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METHODES RECENTES D'IDENTIFICATION
DES CHROMOSOMES CHEZ L'HOMME

(morphologie, autoradiographie, fluorescence et banding)

ET LEURS APPLICATIONS (-)

par

H. Ger-pEnrN-Leuelrnr,

(Université Libre de Bruxelles, Laboratoire de Génétique médicale,
Prolesseur F. Twiessclmann).

La cytogénétique humainc ayant pour ob.jectif principal
l'étude des aberrations chromosomiques et la recherche de leurs
origines on comprend que leur identiflcation est primordiale.

Rappelons d'abord quelques données générales. Dans les
cellules humaines, corrïne dans toutu cellule animale ou
végétale, la réplication du matériel génétique se lait uniquement
dr.rrant I'interphase. C'est une période relativernent longrre (ro à
15 h.) qui se situe entre deux divisions cellulaires. Durant la
période de division les chromosomes s'individualisent, se con-
densent et deviennent clairement visibles à la métaphase. A ce
mornent ils s'orientent suivant la plaque équatoriale qui
correspond au plan suivant lequel se fèra la division. L'iden-
tification des chromosomes se fait sur cette plaque équatoriale.

Ce n'est qu'en r956 que T;ro et LrveN ont pu montrer que le
nombre exact de chromosomes chez I'homme est de 46 et non de

47 ou 48 comme on le pensait jusque là ; c'est de ce moment que
datent les progrès de la cytogénétique. Ceux-ci ont été rendus
possibles par la mise au point de cleux techniques : d'abord la
technique de bloquage de la division au stade métaphase par la
colchicine, et surtout I'utilisation du choc hypotonique permet-
tant une meilleure dispersion des chromosomes dans la plaque
métaphasique.

(*) Communication présentée le r8 décembre 1972.
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Pour permettre l'analyse des chromosomes' les cellules
somatiques sont soumises à différents traitements:

r) Une culture est faite en présence de phytohémagglutinine:
celle-ci stimule la division mitotique.

z) Lcs cellules sont ensuite soumises à I'effet de la colcémide .

Celle-ci désorganise le fuseau et bloque ainsi la mitose au stade

métaphase.
S) Un choc hypotonique disperse les chromosomes dans les

plaques métaphasiques. Après fixation et étalement des cellules
sur lame, les chromosomes sont colorés (stade important sur
lequel nous reviendrons). Les métaphases sont photographiées
au microscope. Ces photos agrandies sont découpées et les

chromosomes sont classés.

Au cours de différentes réunions et notamment aux Conféren-
ces de Denver (r96o), de Londres (r963) et enfin de Chicago en

r966, on a défini une classification morphologique des chro-
mosomes humains par numéros et par groupes. L'identification
des chromosomes peut se faire également par autoradiographie,
méthode basée sur <l'asynchronismel de la synthèse de DNA
dans les chromosomes, par la fluorescence basée sur une

fixation sélective de colorants fluorescents et par une méthode
appelée <banding> ou <G bandingl basée sur une fixation con-

trôlée du colorant Giemsa.

Morphologie

Un chromosome humain est composé de deux chromatides
situées de part et d'autre d'un plan. Il est dit métacentrique si

son centromère est médian, submétacentrique si son centromère
est submédian, acrocentrique si son centromère est presque ter-
minal . Dans ce dernier cas, les bras courts sont fréquemment
porteurs de satellites. Ce sont de petits appendices reliés au

chromosome par un filament.
Les autosomes sont classés du no I au no 22 en groupes de A à

G, par ordre de grandeur décroissante en tenant compte de la
position du centromère, les deux chromosomes sexuels ou
hétérosomes conservant l'appellation qu'on leur donnait
précédemment, soit X et Y (Fig r). Ces groupes sont les suivants :
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Gr'<>upt'A: r-3: Grands chlomoscrrrrcs à r'entromèr'e prcsquc médian porrr.
lc r ct lc a ct aux z/3 à pcu pr'ès pour lc chrornosornc g. Les rr-ois
clrrornosornt:s sc <listingucnt lacilement pal lcul taille et par la position clu cen-
trorrrèr'c. Lc r'lrrolrtosome l [x)rte par'ftris unc constriction sccondairc, pr.ochc
(lu ccntr'()nlèr'c, situéc sul les bras longs.

