition et le dépistage d’une diminution de l’audition sont

importants. La prothèse auditive peut être nécessaire car une ouïe déficiente peut nuire à la scolarité.

L’appareillage est pris en charge par la sécurité sociale jusqu’à l’âge de 20 ans. Il peut être nécessaire

également à l’âge adulte : 25 % des femmes atteintes y ont recours vers la quarantaine.
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• Le strabisme doit être pris en charge très tôt pour permettre aux fillettes de développer une vision

parallèle des deux yeux (vision binoculaire), nécessaire à la bonne perception de la profondeur et de

la distance(25).

• La prise en charge des anomalies hormonales (endocrinopathies) :

o Celle du diabète est nécessaire à cause des risques de complications qui y sont liées. Le

diabète est généralement bien compensé par un régime pauvre en sucres rapides et équilibré

en protéines et en lipides et par l’exercice physique. Le contrôle médical doit être régulier.

o Le traitement de l’hypothyroïdie se fait par l’administration de comprimés d’hormones

thyroïdiennes(26).

• La maladie coeliaque sera traitée en suivant un régime spécifique sans gluten.

• L’hypertension artérielle doit également être prise en charge par un régime approprié et des

médicaments adaptés (antihypertenseurs comme les bêtabloquants). Ce traitement peut débuter très

tôt, dès la petite enfance(24,27).

• En cas de malformation cardiaque, un traitement antibiotique est nécessaire avant toute

intervention, y compris un soin dentaire minime, afin d’éviter une infection du cœur par une bactérie

(endocardite).

• Des traitements orthopédiques (chirurgicaux et non chirurgicaux) peuvent être également

nécessaires(28).

06) Le ST et grossesse

La stérilité est habituelle dans le ST, les grossesses spontanées sont rares de l’ordre de 2%. Leur

apparition permet de témoigner de la bonne qualité des ovocytes. Les taux les plus élevés sont

observés en cas de mosaïques. Toutefois ces grossesses sont de mauvais pronostic.

Le recours aux techniques de fécondation in vitro avec transfert embryonnaire et le projet d’un don

d’ovocytes, est de plus en plus fréquent pour accéder à la maternité (29).

07) Pronostic

Le retard statural a été amélioré par le traitement par l’hormone de croissance s’il est débuté

précocement.
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Cependant, le syndrome de Turner nécessite un traitement au long cours et une surveillance à vie,

afin de détecter et de traiter les autres anomalies liées à ce syndrome.
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01) Chromosomes sexuels ou gonosomes

Les chromosomes sexuels (x et y), appelés encore gonosomes, sont des chromosomes à part. Ils sont le

siège de nombreuses différences entre hommes et femmes via leur rôle dans la détermination et le

dimorphisme sexuel.

01.1 Origine et évolution des chromosomes sexuels

Les chromosomes sexuels chez l’être humain, tels que nous les connaissons aujourd’hui, dérivent d’une

paire d’autosomes dont l’un des deux chromosomes a subi initialement une mutation au niveau du gène

SOX3 (30,31). Cette mutation a probablement été préservée par force sélective, ce qui a fait en sorte que

les inversions, les mutations, les délétions et les additions qui ont forgé les chromosomes X et Y ont été

conservés (32). Ainsi, sur l’un des deux autosomes ancestraux, le proto-Y, le gène SOX3 est devenu

SRY alors que le proto-X a conservé la séquence originale de SOX3. Le proto-X et le proto-Y ont

progressivement arrêté de recombiner pour arriver à la situation actuelle chez l’homme où le X et le Y

ne recombine plus qu’au niveau de deux petites régions pseudo-autosomales PAR1 et PAR2 (33).

01.2 Structure des chromosomes X et Y

Le chromosome X, quant à lui, compte 1098 gènes et 700 pseudogènes. A titre de comparaison, le

chromosome 2 contient 1346 gènes encodant des protéines et 1239pseudogènes; il faut cependant noter

qu’il est le deuxième plus grand chromosome chez l’humain.

Le chromosome Y est l’un des petits chromosomes humains (d’environ 60Mb), qui ne représente que 2

à 3% du génome humain. Il est constitué d’une grande portion d’hétérochromatine et ne comporte donc

que peu de gènes, environ cent gènes traduits en protéine, en plus de nombreux pseudogènes (Figure

3)(34).

Les régions d’homologie les plus connues entre les gonosomes sont situées aux extrémités de ceux-ci :

ce sont les régions pseudoautosomiques (PAR) du bras court (PAR1) et du bras long (PAR2) (Figure 4)

(35).
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Figure3: Structure de chromosome X et Y

Figure 4: Chromosome X et Y .PAR-régions pseudoautosomales
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Les régions PAR jouent un rôle capital lors de la méiose. En effet, c’est normalement uniquement par

ces deux petites régions que les chromosomes X et Y peuvent s’apparier et se recombiner.

