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La différenciation sexuelle dépend d’une succession d’événements dont chaque étape
peut étre le siége de dysfonctionnements aboutissant a une ambiguité sexuelle. Les troubles
du développement sexuel peuvent é&tre causés par des anomalies génétiques
(chromosomiques) ou hormonales. Ces anomalies, qui sont représentées essentiellement par :
Les pseudohermaphrodismes masculin révele une insuffisance de virilisation d’un patient XY,
les pseudohermaphrodismes féminins qui présentent un exces de virilisation d’un patient XX,
et les hermaphrodismes vrais exceptionnellement avec une présence d’ovotestis.

L’objectif de notre travail c’est la mise en évidence des anomalies chromosomiques
spécifiques chez les patients atteints d’une ambiglité sexuelle par la familiarisation des
techniques de cytogénétique, le caryotype et I’hybridation in situ en fluorescence (FISH).

Les résultats obtenus montrent que le caryotype offre I’avantage d’analyser les
anomalies cytogénétiques qui affectent chacun de nos chromosomes avec un pouvoir révolutif
limité, soulignant la nécessité d’utiliser des techniques plus résolutives, telles que la FISH,
pour mettre en évidence des microremaniements chromosomiques en cause dans I’étiologie de
certaines pathologies humaines.

Mots clés : ambigiité sexuelle, pseudohermaphrodisme masculin, pseudohermaphrodisme
féminin, hermaphrodisme vrais, cytogenétique, caryotype, FISH.
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ADS : Anomalie du Développement Sexuel.
AMH : Anti Mullerian Hormone.

Bandes G : Bandes colorées par le Giemsa.
Bandes R : Bandes Reverses.

BER : recombinaison des bases endommagées.
°C : degré Celsius.

CGH : Comparative Genomic Hybridization.
CO. : dioxyde de carbone.

DAPI : 4,6-diamidino-2-phenylindole.

DHT : dihydrotestostérone.

EARL : Earl’s balanced Salt solution.

FISH : fluorescence in situ hybridization.
FrdU : 5-fluoro-2-déoxyuridine.

h : heure.

ins : Insertions.

inv : Inversions.

(1) : Isochromosome.

HMG : high mobility group protein.

Kb : kilo base.

Mb : Méga base.

min : minute.

ml : milli litre.

n : nombre de jeu chromosomique.

NHEJ : non-homologous end joining, NHEJ.
MMR : Mésappariement et modification des bases.

OGE : organes génitaux externes.

OGlI : organes génitaux internes.

p : bras court.

PAR : Région Pseudo Autosomique.

pH : potentiel hydrogene.

PHM : pseudohermaphrodisme masculin.
PHF : pseudohermaphrodisme féminin.
g : bras long.

RH : recombinaison homologue.

(rob) : translocation Robertsonienne.

RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium.
SRY : Sex determinating Region Y.

SSC : Saline Sodium citrate.

SVF : Sérum de Veeu Feetal.

(t) : translocation réciproque.

T° : Température.

T/M : tours par minutes.

pl 2 micro litre.
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pn sexuelle correspondent aux atypies congénitales
pmiques du développement sexuel. Elles constituent
docrinologue pédiatre, du généticien, du psychologue,
et du chlrurglen Leurs causes sont tres variées. Ainsi, le probléeme du diagnostic d'une
anomalie de différenciation sexuelle va se poser, a la naissance, devant tout nouveau-né dont
I'aspect des organes génitaux externes n'est pas conforme a la norme. Ces aspects vont de
1'hypospadias pénien postérieur a I’hypertrophie clitoridienne. Entre ces extrémes, les organes
génitaux sont franchement ambigus (Alaoui, 2011).

La cytogénétique humaine (ou génétique chromosomique) est une discipline récente dont
I'essor date de 1956 avec la détermination du nombre exact de chromosomes chez I'hnomme
(Tijo et Levan, 1956). Ce dénombrement a été rendu possible par I'introduction d'un choc
hypotonique parmi les différentes étapes des techniques de préparation, qui a permis d'obtenir
un étalement correct des chromosomes. En 1970, l'introduction des techniques de marquage
en bandes des chromosomes a grandement amélioré la résolution et la sensibilité de I'analyse
cytogénétique classique qui offre une vue d'ensemble du génome, permettant I’étude du
nombre et de la structure des chromosomes. Enfin, l'apparition de I’hybridation in
situ fluorescente en 1986 et son développement rapide offre aujourd'hui toute une panoplie
d'outils permettant une étude de plus en plus fine et précise des chromosomes et de leur
structure.