Gr'oupt' B ' 4-5 : Glands chlomosomcs à centromère tlistal (à peu près au
r/4). Ccs rlt'ux chlom<)s()mcs s()nt dilficiles à distingucr molphologiquernenr
l'trrr <lc I'autlc.

Groupc C : 6-r:: Chlonrosomcs de taille moyenne à centromèr'e sub-
nr('<lian. Lt,chr'omosonrc X lessentble aux plus longs chr-ornosomcs dc ce
gr'()ul)c, spircialcrncrtt au <hlorttos<lrnc 6 clclnt il sc distingue dilficilernent.

Gr'oup<'D: 13-rq: Chlornosomes dc taille moyenne à centromère presque
tclrninal, r'hr'onrosornc aclocentrique . Les six chrornosornes peuvent portel des
satcllitt's sur Ics lrlas cr>ru'ts.

Gr'otrry E: r6-r8: Chr'omosorrlcs petits à centlomèrc l)rcsque médian
(r'hr'ornosomc r6) <>u submédian (r7-r8). Le chromosomc r6 polte parlbis une
constliction scconrlzrire près du centromère, sur les bras lor-rgs.

Groupc F: rg-ro: Petits chromosomes â centrornère quasi médian.
Grtrtrlrt' G : zt-zz : Tr'ès petits chromos<;rnes acloccntriques, lcs quatre

('ltr'otnost>tttcs lx'uvcnt pot'tcl des satcllites sul les bras courts. Le chr-onrosorne
Y rt'sscrntrl<'à ccs chr'om<)somcs t()ut cn ayant les blas longs plus palallèles.

Lcs a('r'()('cr)tliqucs n'étant pas dillérenciables morph()logique rnent à

I'intér'icul rl'urr glr>upe, la coNvoNrloN DE DENVER (196o) Proposait de les
classcl suivan( I'irnlxltancc des satcllites s'ils en portent. Lcs essais de
classili<'ation l)al ccttc méthode sont c()ntestés depuis I'usagc des autles
tcclrnirltrcs d'idcntiflcation.

L'identification automatique des chromosomes basée sur la
morphologie peut être réalisée au moyen d'un ordinateur. Cette
analyse se fonde sur la traduction en données numériques de la
description cles caractéristiques structurelles des chromosomes,
en termes de Iongueurs, de surfaces, de volumes et de densités.

Les images photographiques (négatifs) des métaphases
étudiées sont explorées par balayage d'un fâisceau lumineux et
sont lues directement dans I'unité de mémoire d'ut-r ordinateur.
Le balayage de l'image se fait suivant une liste de termes
décrivant les parties d'un ob.jet particulier. En utilisanr une
description générale des différentes espèces de chr-ornosomes il
déterminera si un ob.jet rencontré est un chromosome ou non, si

oui, à quel type il appartient. Cette technique a été mise au
point pour la première {bis pal Lnnmv (1966). On peut se

demander si dans l'avenir, I'analyse automatique par ordirrateur
ne pourra détecter des aberrations chromosomiques nouvelles,
telles des délétions que I'on ne pourrait discerner visuellement.
Actuellement, l'appareil d'exploration est tellement coûteux que



Identification des chrotnosotne.s chez I'hornme

cette méthode est peu utilisée (Burrr,n and Bur-En, 19,67 ;

Nr,uRers and ENsr-ElN, l969).
Les autres méthodes d'identification reposent sur les pro-

priétés des chromosomes, du DNA et de la chromatine.