L’appariement des gonosomes au niveau de la région PAR1 est nécessaire au bon fonctionnement de la

méiose I chez l’homme puisque une délétion de cette région entraine l’infertilité (36).

01.3 Inactivation du chromosome X chez la femme

La nécessité d’inactiver un chromosome X (nommé corpuscule de Barr) chez la femme vient du2fait que

les chromosomes X et Y n’ont pas le même contenu génique suite à leur évolution particulière. Sans

cette inactivation, les femmes se retrouveraient avec une dose plus élevée de produits d’expression des

gènes spécifiques au chromosome X comparativement aux hommes. Elle s’effectue au hasard sur le

chromosome maternel ou paternel (37).

Le gène XIST, situé dans le centre d’inactivation en Xq13, est responsable de l’inactivation du

chromosome X. Ce gène non traduit en protéine reste sous forme d’ARN dans les cellules afin d’initier

le processus d’inactivation, qui se propage sur toute la longueur du chromosome X à partir du centre

d’inactivation. Des modifications épigénétiques seront par la suite instaurées afin de rendre

l’inactivation permanente (38,39).

Parmi les gènes du chromosome X qui doivent échapper à l’inactivation, on trouve les gènes ayant des

homologues sur le chromosome Y (les gènes des régions PAR1, puisque leur dosage génique est

identique chez les individus XX et XY comme le gène SHOX et certains gènes dans les régionsPAR2

par exemple, les gènes WASH6P et IL9R restent actifs tant sur le X inactif que sur le Y). On estime

qu’environ 15% du contenu génique total du chromosome X échappe à l’inactivation (40).

02) Aspect génétique du syndrome

Comme nous l'avons mentionné au paravant, le phénotype des turnériennes résulterait de l’absence d’un

chromosome sexuel ou d’une haplo insuffisance de gènes échappant au mécanisme de l’inactivation de

l’X, résultant d’une anomalie de nombre et/ou de structure.

02.1 Anomalie de nombre

Par définition, les anomalies de nombre affectent le nombre des chromosomes et non leur structure qui
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demeure normale. Les plus fréquentes sont les aneuploïdies c’est à dire la perte ou le gain d’un ou

quelques chromosomes. Les polyploïdies désignent un nombre anormal de lots haploïdes entiers.

Pour le ST l’anomalie chromosomique la plus fréquemment retrouvée est la monosomie X, (45, X0)

(41).

02.1.1 Monosomie 45, X0

Dans ce syndrome on constate l’absence totale ou partielle de l’un des deux chromosomes X

normalement présents chez les filles ou de l’Y. Cette perte chromosomique peut être homogène dans

toutes les cellules ou en mosaïque.

02.1.1.1 Forme libre et homogène

Le caryotype homogène (45, X0) est la formule chromosomique la plus fréquente. Elle est retrouvée en

cytogénétique classique chez environ 57% des patientes atteintes du ST (42).

Plusieurs études sur l’origine de la monosomie X ont montré que, dans 80% des cas, le chromosome X

conservé était d’origine maternelle, Par voie de conséquence, le chromosome Y ou le chromosome X

d’origine paternelle est le gonosome perdu(43).

02.1.1.2 Forme en mosaïque

Les mosaïques, comportant deux (ou plus de deux) populations différentes (45, X0/46, XX ou 45, X0/

47, XXX…). Leur fréquence est estimée à 16% par les techniques cytogénétiques

habituelles(44).Cependant, ce chiffre dépend du nombre des cellules et de celui des types tissulaires

étudiés, ainsi que des techniques mises en œuvre. Finalement, on retrouve également des cas de

mosaїcisme où la seconde lignée contient un chromosome Y normal ou remanié(43,45).En fait,

considérant que seulement 1% des grossesses avec une constitution (45, X0) survivent, alors qu’une

hypothèse dit que seules les constitutions (45, X0) en mosaïque soient viables. La sévérité du phénotype

dépend de la complexité de la mosaïque. Les patientes ayant un caryotype (45, X0/46, XX) ont un

meilleur pronostic que celles au caryotype (45, X0) homogène. Cela est particulièrement important à

considérer pour les cas découverts en Prénatal. Les cycles réguliers et les grossesses menées à terme

chez 5%des patientes s’expliquent probablement par l’existence de mosaïques (46,47).
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02.1.2 Mode de formation

01.1.2.1 Cas homogène

Lorsqu’elle est homogène la monosomie pour le ST résulte le plus souvent d'une non-disjonction

méiotique (lors de la méiose 2) (Figure 6) (44).

Une non-disjonction est définie par le fait que deux chromosomes migrent vers le même pôle lors de

l’anaphase et passent ensemble dans la même cellule fille, au lieu de migrer chacun dans une cellule

fille. Cette non-disjonction peut se produire lors d’une division méiotique maternelle ou paternelle. Elle

peut concerner deux chromosomes homologues, lors de la première division méiotique (Figure 5) (48),

ou deux chromatides sœurs, lors de la deuxième division méiotique. Dans le premier cas le gamète reçoit

un chromosome de chacun des parents (maternel et paternel) et dans le second, deux exemplaires d’un

même chromosome parental (maternel ou paternel). Ces deux copies ne seront cependant pas

génétiquement identiques du fait des recombinaisons qui se produisent en début de méiose (48,49).

