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Nouveau systSme de marquage chromosomique : 
Les bandes T 

B. Du t r i l l aux  

Chaire de G6n6tique Fondamentale  (Professeur J. Lejeune) 
Institut de Prog6ngse, Paris 

New Sys tem of Chromosome Band ing :  The T Bands  

Abstract. Two new techniques of controlled thermic denaturat ion are described. 
They especially show a staining of some terminal regions of chromosomes (terminal 
bands or T bands). - -  The application of these techniques to translocations, hardly 
analysable by the other banding techniques, allow the precise location of juxta- 
telomeric break points. 

Introduction 

La  d6na tu ra t ion  the rmique  m6nag6e (Dut r i l l aux  et  Lejeune,  1971) 
mon t re  qu ' i l  exis te  des bandes  sur les chromosomes (bandes 1~ selon la 
nomencla ture  de Paris) ,  qui  sont  la r6ciproque de celles (bandes Q) 
r6v616es pa r  la colorat ion/~ la m o u t a r d e  de quinacr ine  (Caspersson et al., 
1970). g 6 c e m m e n t ,  un marquage  en bandes  R 6ta i t  observ6 en fluores- 
cence, aprgs une colora t ion  pa r  l ' ac r id ine  orange de pr6para t ions  t ra i t6es  
ou non t ra i t6es  pa r  d6na tu ra t ion  (Lubs, 1973; Coutur ier  et al., 1973). 
L 'une  des par t icu la r i t6s  des bandes  R e s t  de colorer les extr6mit6s  
dis tales  des chromat ides ,  mais  clans t o u s l e s  cas, alorgs colorat ion pa r  
le Giemsa comme pa r  l ' ac r id ine  orange,  les bandes  dis tales  et  les bandes  
in terca la i res  ont  la m @ l e  intensi t6  moyenne .  

Cependant ,  la modi f ica t ion  de certaines condi t ions exp6r imenta les  
r6v61e une h6t6rog6n6it6 des bandes  R don t  les unes pe rden t  lear  colora t ion 
alors que les autres ,  su r tou t  situ6es aux  extr6mit6s dis ta les  la pr6servent ,  
ou m@me la renforcent .  

E n  ra ison  de leur local i sa t ion  t e rmiua le  (ou t61om6rique) nous pro-  
posons de n o m m e r  ces s t ruc tures  les bandes  T. 

Mat@iel ct m~thodes 

Les pr6parations sont obtenues aprgs culture de cellules sanguines, selon la 
technique habituelle (Dutrillaux et Conturier, 1972; Turpin et Lejeune, 1965). 
I1 semble pr6f6rable d'attendre quelques jours avant d'utiliser les lames pour les 
traitements ult6rieurs. 

M~thode No. 1 
a) Traitement thermique. Un r6cipient contenant 94 ml d'eau distill~e et 3 ml 

de tampon phosphate, de pH 6,7, est port6 s la temp6rature de 87 ~ Quelques 
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minutes avant de plonger les lames, on ajoute 3 ml d'une solution commerciale de 
Giemsa. Les lames sont ensuite trait4es pendant 5 s 30 ran. 

b) Coloration par l'acridine orange. Les lames ainsi trait6es sont ensuite d6color6es 
et r6hydrat~es par des bains d'alcool de titre d4gressif, rine6es s l'eau distill6e, et 
recolor6es pendant 20 mn dans une solution d'acridine orange, s la concentration 
de 5 mg pour 100 ml, tamponn6e s pit  6,7 par du tampon phosphate (Couturier 
et al., 1973). Elles sont ensuite rinc6es par le m6me tampon, recouvertes d'une 
lamelle, et observ6es en lumi8re ultra-violette. 

Mdthode No. 2 

Les lames sont soumise pendant 20 mn s 60 mn ~ une d~naturation thermique 
m6nag4e, en pr6senee de liquide de Earle, de P. B. S. ou de tampon phosphate. 
Seule diff6renee, par rapport & la technique initiale (Dutrillaux et Lejeune, 1971; 
Dutrillaux et Couturier, 1972), on se place s un pH plus acide. A 87 ~ on utilise un 
pit  de 5,1. 

On colore ensuite, soit par le m61ange de Giemsa, soit comme pr6c6demment, 
par l'acridine orange. 

tt~sultats 

Mdthode No .  1 

Apr~s le t r a i t emen t  thermique  en pr6scnce de Giemsa, l 'obscrvat ion 
mont re  des chromosomes d 'apparence alt6r6e. La coloration est insu/fi- 
sante,  et dans certaines cellulcs, les chromosomes, incolores, sont  mis en 
6vidence par  ]a coloration du nucl6oplasme env i ronnan t .  M~me aprSs 
nne  nouvelle coloration par le Giemsa, on n 'observe pas de bandcs. 