Les chromosomes des cellules humaines contiennent prin-
cipalement du DNA et des protéines basiques (les histones) er en
quantité moindre du RNA et des protéines acides. Le DNA isolé
des chromosomes a une structure typique en double hélice de
Watson-Crick, les doubles hélices étant unies par le.s liens
labiles, les liaisons <hydrogène)) : c'est le DNA natif ou non
dénaturé. Le DNA dénatur'é résulte de la rupture de ces ponts
hydrogène. Cette rupture a la propriété d'être réversible.
Durant Ia réplication du DNA et durant la transcription en RNA
les deux fibres de l'hélice se séparent.

Poul que les chromosomes ou segrnents de chromosomes
soient capables de réplication, puissent servir de modèles pour
la synthèse de RNA et intervenir de cette laçon dans la syrlrhèse
protéique, ils doivent vraisemblablement se trollver sous une
forme déroulée.

Rappelons que le terme achromatine)) est utilisé généralement
pour désigner le matériel chromosomique dans n'importe quel
état. Cependant il désigne souvent aussi le rnatériel génétique
quand les chromosolnes sont sous forme déroulée (non recon-
naissable). L'euchrornatine, terme rnoins souvent utilisé, désigne
spécifiquement la chromatine déroulée. L'hétérochromatine
désigne spécifiquement la chromatine condensée et spiralisée.
Un modèle théorique de chromatine condensée a été proposé
par BaHn" en rg7o. Ce modèle représente une fraction d'une
chromatide : les doubles hélices de DNA seraient disposées en
spires secondaircs, plus ou moins condensées, à l'intérieur des
chr-omatides. Ceci permet peut-être d'imaginer rnieux à quoi
correspondent I'euchromatine déroulée et de ce fait gé-
nétiquement active et I'hétérochromatine condensée.

Durant I'interphase, seule une partie de la chromatine serait
acdve, le reste se trollvant sous forme d'hétérochromatine
.jusqu'à la fin de la période S de synthèse de DNA, et ne pourrait
de ce fait servir de modèle à la synthèse de RNA. C'est à la fin de
la période S que ce DNA se répliquerait. L'hétérochromatine et
I'euchromatine diffèrent donc par leur confbrmation physique
et dans l'expression de leurs gènes, mais pas par leur contenll en
DNA.

2r
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Autoradiographie (Fig. z).

L'identification des chromosomes par autoradiographie est
basée sur la mise en évidence localement de I'incorporation
différente de thymidine radioactive dans le DNA chromoso-
mique. Cette méthode est basée sur le fait que les chromosomes
ou segments de chromosomes terminent la réplication du DNA à
des intervalles de temps différents. Plusieurs auteurs avaient
montré en effet que cette synthèse du DNA était asynchrone,
non seulement d'un chromosome à I'autre, mais également d'un
segment de chromosome à l'autre.

FIG. z.-Image photographique, après révélation par la technique
d'autoradiographie, d'une métaphase humaine dont les chromosomes ont rn-

corporé de la thymidine radioactive.



Identifcalion des chronosotnes chez I'hornme

Le cas le plus frappant est celui d'un des deux chromosomes
X dans les cellules férninines; Teylon (r96o) et MoRrsHrMl.et al.
(r962) ont montré que ce chromosome commence la synthèse de
DNA après tous lesautosomes. La réplication de ce chromosome
X se fait alors plus rapidement et plus uniformément que celle
des autres chromosomes ; ceci se traduit par un marquage in-
tense sur toute sa longueur ; de là, sa dénornination de X chaud
sur lequel LyoN a basé sa théorie d'un X inactif (Lvou, 196r,
r 962).

De nombreux travaux ont été faits pour essayer de ca-
ractériser les chromosomes par le amodèle dans le temps))
suivant lequel ils terminent leur incorporation de thyrnidine
tritiée dans leur DNA. Pratiquenrent, on ajoute la thymidine
marquée à des temps déterminés avant arrêt de la culture. Les
lames sont recouvertes d'émulsion photographique et dévelop-
pées, l'émulsion étant impressionnée localement par le rayon-
nement B du tritium (YuNrs et aL., tg64 a et b, 1965 ; GnnneN,
rg64a, Gr,nuRN et al., ry66; Gevosro et al., 1968, OcrEy, r969).