Figure 5 : Mécanisme du non disjonction en méiose 1
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Figure 6: Mécanisme du non disjonction en méiose 2

On trouve aussi comme cause de cette anomalie les défauts de migration, où on observe un retard de

migration à l’anaphase, l’un des deux chromosomes appariés se déplace trop lentement vers le pôle de la

cellule fille. Il n’est pas incorporé dans le noyau et est éliminé par des micronoyaux (50).

02.1.2.2 Cas de mosaїcisme

Ce cas est le résultat de la non-disjonction mitotique post-zygotique (Figure 7). Cette anomalie

correspond à une mal disjonction des chromatides au cours de la mitose après fécondation (42).

Figure 7: Mécanisme du non disjonction mitotique post-zygotique
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02.2Anomalie de structure

Elles affectent la structure des chromosomes. Elles résultent d’une ou plusieurs cassures

chromosomiques suivies d’un recollement anormal. Elles correspondent à des remaniements

chromosomiques. Ces réarrangements peuvent porter sur un seul ou plusieurs chromosomes et peuvent

être transmises (anomalie familiale) ou de novo (51).

Les anomalies de structure sont trouvées chez environ 35% des patientes et s’associent le plus souvent à

une lignée (45, X0) qui pourrait résulter de l’instabilité mitotique du remaniement (46).

02.2.1 Isochromosome (i)

L’isochromosome du bras long du chromosome X est le remaniement de structure le plus

fréquemment retrouvé dans le ST avec une prévalence de 15%. Il est en général dicentrique et résulte de

la cassure d’un X au niveau proximal du bras court (xp) et des chromatides sœurs.

Un isochromosome est un chromosome anormal formé de deux bras longs ou de deux bras courts d’un

même chromosome avec perte de l’autre bras (Figure 8) (52).

Figure 8 : Mécanisme de formation d'un isochromosome
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02.2.2 Délétion partielle (del)

Les délétions résultent d’une cassure chromosomique avec perte du segment distal (délétion

terminale), ou de deux cassures sur un même bras chromosomique avec perte du segment

intercalaire (délétion intercalaire) (Figure 9).

Figure 9 : Mécanisme de formation d'une délétion

Les délétions sont rares, retrouvées chez environ 5% des femmes présentant un ST. Elles peuvent

emporter les extrémités du bras court ou du bras long, être interstitielles ou résulter de translocation X

autosomes déséquilibrées. Le phénotype des femmes qu’elles touchent est très variable, dépendant de la

taille du segment délété et de sa localisation (46).Les délétions partielles du bras court (46, X, del(Xp))

surviennent le plus souvent au niveau de point de cassure Xp11, Des points de cassures plus distaux ont

également été rapportés (Xp21.1-Xp22.1-Xp22.2)(53).

02.2.3 Translocation X-autosome

La translocation est la transposition d'un fragment chromosomique sur un autre chromosome suite à une

cassure chromosomique. Il s’agit d’une anomalie le plus souvent équilibrée impliquant souvent deux
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chromosomes mais parfois complexe avec un risque de déséquilibre chez la descendance. En présence

de deux points de cassures : translocation réciproque ou robertsonienne (Figure 10).En présence de trois

points de cassures : insertion interchromosomique (54).

Figure 10:Mécanisme de formation d'une translocation

02.2.4 Chromosome X en anneau (r)

Un chromosome en anneau correspond à des délétions plus ou moins étendues (souvent peu

importantes) aux deux extrémités d'un chromosome et recollement du segment intermédiaire (par

absence de télomères), ce qui aboutit à une structure annulaire (Figure 11).

Les anneaux sont observés dans 5% des cas. Ils entrainent le plus souvent une mosaïque (45, X0/46,

Xr(X)). La majorité des anneaux est d’origine paternelle. Comme pour les délétions, le phénotype varie

selon la taille de l’anneau et l’emplacement des points de cassure (56).
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Figure11 : Mécanisme de formation d'un chromosome en anneau

02.2.5 Chromosome dicentrique

Ces chromosomes résultent de la fusion, souvent dans les régions télomériques, de deux

chromosomes homologues ou non homologues (Figure 12). Lorsque les deux centromères sont

suffisamment éloignés, l'un d'entre eux perd sa fonction, formant un pseudodicentrique Ils représentent

un des formes en mosaïque dans le ST (42).
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Figure 12 : Mécanisme de formation d'un chromosome dicentrique

03) Haplo-insuffisance et le syndrome de Turner

Le mécanisme pathogénique du ST est complexe et incomplètement élucidé. Il est admis que la

plupart des signes cliniques sont dus à l’haplo-insuffisance de gènes situés sur le chromosome X,