Grace a ces techniques, de nombreuses pathologies autosomiques et gonosomiques ont pu
étre identifiées. Parmi les anomalies gonosomiques détectées par ces techniques, les
ambiguités sexuelle ou anomalies du déterminisme du sexe (ADS).

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence le role de I’étude cytogénétique dans la
pathologie du déterminisme du sexe, essentiellement dans I’hermaphrodisme vrai et le
pseudohermaphrodisme masculin et féminin. Dans ce but, I’ensemble des cas d’ambigités
sexuelles colligés au service de cytogénétiqgue du CPMC. Une revue de la littérature
concernant les mécanismes du déterminisme du sexe a été faite et plus particulierement la
place du gene SRY dont le r6le dans la différenciation masculine. L’action d’autres genes
impliqués dans la cascade du déterminisme du sexe a été precisée.
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home humain

L’étude du génome humain a été initiée en 1988, apres la création de I’organisation du
génome humain (HUGO : Human Genome organization) aux Etats- Unis (Sfar et al., 1983).

Le génome humain, représente I’ensemble de I’information génétique qui caractérise un
individu, contenu dans I’ADN des cellules. Une copie du génome humain comprend environ
3 milliards de paires de bases, dont moins de 20% ont un réle fonctionnel clairement établi :
codage des protéines, séquences déterminantes pour la structure chromosomique ou la
réplication de I’ADN. En effet, le génome contient environ 25000 a 30 000 genes codant des
protéines. Dans I’espéce humaine, on distingue le génome nucléaire contenu dans le noyau
cellulaire (porteur de la majeure partie de Iinformation génétique) et le génome
mitochondriale (Grilliat et al., 2011).

1.2 Structure et organisation du chromosome

Il est connu depuis les années 1860 que les chromosomes sont le support du matériel
génétique, de I’hérédité et de I’organisation de la vie cellulaire (Albert et al., 2002).

Les chromosomes eucaryotes sont des structures intranucléaires en batonnet. lls ont une
taille de I’ordre du micrométre (Beaudry, 1985). Leur aspect varie au cours du cycle
cellulaire, en effet ils sont moins condensés en interphase et donc non visible
individuellement au microscope. En revanche, durant la division cellulaire, ils se condensent
et s’individualisent. Leur identification est alors plus aisée en métaphase de la mitose (Albert
et al., 2002).

Les chromosomes sont constitués de deux chromatides sceurs réunies par un centromere
dont la position définit les bras courts p et les bras longs g (Jeanpierre et al., 2004).

En fonction de la taille des chromosomes, de la position du centromére et des bandes les
chromosomes sont classés en: chromosome métacentrique, centromére dans la région
médiane, chromosome submétacentrique, centromére dans une région submédiane.
chromosome acrocentrique, centromeres dans une région terminale et le chromosome
Télocentrique (Beaudry, 1985)

La classification des chromosomes du caryotype humain est fondée sur la taille et la
position du centromere permet d’isoler 7 groupes de chromosomes (Tableau I1).

1.3 Nomenclature des chromosomes

Le caryotype humain normal comporte 46 chromosomes (2n), soit 22 paires d’autosomes
et une paire de gonosomes : deux chromosomes XX dans le sexe féminin et un X et un Y dans
le sexe masculin. Le caryotype normal s’écrit : 46,XX ou 46,XY.

Chaque bras chromosomique est divisé, selon la taille, en une a quatre régions. Chaque
région en bandes et sous-bandes numérotées du centromére au télomére. Par exemple, la
dénomination Yp11.2 désigne la deuxieme sous-bande de la premiére bande de la région 1 des
bras courts du chromosome Y et se prononce: Y-p-un-un-point-2 (Jeanpierre et al., 2004).

1.4 Comparaison entre les deux gonosomes X et Y

Les chromosomes X et Y humains sont morphologiquement et génétiquement distincts.
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Groupes | Chromosome Description

A 1,2et3 Chromosomes longs et a peu prés métacentrigues.