Cependant d'après les travaux les plus récents, il semble qu'il
n'est pas du tout évident que les autosomes homologues
synthétisent le DNA de façon synchrone. Plusieurs travaux
récents (Mu-r-nn et al., 1966; SeNornRc et al., 1968 ;Dr.Ceeoeet al.,
1968 ; Srasrn, 1969) montrent le contraite. Or on ne peut iden-
tifier les chromosomes par cette méthode, que si les honrologues
sont marqués suivant le même modèle. Cette méthode
intéressante de soi semble de moins en moins pouvoir servir à
l'identification des chromosomes.

Fluorescence

Les deux dernières métlrodes, les plus récentes et les plus
prometteuses, sont basées sur la fixation sélective de colorants
sur les chromosomes. La méthode par fluorescence a été mise au
point pour la première fois par CnsrenssoN el al. en rg7o. Ces

auteurs arrivent à identifier les chromosomes en métaphase à
I'aide de colorants fluorescents, notamment la quinacrine, qui a

la propriété de se lier au DNA différemment suivant les
chromosomes et suivant les segrnents de chromosomes. La
distinction de ces bandes fluorescentes positives (fluorescentes)
et négatives (non fluorescentes) se fait à la lumière UV. Vraisen-r-

23



24 Société RoyaLe Belge d'Anthroftobgit' et de Prtîhistoire

blablcrncnt, lcs bandes fluorescentes positives correspondent à
I'hétérochromatine. Les photos obtenues permettent de
distinguer les chromosomes appartenant à un même groupe : ce-
pendant l'inconvénient de la méthode consiste à devoir travailler
en UV.

On peut doscr' égalcnrcnt la fIuorescence photclélcctriqr.rernent

l)al' balayagc cn lâisceau UV et obtenir- une courbe
caractéristique pour- chaque chromosorne, CASPERSSoN cl ai. ont
conrbiné cette méthode avec I'emploi de I'ordinateur.

Banding (Fig. 3)

Enfin la nréthodc la plus prometteuse, semble-t-il, est la
rr-réth<ldc appclée pour le morrent <banding> ou (G bandingl ou
cnc()r'c par <tdénaturation contrôlée>, signalée pour la première
Iilis en rg7r. Le principe de la méthode est basé'croit-on, dans
l'état actuc'l clcs choses, sur- une color-ation différentiellc de la
chr'omatine ct de I'hétérochromatine. Cette méthode a été
tr-ouvéc accidentellelrrent, puis mise au point expérimen-
talcrnent, p:rrallèlement dans différents laboratoires avec des
var-iantes tcchniques. Celles-ci sont basées, pense -t-on ac-
tucllernent, sur une dénaturation partielle pr-éalable et contrôlée
du DNA clrromosomique suivie d'uhe coloration préférentielle
atr Giemsa. Rappelons que conrrre nous I'avons déjà di t, la
dénaturatiorr consiste à ccluper les ponts hydrogène entrc les z

hélices du'DNA, cette dénaturation étant réversible.
Ces techniques sont dénomnrées suivant les laboratoires :

rlréthode ASG par EveNs et ol. (r97r) et SuuuEr. ct al. (r97t), qui
signifie tr-aitement par I'Acide acétique des métaphases suivi de
dénaturation Saline à 6o" des DNA chromosomiques suivi alors
cle coloration au Gemsa er) rnilieu tamporrné; néthode
Dutrillaux, autle variante qui effectue la dénatulation contrôlée
par la chaleur à pH neutre suivie de la coloration au Giemsa.
D'autres variantes effèctuent des dénatrlrations contrôlées cn
milieu basique (ScuNror-, rgTr). Une technique encore, donnant
un <Giemsa bandingr> est obtenue par action préalable de la
trypsine (Dnrrs and Snnw, r97r, WeNc and Froonorr, r97z). On
ne s'expliqLre pas vrairnent le rnécanisme dans ce dernier cas
puisque la,.trypsine n'attaque que les protéines.