échappant à l’inactivation. Comme on a déjà dit que la plupart des gènes liés à l’X sont inactivés

pendant l’embryogénèse et donc fonctionnent de façon haploïde chez le fœtus 45, X comme chez le

fœtus 46, XX. Ils ne sont donc pas directement impliqués dans le phénotype, et que certains gènes

nécessitent une expression biallélique sur les deux gonosomes, c’est-à-dire que deux copies sont

nécessaires pour un phénotype normal(56). Les plus connus sont situés dans la région

pseudoautosomique PAR 1, et dans la région PAR 2.(Le gène SHOX,WASH6P, IL9R, ZFX/ZFY,

RPS4X/RPS4Y, MIC-2, le récepteur à l’interleukine 3 (IL-3) et le récepteur du GM-CSF…) (53).

04) Régions chromosomiques d’intérêt

Les études de corrélation génotype-phénotype sont difficiles à mener en raison de l’existence des

mosaïques, du phénomène d’empreinte parentale et de l’expression variable entre sujets masculins et

féminins. L’absence de 2 chromosomes X avant l’inactivation, l’existence de gènes (Modificateurs) ou

de phénomènes épigénétiques régulateurs, ainsi que l’origine parentale du chromosome X normal

peuvent aussi être impliqués.
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Il est établi que le retard de croissance du ST est en grande partie lié à l’haplo-insuffisance du gène

SHOX. Les mutations de ce gène sont impliquées aussi dans le retard statural idiopathique et la

dyschondrostéose de Leri-Weill (57). SHOX situé dans la région (PAR 1) du bras court de X et de Y en

Xp22 ou Yp11.3. Dans le ST, la déformation de Madelung est rare, en revanche le cubitus valgus, le

palais ogival, la scoliose, la brièveté desmétacarpiens et la micrognathie sont fréquents et retrouvés aussi

dans la dyschondrostéose de Leri-Weill. La corrélation génotype-phénotype reste variable.

Le gène SHOX, n’est probablement pas le seul gène dont l’haplo insuffisance entraine une petite taille,

l’aneuploïdie elle-même peut en être responsable. De plus, les patientes ayant une large délétion du bras

long de l’X présentant une taille réduite de 10 cm par rapport à la taille cible(58), l’origine paternelle de

l’X normal qui serait associée avec un gain statural inférieur sous GH, d’autres locus situés sur Xp11.2-

22.1, une explication mécanique (le RCIU serait due à une compression tissulaire par le lymphoedème)

(59).

Il a été suggéré que le degré de dysfonctionnement ovarien serait corrélé à l’étendue du défaut

d’appariement chromosomique lors de la méiose. Les délétions Xp entraînent un phénotype ovarien

complet (60). Plusieurs gènes sont directement impliqués dans l’insuffisance ovarienne, y compris en

dehors du cadre du syndrome de Turner : le gène BMP1, localisé en Xp11.2, le gène POF2 localisé en

Xq13-21, les gènes POF1 et DACH2 en Xq26q28 et le gène FMR1 en Xq27.3 responsable du syndrome

de l’X fragile et d’un tableau de ménopause précoce chez les femmes porteuses hétérozygotes de la pré-

mutation. La région Xp11-p11.2 est la plus critique pour le développement ovarien (61).Les femmes

(45, X, i(Xq)) présentent rarement des cycles menstruels et ont un phénotype comparable à celui des

femmes (45, X0). Les ovaires apparaissent généralement sous la forme de bandelettes fibreuses. Mais,

on peut observer de manière exceptionnelle une fonction ovarienne normale(62).

La région Xp11.4 jouerait un rôle dominant dans le développement du lymphoedème. La région Yp11.2

avait déjà été désignée pour cette anomalie (60) or Yp11.2 est homologue génétiquement de Xp22.3

(région PAR 1). Ces données suggèrent que l’homologie chromosomique est différente de l’homologie

fonctionnelle pour certains gènes et qu’il n’y a pas qu’un seul gène qui puisse expliquer le

lymphoedème.

Il est établi que la présence d’un isochromosome Xq augmente aussi le risque de survenue de

pathologies auto-immunes (risque multiplié par 10) (63).
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Il n’y a pas, à ce jour, de gène défini directement impliqué dans la survenue des malformations

cardiaques et rénales.

La présence de matériel Y est associée au développement d’une tumeur gonadique potentiellement

maligne, le gonadoblastome, chez 10 à 30% des sujets concernés. On retrouve du matériel Y, en

particulier le gène SRY (Sex-determining region Y) chez 3% des patientes en l’absence de chromosome

Y visible au caryotype. L’indication de gonadectomie préventive doit être alors discutée. Pour cette

raison, la plupart des équipes proposent une recherche systématique de matériel Y par biologie

moléculaire chez tous les sujets (45, X) La région critique pour le développement du gonadoblastome

semble être localisée à proximité du centromère du chromosome Y (Tableau 4) (64).