Color6s par l 'acridine orange, ces m6mes chromosomes 6met tcn t  une 
fluorescence particuli~re, qui varie en fonction de la dur~e du t r a i t emen t  
the rmique :  

- - p o u r  une dur6c de moins de 15 ran, la fluorescence, ne t t emen t  
bicolore, est verte intense au n iveau de nombreuses extr4mit6s tSlo- 
m6riques, ]e reste des chromatides 6rant  d ' u n  orange v i f e t  diffus, 
r4sistant  ~ l ' i r radia t ion ultra-violet te.  On remarque en outre des bandes 
vertes intercalaires sur les chromosomes 11, 19 et 22. 

- - p o u r  u n  t r a i t ement  de 15--20 ran, la coloration verte terminale  
demeure, mais la coloration orange est moins intense.  Une  i r radia t ion 
u. v. prolong6e l a / a i r  disparaitre,  laissant  apparai t re  des bandes vertes 
intercalaires b, l ' emplacement  des bandes  R habituelles.  Les bandes 
intercalaires des 11, 19 et 22, visibles d'embl6e, res tent  toujours  les plus 
intenses.  I1 est possible que l ' in tensi t5  et l ' appar i t ion  des autres bandes  
intercalaires correspondent  b~ u n  ordre d6fini. 

- - p o u r  u n  t r a i t emen t  de 30 m n  et plus, la coloration orang4e a 
presque to ta lement  disparue, et des bandes R intercalaires apparais- 
sent d'embl6e. 

La fig. 1 repr4sente le caryotype d 'une  endomitose ou u n  marquage  
1~ discret cocxiste avec le marquage T, pe rme t t an t  ainsi l ' ident i f icat ion 
pr6cise de chaque 51ement. 
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Fig. 1. Caryotype d 'une endomitose. Les bandes T coexistent avec un  16ger marquage 
de type 1~ (technique No. l) 
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Fig. 2. Caryo~ype d 'une mitose norm~le. Marquage en b~ndes T, apr~s coloration 
~u Giemsa (technique No. 2) 
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Tableau 1. Repr6sentation de l'intensit6 de la fluorescence t6lom6rique des diff6rents 
6]6ments. 0 indique une fluorescence de la m6me intensit6 que celle du reste des 

chromatides, les intensit6s 01us fortes song de + s + + + 

Paire Bras Bras Paire Bras Bras 
chromosomique court long chromosomique court long 

1 + + +  0 
2 0 -[- 
3 0 0 
4 + + +  0 
5 + + 
6 0 0 
7 -[--~ + 0 
8 0 + + +  
9 0 + + +  

10 0 + +  
11 + + +  0 
12 0 + 

13 var ? -]- 
14 var ? + + 
15 var ? 0 
16 + +  + +  
17 0 + + +  
18 0 0 
19 - 4 - + +  0 
20 0 + +  
21 0 + +  
22 0 + +  
x 0 0 
Y 0 0 

Dans  le t ab l eau  1 sont  indiqu6es les intensi t6s moyenues  de fluores- 
cence des r6gions terminales .  Lea bras  courts  des acrocentr iques  song 
tr~s f luorescents  le plus souvent ,  mais  semblen t  var iables .  E n  les excluant ,  
sur  lea 43 r6gions te rmina les  des 22 autosomes  et  des gonosomes,  20 out  
une f luorescence plus in tense  que le reste  des ehromagides.  

Mdthode No. 2 

A gemp6rature  et  p H  cons tant ,  on observe d ' a b o r d  des bandes  R 
pour  une dur6e de t r a i t e m e n t  br6ve et  pour  une dur6e plus longue des 
bandes  T. Lea bandes  T n ' a p p a r a i s s e n t  qu ' avee  un t r a i t e m e n t  h p H  
acide, au tour  de 5,1, et  song une &ape  plus avanc6e de la  d6na tu ra t ion  
mgnag6e. 

Cette seconde techn ique  a l ' a v a n t a g e  de donner  des r6su]tats  corn- 
parab les  g la premigre,  avee une s imple colorat ion pa r  le Giemsa. Ce- 
pendan t ,  le con t ras te  en t re  les bandes  T et  les bandes  R intercalafi 'es 
qui  r es ten t  est  moins  t ranch6 (fig. 2). 

Dans  la mesure  ou l 'on  dispose d ' une  souee de lumigre u l t rav io le t te ,  
on lui prgfgrera donc la premi6re  m6thode  pour  les appl ica t ions  pra t iques .  

D i s c u s s i o n  

Ce nouveau  sys tbme de marquage ,  que nous proposons  de nommer  T, 
const i tue,  pa r  sa local isa t ion au moins,  nn  composan t  du  syst@me I~. 
E n  effet, dans  ce dernier ,  presque tou tes  les chromat ides  se t e rminen t  
pa r  une bande  color6e. Cependang, routes  lea bandes  t~ te rmina les  
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n 'apparaissent pas dans le systgme T. D'autre  part,  les bandes T sont 
plus petites et plus strictement t61om~riques qua les bandes I~ corres- 
pondantes. 