En fâit, te départ de tous ces travaux avait été donné par les
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Ftc. 3.-Image photographique d'une métaphase humaine eolorée par une
,technique particulièrement réussie du <G bandingn.

Photo de H. J. Tjio, communication personnelle,.nous l'en remerclons.

25
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tr-avaux de AnRIcsr et Hsu en l97r sur les chromosomes
humains. On sai t que l'hétérochromatine constitutive située au
niveau des centromères, correspond à des DNA répétitifs qui ont
la propriété de se renaturer rapidement.

Arrighi et Hsu ont les premiers lait une coloration séiective de
I'lrétérochromatine constitutive au niveau des centromères en
faisant d'abord une dénaturation alcaline totale suivie d'une
renaturation très partielle à 6oo, et d'une coloration, au Giemsa.
Lc Giemsa colorerait le DNA natif c'est-à-dire, dans ce cas-ci , le
DNA renaturé. D'autres, voulant répéter ces travaux ont fait ac-
cidentellement des dénaturations plus ou moins fortes, sans
renaturation. Ils ont obtenu des bandes qu'ils ont essayé de
répéter en faisant, délibérément alors, des dénaturations con-
trôlées.

Un travail intére.ssant dans ce sens, étudie la cinétique de
coloration au Giemsa en milieu basique (GncNt et al., rgTr).Il
montre d'abord une coloration des centromères, suivie d'une
coloration en bandes, puis finalement une coloration totale. On
arrive donc artificiellernent dans les techniques de <bandingr à
mettre la chr-omatine dans un état tel que la coloration s'arrête
au stade des bandes. Pratiquement on voit donc des régions
fbncées séparées par des régions claires tout au long des

chromatides, caractéristiques de châque paire de chrornosomes
ce qui permet I'identification à I'intérieur des groupes (Fig. g). Il
apparaît que les bandes correspondent en gros, aux régions
fluorescentes trouvées par la technique de Cespr,nssoN at aL., que
certains ont commencé à appeler d'ailleurs <Q banding>
(quinacrine) par comparaison avec le <G bandingr (Giemsa).

On constate que, dans les chromosomes moins contractés de
la prométaphase on trouve de bien plus nombreuses bandes que
dans les chromosomes plus condensés. Dans les chromosomes
qui se contractent durant la mitose certaines de ces bandes très
fines s'uni.ssent pour donner des bandes plus larges. Mais de
toute façon, même dans les chromosomes contractés, on
discerne de plus nombreuses bandes que dans la méthode à la
fluorescence.

Jusqu'à présent on n'a pas de véritable explication de ce qu'
se passe au niveau moléculaire dans ces techniques de <G ban-
dinglr. Comme nous l'avons mentionné on pense qu'il y aurait
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dénaturation préalable et contrôlée du DNA chromosomique, Ie
colorant Giemsa se fixant alors préférentiellement sur le DNA
non dénaturé. On peut s'attendre alors à ce que le DNA
déroulé, donc I'euchromatine, puisse être plus lacilement at-
teinte par la dénaturation que la chromatine condensée orr
hétérochromatine. L'hétérochromatine serait alors plus colora-
ble puisque non dénaturée. On pense donc que dans cette mé-
thode les bandes les plus colorées sur les chromosomes
correspondraient aux régions hétérochromatiques, les bandes
moins colorées aux régions euchromatiques.

Crick a proposé en rg7r un modèle théorique général pour les
chromosomes des organismes supér'ieurs. Ces très intéressantes
hypothèses sont beaucoup rliscutées actuellement. Son modèle
suggère que le DNA chromosomique se compose d'une partie
globulaire, correspondant aux bandes, de I'ordre de 8o % et
d'une partie qu'il norune fibreuse, correspondant aux in-
terbandes (zo %o).Il postule que seul le DNA fibreux code pour
les protéines, le DNA globulaire lui, étant le site de contrôle
(Fig. a). Ce modèle implique que chaque groupe génétique
complémentaire est contenu dans soit une intelbande (codant)

Flc.4.-Représentation schématique de la structure générale du DNA dans
une chromatide d'organisme supérieur, proposée par F. Crick.