Tableau 4 : Les régions chromosomiques responsables du phénotype Turnérien

05) Transmission génétique

Dans la plupart des cas, le ST est due à une anomalie chromosomique accidentelle. La maladie n'est

donc pas héréditaire. Le risque de réapparition chez un autre enfant est inférieur à 1%.

Phénotype Régions chromosomiques Anomalies

La petite taille SHOX (PAR 1 en Xp22 ou Yp11.3)

Locus situés sur Xp11.2-22.1

Délétion

Dysfonctionnement ovarien Le gène BMP1 en Xp11.2,

Le gène POF2 en Xq13-21

Les gènes POF1 et DACH2 en Xq26q28

Le gène FMR1 en Xq27.3

Délétion

i(Xq)

Lymphoedème La région Yp11.2

La région Xp22.3 (PAR 1)

Délétion

Pathologies auto-immunes Le brin Xq i(Xq)

Tumeur gonadique Chromosome Y

Il n’y a pas, à ce jour, de gène défini directement impliqué dans la survenue des

malformations cardiaques et rénales.
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Cependant, certaines anomalies peuvent être transmissibles. Il est donc prudent de consulter un centre de

génétique médicale pour évaluer le risque d'apparition chez un autre enfant (51).
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01) La cytogénétique moléculaire

01.1 Introduction

La cytogénétique moléculaire est en pleine révolution. Le caryotype mis au point en 1956, n’est

désormais plus l’examen de première intention pour l’exploration des anomalies chromosomiques

associées à une déficience intellectuelle et/ou aux malformations congénitales(65). Ce dernier

demeure un examen très consommateur de temps et peu automatisable. Par ailleurs, lorsque

l’anomalie chromosomique est de très petite taille, inférieure à 5 Mb (submicroscopique), elle peut

passer inaperçue (66).

L’analyse fine des anomalies chromosomiques par les techniques de cytogénétique moléculaire est

très importante puisqu’elle permet aux cytogénéticiens de faire un diagnostic chromosomique précis

et d’apporter par conséquent pour le généticien clinique un support solide lui permettant une

évaluation correcte du risque pour le patient et éventuellement pour sa famille lors du conseil

génétique, l’une des principales méthodes de cette discipline sont l’Hybridation in situ Fluorescente

« FISH » (67).

01.2 L’Hybridation in situ Fluorescente « FISH »

Figure 13: Principe de la technique FISH
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Le principe de base de cette technique repose sur la propriété de l’ADN, molécule bicaténaire dont

les séquences nucléotidiques sont complémentaires, de se dénaturer (séparation des deux brins

complémentaires) et de se renaturer (réassociation des deux brins),dans des conditions précises de

température, de salinité et de pH (68).La FISH consiste à hybrider sur des préparations

chromosomiques une sonde, qui est un fragment d’ADN cible que l’on veut étudier. Cette technique

permet de visualiser directement un gène ou une séquence nucléotidique spécifique d’un locus donné

et de déterminer si telle séquence est délétée, dupliquée ou transloquée (69).

Le substrat habituel qu’est une préparation chromosomique de métaphase ou d’interphase obtenue

par caryotype classique (culture, blocage, choc, fixation, étalement).Des noyaux interphasiques de

préparations cellulaires totales (étalement de sang, de moelle osseuse,…) ou des sections minces de

tissu paraffiné peuvent être également utilisées (65).

01.2.1 sondes utilisées

De nombreuses sondes sont commercialisées et prêtes à l’emploi pour la détection de syndromes

cliniques connues, il est parfois nécessaire de fabriquer des sondes à partir de BAC

(Bacterial Artificial Chromosome). Ces BACs sont reçus sous la forme de cultures de bactéries

recombinantes contenant la séquence d’ADN d’intérêt qui sera extraite et marquée.

Différents types de sondes sont utilisés :

01.2.1.1 Sondes de chromosomes spécifiques (centromériques ou de locus spécifiques)

Elles sont utilisées pour rechercher des anomalies de nombre. L’avantage de ces sondes est qu’elles

peuvent être utilisées en directe, avant culture (69).

01.2.1.2 Sondes subtélomériques

Elles sont utilisées pour rechercher des translocations équilibrées, regroupées en Kits permettant en

une seule analyse, l’exploration des 46 extrémités subtélomériques (70).

01.2.1.3 Sondes pantélomériques

Elles ciblent les séquences répétées télomériques communes à toutes les extrémités des 23paires

chromosomiques. Elles sont utilisées pour la mise en évidence des chromosomes en anneaux.
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01.2.1.4 Multi-FISH

Le caryotype multicouleur (M-FISH), contrairement à la FISH, permet une analyse globale du

génome. Cette technique nécessite l’obtention des métaphases. Elle consiste à peindre

spécifiquement chaque paire chromosomique d’une couleur différente à l’aide de sondes réparties

tout au long du génome. Elle permet l’identification de chromosomes dérivés ou marqueurs et des

remaniements complexes (71).