L'origine du marquage T reste obscure. I1 semble qu'il s'agisse des 
composants des bandes 1~ les plus r6sistants & certaines conditions de 
d6naturation, mais lent nature chimique n 'est  actuellement pas connue. 
I1 est intgressant de constater qu'avee la premiere des 2 m6thodes 
utilis6es, il n 'y  a pas de correspondance entre les colorations par le 
Giemsa et par l'acridine orange, alors qu'avec la 2 ~ m6thode, on observe 
des bandes T avec ces 2 colorants. 

Ce marquage indique que le support des bandes observ@es sur les 
chromosomes est vraisemblablement plus complexe qua les seuls sys- 
t~mes de bandes Q (ou G) et 1~ pouvaient le laisser eroire. 

Par  example, si l 'on compare les bandes 11q13, 12q13, d 'appa- 
rence tr~s semblable en bandes R, leur h6t6rog6n6it6 deviant 6vidente 
en bandes T, ou seule la bande l l q l 3  persiste. 

On peut donc envisager qua des trai tements appropri6s pourraient 
permettre de diff6rencier ainsi un trgs grand nombre de structures 
chromosomiques. A la limite, ehaque bande Q (ou G) et chaque bande R 
est peut gtre de constitution unique. 

Le marquage de nombreuses extr6mit6s t61om6riques est lui m@me 
trgs int6ressant car il devient 6vident que nombre de ces regions possgdent 
une structure qui les distingue des autres r6gions chromosomiques. 

Applications 

1. Reconnaissance du chromosome 22. Avee les systSmes de bandes Q, 
R et G, il est tr~s difficile, voire impossible, de reconnaitre formellement 
un segment de chromatide du 22 d 'un autre segment de chromatide de 
marquage comparable. En syst~me T, le chromosome 22, qui porte sur 
son bras long 2 bandes distinctes tr@s fluorescentes, est presque aussi 
caract6ristiqne qua le bras long de l 'Y en syst~me Q, et ne pourrait  @tre 
confondu avee aucun autre segment chromosomique de longueur com- 
parable. 

2. Analyse des remaniements de structure. La reconnaissance pr6cise 
des r6gions t61om@riques est capitale dans l 'analyse des remaniements 
structuraux. En effet, se pose toujours la question de l'existenee dn 
t61omgre et de la n6cessit6 de 2 points de cassure au moins pour permettre 
le r6arrangement. 

Bans nne analyse en d6naturation m@nag6e de 30 cas de translocations, 
nous avions remarqu6 qua les points de cassure se situent souvent dans 
les r6gions t@lom6riques (Lejeune et al., 1972). Cependant, lorsque les 
points de cassure pr6sum6s se situent dans une bande interealaire et une 
bande terminale de m6me intensit6, il restait impossible d'affirmer qu'il 
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Fig. 3. Montages en bandes T d'une transloeation t (15; 21) 

Fig. 4. Montages en bandes T d'une transloeation t (10; 18) 

y avai t  r6ellement eu une cassure duns la bande terminale et un 6change 
du petit  segment distal. 

Appliqn6e g u n  exemple sembluble, la m6thode de bandes T a permis 
de t raneher  ais6ment:  duns une transloeation t (15q; 21q) avec pr6ser- 
r a t i on  apparente  de la Iongneur des segments remani6s, lu d6naturat ion 
m6nag6e et la fluorescence mont ren t  qu'il  s 'agit  d 'une  translocation t 
(15q--  ; 2 1 q + ) .  

S'il s 'agit  r6ellement d 'une  transloeation r6ciproque, il est impossible 
d 'en  faire la d6monstrat ion ear les points de cassure se situeraient sur 
chaque chromosome, duns des bandes de m6me coloration (15q q15 et 
21q22). 

La  m6thode de bandes T appliqu6e ult6rieurement montre  alors que 
le chromosome 15q- -  porte  s son extr6mit6 une bande tr6s fluorescente 
qui ne peut  6tre que lu bunde T du 21 (fig. 3). 
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La  r6ciprocit6 de la t r ans loca t ion  dcvicn t  done certaine,  et  l 'on  peu t  
localiscr le po in t  de cassurc du  21, dans  la par t ie  p rox imale  de la bande  
q 22. 

L '6 tude  d 'une  t r ans loca t ion  t (10; 18) am6ne & une conclusion sem- 
b lab le :  la cassurc s 'es t  effectu6e dans  la bande  te rmina le  du  10 qui  a 6t6 
6ehang6e avec un  segment  plus long du 18 (fig. 4). 

I1 est  donc for t  in t6rcssant  de reprendre  l '6 tude des remaniemcnts  
chromosomiques  pa r  ce t te  m6thode  de marquage  qui  p e r m e t t r a  de 
corner de plus pr6s le compor t emen t  des t61om6res lors des remaniements .  
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