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Les chromosomes marqueurs sont des fragments chromosomiques surnuméraires non identifiables par les techniques de cytogénétique conventionnelle. Il s’agit d’une anomalie de nombre mais également d’un réarrangement de structure.
Le pronostic clinique des marqueurs chromosomiques surnuméraires (MCSs) est variable. Les MCSs sont le plus souvent sans conséquences phénotypiques mais peuvent être responsables de retard mental et/ou malformations congénitales (RM/MC). 
Par conséquent, la découverte d’un MCS dans le cadre d’un diagnostic pré-natal est une analyse cytogénétique dont l’interprétation est souvent difficile.  Elle nécessite de bien caractériser le MCS afin de préciser ses critères pronostiques. 
Le pronostic d’un MCS est conditionné par :

- le caractère héréditaire ou de novo, mis en évidence via une enquête familiale,
- l’origine chromosomique, déterminée par les techniques de cytogénétique conventionnelle et  moléculaire (FISH),
- l’existence ou non d’une disomie uniparentale pour les MCSs dérivés de chromosomes (chr) soumis à empreinte,
- et surtout, la taille et la présence d’un fragment euchromatique, étudiées par les bandes C et les sondes de régions spécifiques.

Si les approches classiques (cytogénétique conventionnelle et FISH avec des sondes commerciales) appliquées en première intention permettent de déterminer l’origine chromosomique du MCS, elles n’identifient pas avec précision les régions chromosomiques
impliquées. 
Pour cela, des hybridations ciblées avec des sondes de séquences uniques sont nécessaires. Nous démontrons l’intérêt des sondes issues de vecteurs de clonage dans la caractérisation d’un MCS.
Afin d’illustrer notre stratégie, nous avons revu l’ensemble des MCSs diagnostiqués en pré-natal et post-natal au laboratoire de novembre 2005 à mars 2008.

INTRODUCTION

La présence ou non d’euchromatine est un élément important dans le pronostic d’un MCS. 
L’hybridation de sondes ciblées fabriquées à partir de BACs rigoureusement choisis selon leur localisation péricentromèrique sur le chromosome 20 a permis de préciser la présence et la taille d’un fragment euchromatique sur le MCS dans le cas de Mme S..
La fabrication de sondes issues de vecteurs de clonage constitue donc un outil complémentaire dans la caractérisation d’un MCS en l’absence de sondes commerciales.
Il ne faut cependant pas perdre de vue que cette approche ciblée peut prendre du temps (délai de livraison des clones de BACs, fabrication des sondes,…) et que la quantité de matériel cellulaire est souvent restreinte.
La stratégie d’identification des MCS est amenée à évoluer au cours des années à venir avec la mise en place de nouvelles techniques de cytogénétique moléculaire comme la MLPA et la CGH-array, qui devrait permettre de caractériser rapidement un MCS à
partir de quelques nano-grammes d’ADN. 

52 MCS diagnostiqués au laboratoire de novembre 2005 à mars 2008 (Fig. 2) 
selon la stratégie résumée en Fig. 1.

Sondes commerciales utilisées : 
- sondes centromèriques MPBIO®, VYSIS® ou CYTOCELL®

- peintures chromosomiques METASYSTEM®, MPBIO® ou VYSIS®.

Sondes issues de vecteurs de clonage :
- BACs (Bacterial Artificial Chromosome) choisis selon leur localisation sur 

la base de données du « National Center for Biotechnology Information » 
(NCBI / Map Viewer / Human / Build 35.1 ou Build 36.3)

- clones de BACs provenant de l’Institut Sanger
- marquage des ADN de BACs par nick-translation VYSIS®

En prénatal : 25 MCSs diagnostiqués sur
29480 caryotypes réalisés soit une 
fréquence de 0,8‰.

En post-natal : 27 MCSs diagnostiqués sur
18275 caryotypes réalisés soit une 
fréquence de 1,5‰.

CONCLUSION

La stratégie utilisée pour l’étude des MCSs est bien codifiée au laboratoire et nous a permis ces deux dernières années :

- d’étudier l’origine chromosomique de 83% des MCSs diagnostiqués (17% des MCSs n’ont pas pu être identifiés par manque de matériel cellulaire essentiellement). 
- de mettre en évidence l’absence de séquences codantes (région SNRPN) sur 8 MCSs (15% des cas), argument de bon pronostic.
- d’identifier un fragment euchromatique (trisomie de la région SNRPN ou Tuple1) sur 6 MCSs (12% des cas), élément  en faveur d’un phénotype anormal.
- de constater que l’absence de sondes commerciales a limité la caractérisation de 22 MCSs (42% des cas) pour lesquels le pronostic reste incertain.
- de caractériser 2 MCSs à l’aide de sondes de BACs (cf. cas de Mme S.)

Le résultat du caryotype de mme S. a été confronté avec les cas rapportés dans la base de donnée de l’université de Jena (« Institut für Humangenetik und Anthropologie »)
résumés sur la Fig. 6 : les fragments euchromatiques présents sur le MCS ont été rapportés dans des cas asymptomatiques.
Après information, le couple a souhaité poursuivre la grossesse.
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FORMULE DU CARYOTYPE FOETAL DE Mme S. :
47,XX,+mar[16]dn.ish der(20)(p11.22q11.21) (D20Z1+,RP13-401N8+,RP11-96L6+, RP5-965G21+,RP5-857M17+, RP5-1093G12+,RP3-324O17+, RP11-243J16-,RP11-1147I19-,RP1-310O13-,RP1-180I13-, RP5-1096J16-) / 46,XX[4]

CAS DE Mme S.

Caryotype foetal réalisé pour âge maternel (42 ans) et marqueurs sériques à 1/132.
Les techniques de cytogénétique conventionnelle mettent en évidence un MCS de petite taille. Fig. 3
D’après l’enquête familiale, ce MCS est de novo.

Les techniques de cytogénétique moléculaire ont permis d’affirmer que :
- ce MCS n’est pas dérivé d’un chromosome acrocentrique en l’absence de signal après hybridation 

des sondes centromèriques des chromosomes 15, 14/22 et 13/21 
(VYSIS®, CYTOCELL® et MPBIO®)

- l’origine chromosomique du MCS est le chromosome 20, déterminée par FISH  multi-centromères 
(sondes MPBIO® et  VYSIS® ) et la sonde centromèrique du chromosome 20 (VYSIS® ) Fig. 4.

Des hybridations à l’aide de sondes de BACs ont permis de caractériser le MCS. Fig. 5
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Stratégie d’identification d’un MCS au laboratoire 
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Répartition des 52 MCS diagnostiqués selon leur origine chromosomique et 
leur composition
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