Figure 14: Présentation des résultats obtenus par la FISH sur un chromosome métaphasique

01.3 La PCR in situ (PRINS)

La technique PRINS (primed in situ labelling ou synthèse in situ amorcée) est une technique non

isotopique de cytogénétique moléculaire quia été introduite en 1989 par Jorn Koch et al (72), elle

permet l’analyse microscopique de séquences d’ADN nucléaire sur chromosomes mitotiques et dans

lesnoyaux interphasiques. L’originalité du PRINS réside dans l’utilisation de courtes amorces

oligonucléotidiques de synthèse (de 18 à 35 nucléotides) qui, une fois appariées in situ à leurs

séquences complémentaires sur l’ADN cible dénaturé, vont servir de points d’initiation à une

réaction d’élongation catalysée par une taq polymérase, en présence d’un mélange de nucléotides. La

visualisation des fragments d’élongation engendrés in situ résulte de l’incorporation enzymatique
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dans ces fragments d’un nucléotide fluorescent ou couplé à un haptène (au niveau des dutp)

détectable par chimioluminescence (73).

Figure15: Principe de la technique PRINS

Elle permet l’analyse des différentes familles de séquences d’ADN répétées telles que:

a- Les séquences de type satellite α particulières aux centromères, les séquences satellites I, II, III et

les séquences β-satellites spécifiques des régions péricentromériques et hétérochromatiques.

b- Les séquences répétées Alu dispersées et préférentiellement localisées dans les bandes R (reverse)

des chromosomes.

c- L’ADN minisatellite des séquences télomériques.

De récents développements techniques ont permis la détection in situ de séquences uniques.

Initialement, la technique PRINS était utilisée pour détecter un seul chromosome qui était révélé à

l’aide d’un seul fluorochrome. Puis, divers protocoles PRINS polychromes (multicouleurs) ont été

mis au point pour révéler simultanément plusieurs chromosomes. Le protocole le plus simple est

réalisé en un seul cycle (74).
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01). Présentation de la population cible

Les patientes de notre étude sont des filles présentant toutes un syndrome de Turner confirmée et

recrutées au niveau du centre de chirurgie et des sciences de la reproduction « IBN ROCHD » de

Constantine.

L’étude a porté sur un échantillon de 9 personnes, dont 7 cas malades et 2 cas témoins (un homme

et une femme). Elle s’est étalée sur une période de quatre mois, du 1 janvier au 1 Avril 2018 :

Les sept patientes sont âgées entre 04 ans à 16 ans, de taille inférieur à 150 cm. La fille de 16 ans

souffre d’une Aménorrhée primaire, avec un retard staturopondéral qu’est observé aussi chez les

autres patientes.

Une analyse cytogénétique par caryotype constitutionnel au niveau du laboratoire de la clinque a

confirmé que, 5 patientes portent une monosomie sur 100% des cellules (45, XO) alors que les deux

autres présentent une forme en mosaïque du syndrome (45XO ; 46XX) (Tableau 5).

Figure 16: A gauche un caryotype turnérien (le Y est perdu), à droite un caryotype normal(55).
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Tableau 5 : Présentation de la population cible

Patiente Age Indication Caryotype constitutionnel

1 07 Retard staturopondéral 45 X0

2 05 Retard staturopondéral 46 XX ; 45 X0

3 16 Aménorrhée primaire et

retard staturopondéral

45X0

4 09 Retard staturopondéral 46 XX ; 45 XO

5 10 Retard staturopondéral 45 X0

6 11 Retard staturopondéral 45 X0

7 04 Retard staturopondéral 45 X0

02). Matériels

Pour confirmer notre objectif d’étude, et pour confirmer aussi les résultats de caryotype

constitutionnel, nous avons utilisé la technique PCR in situ ou le PRINS (primed in situ labelling ou

synthèse in situ amorcée) pour la détection du chromosome X (soit un seul ou deux) en utilisant des

courtes amorces oligonucléotidiques de type α satellite spécifique à l’X (région centromérique),

selon le protocole proposé par Jorn Koch (1989). Nous avons introduit des modifications à ce

protocole afin de l’adapter à nos conditions.

03). Méthode

03.1 Etape de vérification

Comme nous allons travailler sur un prélèvement du tissu provenant de la muqueuse buccale, nous

avons voulu confirmer que notre échantillon restera fixé sur la lame lors de l’expérience.

 Echantillon

Notre échantillon consiste en un prélèvement buccal sur l’ensemble de notre population, le frottis

buccal est une méthode simple et rapide pour collecter quelques cellules de l’intérieur de la bouche.

 Déshydratation

Pour réaliser cette étape il faut suivre le protocole suivant :

 Stériliser et laver les lames par l’éthanol (3 lames).
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 Laisser sécher à l’air libre, étaler le frottis buccal sur le long des 3 lames au moyen d’une

spatule en bois.