DNA fibreux
(double hélice)

code pour la synthèse
des protéines

1
D N A llouulaire

çgtrôlç la synthèse
des protéines
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plus une bande (contrôle), soit une interbande plus une partie
des bandes de part et d'autre de ce tre interbande. Ceci
con-espond bien, nous semble-t-il, aux idées d'hétérochromatine
condensée constituante de.s bandes et ne polr\/ant servir de
rnodèlc, et à I'euchrornatine déroulée consti tuante des in-
terbandes et pouvant servir de modèle, parce que déroulée.
Jusquc là on pensait que les bandes correspondaient à la partie
codante, ce qui était difficile à concilier avec la notion d'hétéro-
chrorrratine ct d'euchr-omatine.

Dans un avenir proche on peut espérer avoir des cartes
détaillées des chromosomes humains par ces méthodes de ban-
ding. Chez la Dr'osophile, la car-te détaillée des bandes avait été
établic sur les chlomosomes géants des glandes salivaires déjà
clepuis rg6: (BrnnltnN, r96z).

En outre, la cytogénét.ique humaine ayant pour but principal
l'étude des aberrations chromosomiques, leur identificarion esr
importante. Les aberrations chromosomiques peuvent être des
aben'ations de nonrbre ou de strllctlrre. Les aberrations de nom-
bre r'ésultant d'une non-dis.jonction (deux chromosomes au lieu
de se séparer- au moment de I'anaphase pour migrer chacun vers
un pôle opposé, restent accrochés et migrent vers un rnême pôle)
sont faciles à mettre en évidence. En revanche les aberrations de
stl'ucture, tclles les translocations, provenant de I'accolement
bout à bout de z chromosomes ou de 2 morceaux de
chromosomes, les délétions ou les fragments supplémentair-es
sont beaucoup plus difficiles à mettre en évidence et surtout à
identifier. C'est là où la technique du abanding> s'avere part-icu-
lièren-rent utile.

Signalons encore une application très intér'essante de cette
technique aux théories de l'évolution.

Rappelons que Robertson avait érnis en r9r6 déjà une théorie
dc l'évolution basée sur des lusions centriques des acrocen-
triques, le matériel génétique restant constant rnais le nombre
de chromosomes diminuant. Se basant sur ces hypothèses
CHrRnEr-r-r (r962), Hsu et BnNnscurn (rg6Z) et RuFFrÉ, et al., ,rgTo)

avaient précédemment déjà comparé n-rorpl'rologiquement les
chromosomes humains aux chromosomes de chimpanzés par des
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techniques de coloration classiqlle, sans topographie de bandes.
Limitées par la technique, les comparaisons ne pouvaienr être
qu'approximatives. TuRlBeu et DE GRoucuv (r97 2 a et b), ap-
pliquant les techniques de banding aux chromosomes humains
(46 chromosomes) et à ceux de chimpanzés (48 chromosomes),
ont pu, par des remaniements chromosomiques simples, fournir'
des mécanismes évolutifs possibles pour passer du chimpanzé
(a8) à I'homme (46).

Ces auteurs ont montré à l'aide du banding que les
chrotnosornes hurnains 3,6,7,8, lo, ll, 13, 14, 16, groupes F et
G ont des homologues satisfaisants chez le chimpanzé. Pour les
autres chromosomes, ils ont pu trouver des homologues en
faisant subir certains remaniements aux chromosomes de chim-
panzé: notarrunent une fusion centrique de deux acrocentriques
du chimpanzé donne un homologue du chromosome z humain,
et quatre inversions péricentriques donnent une bonne
homologie entre quatre chromosomes de chimpanzé et les
chromosomes 4, 5, 12 et 17 de I'homme.

Ainsi , on peut penser que le banding pourra suggérer de
nombreux autres remaniements chromosomiques qui auraient
pu intervenir dans l'évolution des espèces.
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