 Préparer dans des boites de Pétri stérile trois solutions ; alcool à 70% (70% éthanol+30% eau

distillé), à 90% (90% éthanol+10% eau distillé) et à 100% (éthanol pur) (10 ml pour chaque

solution).

 Plonger chaque lame 2 mn dans chaque solution (2 mn dans l’alcool à 70%, puis à 90%, puis

l’alcool à100%).

 Préparer dans une boite de Pétri stérile une solution contenant 2 ml d’acide acétique +6 ml

d’éthanol.et laisser chaque lame 2 mn dans cette solution.

 Après les sécher (à l’air libre pour 5 mn), colorer au Giemsa à 1% pendant 2 mn.

 Laisse sécher pour 5 mn à l’air libre.

 Observation microscopique

L’observation au grossissement x100 avec le microscope optique équipé d'un système

d'acquisition d'image, relié à un ordinateur.

03.2 Réalisation de la technique PRINS

03.2.1 Echantillon

Nous avons travaillé sur les prélèvements des 9 cas dans les mêmes conditions.

03.2.2 Déshydratation et dénaturation

Nous avons réalisé les mêmes étapes précédentes sauf que :

 Faire sortir les 9 lames de l’alcool à 100%, laisser sécher pour 5 mn à l’air libre.

 Ajouter quelques gouttes d’NaOH (0,4 M) et laisser réagir pondant 5 mn, pour la

dénaturation de l’ADN double brin.

 Faire sortir les lames, et laisser 2 mn dans de l’eau distillé.

 Réaliser les mêmes étapes de la partie vérification (dans alcool à 70%, puis à 90%, puis à

100%, puis dans l’acide acétique +éthanol), et laisse sécher à l’air libre.

03.2.3 Hybridation et élongation

 Préparation du mixe de réaction
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Nous avons préparé 100 μL du mixe réactionnel contient :

 2 μL de dATP, de dCTP et de dGTP à 100 mM.

 1 μL de dTTPà 50 mMet de dUTPà 10 mM. Le dUTP est marqué par L'isothiocyanate de

fluorescéine (FITC), qu’est un colorant fluorescent qui appartient au groupe des colorants

xanthéniques (Fluorescence dans le Vert).

 5 μL de l’ampli TaqPolymérase (25 U à 5 U/µl) : est une enzyme thermorésistante et extraite

à partir d’une bactérie Thermophilus aquaticus.

 10 μL de tampon de l’ampli Taq (concentration x10).

 10 μL des amorces oligonucléotidiques de type α satellite spécifique à l’X (région

centromérique).

Figure 17: La région centromérique du chromosome X

 67 μL de l’eau distillé.

 Mode d’emploi

 Ajouter 10 μL du mixe réactionnel à chaque lame, l’ADN des cellules fixées est dénaturée au

moyen d’une solution de NaOH 0,4M.

 Laisser tomber doucement une lamelle sur chaque lame au niveau de la zone où nous avons

ajouté le mixe réactionnel. Eviter les bulles d’air !

Séquence répétée de type
α satellite

Le centromère

Chromosome X

5'-GTTCAGCTCTGTGAGTGAAA-3'
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 Sceller les bordures de la lamelle par du rubber ciment pour fixer éviter l’évaporation du

tampon, lors de l’augmentation de la température.

 Cette étape (l’hybridation et l’élongation) a été faite sur un ThermoBrite (thermocycle

programmable) en un seul cycle pendant 55 mn :

Tableau 6 : conditions de réactions

Réaction Température Temps

Programme I Hybridation 56°C 30 mn

Programme II Elongation 72°C 25 mn

 Réaction d’élongation

La première étape consiste en l’appariement des amorces oligonucléotidiques non marquées à leur

séquence d’ADN génomique complémentaire (hybridation). La deuxième étape est une

polymérisation à partir de l’extrémité 3’ du segment apparié par l’intermédiaire de l’ampli Taq ADN

polymérase dont la fonction est de catalyser la réaction d’élongation du 5’ vers le 3’. La présence du

nucléotide marqué (d’UTP) permet la détection du fragment d’élongation nouvellement synthétisé.

03.2.4 Lavages des lames

Une fois l’élongation finie, les lavages se font dans une solution 0,4 x SSC (Saline-Sodium Citrate) à

72°C pendant 2 min.

En premier lieu les lames sont plongées directement dans de l’eau distillée pour quelques minutes

afin de détacher les lamelles fixées par le rubber ciment, une fois fait, plonger les lames dans la

solution saline pendant 2 mn, à 72°C au bain marie.

03.2.5 Observation

 Sur les 9 lames, ajouter une goutte du colorant DAPI (pour Di Aminido Phenyl Indol), est

une molécule qui absorbe la lumière ultraviolette et la renvoie en émettant une lumière

fluorescente de couleur bleue. On utilise le DAPI pour détecter et de quantifier clairement la

fluorescence résultante.

 Laisser tomber une lamelle sur chaque lame en étalant bien le DAPI.
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 Conserver les lames en obscurité jusqu’au moment d’observation.

 L’observation se fait en épifluorescence, les signaux positifs apparaissent vert sur un fond

bleu des noyaux.

 Un spot équivalent à la présence d’un seul chromosome X, 2 spots révèlent la présence de

2 chromosomes X. nous avons comptabilisé 100 noyaux pour chaque cas.
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01). Résultats et discussion

01.1 La vérification

L’ensemble de nos résultats obtenus après la réalisation de l’étape de vérification confirment

ce que nous suspections déjà, notre échantillon reste fixer sur la lame lors de l’expérience.

Figure 18: Observation microscopique des frottis buccaux après marquage au Giemsa

(grossissement x 10) : vérification de la technique de fixation, les noyaux apparaissent en

points violets, le cytoplasme clair.

01.2 Les analyses cytogénétiques

L’analyse des résultats par microscopie en épifluorescence se fait selon les données

suivantes :

 Si le noyau interphasique montre un seul spot, cela signifie que nous avons obtenu une

seule élongation reconnaissant le centromère du chromosome X.

 La présence de 2 spots équivalents à la présence des 2 centromères du chromosome X.

 Le Témoin 1 correspond à une femme à caryotype (46 XX).

 Le Témoins 2 correspond à un homme à caryotype (46 XY).

Pour chaque patiente nous avons comptabilisé 100 noyaux et nous avons établi un

pourcentage des spots uniques (Tableau 7)



Résultats et discussion Partie pratique

39

Figure 19 : Résultats obtenus par microscopie en épifluorescence : (a) Deux noyaux avec

marquage en mosaïque : Un noyau avec 2 spots donc présence de 2 chromosomes X (46 XX)

et un autre avec un seul X (45XO). (b) le noyau d’une fille à caryotype 45 XO, avec un spot

fluorescent. (c) Le noyau avec 2 spots Témoin T1 femme avec caryotype normal (46XX) et

en (e) Témoin homme avec caryotype normal (46XY).

Tableau 7 : Pourcentage des spots uniques

Patients 1 2 3 4 5 6 7 T1 T2

Noyaux à

1 Spot

(%)

100 46 (54) 100 44 (66) 100 100 100 0 100

Caryotype 45 X0 [54]

46 XX ;

[46]

45 X0

45X0 [66]

46 XX ;

[44]

45 XO

45 X0 45 X0 45 X0 46XX 46XY

 Avantages

- Selon les résultats que nous avons obtenus par la technique PRINS, le diagnostic est en

accord avec ce qui a été observé par le caryotype conventionnel, nous pourrons conclure que
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la technique de PRINS ainsi appliquée au diagnostic du syndrome de Turner donne des

résultats fiables.

- La technique PRINS serait de meilleurs rendements en termes de délais d’obtention de

résultats dans le cas du syndrome de Turner. Ainsi nous avons obtenu les résultats dans un

délai de 3 heures environ (hors temps d’observation). A titre de comparaison le caryotype

conventionnel demande un délai de 15 jours pour rendre le résultat, la technique FISH sur

chromosomes ou sur noyaux Interphasique demande un délai de 4-5 jours y compris

observation.

- Si nous analysons la situation en termes de coût, la technique PRINS est la moins chère.

Un analyse des prix de reviens d’une analyse est dans le cas de la technique PRINS est de 85

% moins élevé qu’une analyse par FISH classique sur chromosome et de 75 % sur noyau

Interphasique et de 70% moins chère qu’un caryotype standard (Tableau 8)

Tableau 8 : Comparaison entre les techniques ; Caryotype constitutionnel, FISH et le PRINS

Désignation Coût unitaire DA Délai fiabilité

Caryotype 30 000* 15 jours 100 %

FISH Noyau 40 000* 4 jours 100 %

FISH Chromosomes 70 000* 5 jours 100%

PRINS 10 000** 3 heures 100%

*: Prix pratiqué pour l'analyse du caryotype.

**: Prix de revient estimatif.
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Conclusion et perspectives

Le développement des techniques de la cytogénétique moléculaire entraineune révolution

profonde dans la pratique de la cytogénétique.

Nous pourrons dire que notre objectif premier a été atteint en utilisant la technique PRINS, à savoir :

- Sa fiabilité : Selon les résultats que nous avons obtenus par la technique PRINS, le diagnostic est

en accord avec ce qui a été observé par le caryotype conventionnel où :

 Parmi les sept malades que nous avons étudié 5 portent une monosomie sur 100% des

cellules (45, XO) alors que les deux autres présentent une forme en mosaïque du syndrome

(45XO ; 46XX).

- Sa rapidité d’exécution : 3 heures seulement.

- Son faible coût : 10 000 DA seulement.

En perspective de ce travail, il est souhaitable d’utilisercette technique au niveau des laboratoires

de cytogénétique en Algérie, tant en recherche qu’en diagnostic, car cette méthode présente des

avantages qui en font un complément, voire une alternative intéressante aux autres techniques de

cytogénétiques moléculaire.
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