B deth Chromosomes longs et submétacentrique.

C 6,7,8,9,10,11,12 | Chromosomes submétacentrique de longueur moyenne.

et X

D 13, 14 et 15 Chromosomes acrocentriques long avec satellites.

E 16, 17 et 18 16 chromosomes métacentriques, 17-18 petits chromosomes
métacentriques.

F 19 et 20 Chromosomes meétacentriques courts.

G 21,22etY Chromosomes acrocentriques courts avec satellites (le
chromosome Y appartient a ce groupe mais il ne posséde pas
de satellite.

Figure | : Représentation schématique du chromosome Y et sa comparaison avec le
chromosome X (Annik, 2001).
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chromatique. Il représente environ 5 % du génome

Uniimited PRl tre 3 000 et 4 000 geénes. Les genes du chromosome X

nels « génes de ménage » (housekeeping genes) et de
genes dont Ies prodmts ont des fonctions plus spécifiques, comme ceux de la pigmentation
visuelle par exemple. 1l est intéressant de noter que ce chromosome ne comporte pas plus de
génes impliqués dans la détermination et la différenciation sexuelles que n’importe quel autre
autosome de taille comparable.

Contrairement au chromosome X, le chromosome Y est I’'un des plus petits chromosomes
du génome humain (~ 60 Mb) et représente seulement 2 a 3 % du génome haploide. Il
présent, au niveau de la partie distale de son bras long, une région hétérochromatique, qui est
essentiellement composée de séquences hautement répétées. La présence de ces séquences
rend cette région polymorphe en taille dans les différentes populations males. La région
euchromatique du chromosome Y est également composée d’un grand nombre de séquences
répétées et contient 32 genes identifiés et étudiés. Le gene le plus caractéristique du
chromosome Y reste le géne SRY (Sex-Determining Region Y) qui est essentiel pour la
détermination testiculaire. En outre, le chromosome Y humain est également impliqué dans le
développement et le maintien des cellules germinales males.

En dépit des differences importantes entre les deux chromosomes en termes de contenu en
genes et de fonction, il existe deux régions limitées, localisées aux extrémités terminales des
deux chromosomes sexuels et dont les séquences sont homologues. Ces régions, nommées
régions pseudoautosomales (PAR), s’apparient lors des méioses males et recombinent entre
elles, contrairement aux autres régions des chromosomes sexuels (Quintana-Murci et al.,
2001) (Figure 1).

1.5 Le gene SRY (Sex-determining région Y):

L’organogénese testiculaire est sous le contréle du géne SRY. Ce gene long de 2100 bases,
est localisé sur le bras court du chromosome Y a proximité de la région pseudoautosomique
(PAR 1). Il est composé d’un seul exon (Veitia et al., 1997) dont le tiers central code pour une
protéine de 204 acides aminés, contenant une région conservée de 79 acides aminés appelée
HMG (high mobility group protein) ou HMG-box. La liaison de cette derniere a I’ADN
favorise une structure particuliere dont la stabilité est un facteur de régulation
transcriptionnelle. La quasi-totalité des mutations actuellement décrites dans le cadre de
lecture du géne SRY est localisée dans cette HMG-box, chez des individus a caryotype 46,XY
conduit & I’apparition d’un phénotype féminin correspondant & une inversion sexuelle
(Kuttenn et al., 2003).

1.6 Déterminismes du sexe :

La différenciation sexuelle est le processus qui garantit le développement du tractus génital
et des organes génitaux externes appropriés sous en réponse a des signaux hormonaux (Ravel
et al., 2004). Le déterminisme du sexe et sous contrble génétique d’une part (Tableau II) et
sous contréle hormonal d’une autre part. En effet, La différenciation de la gonade primitive
au cours de la vie feetale est un processus qui débute vers la septiéme semaine de vie. Chez le
feetus male, elle implique deux hormones testiculaires, la testostérone et I’hormone anti-
Mullérienne AMH (Anti Mullerian Hormone) encore appelée MIS (Mullerian inhibiting
substance).
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Genes Localisation Fonction Lieu d’expression
SRY Bras court du Facteur de cellules de Sertoli,

cellules germinales
males.

SOX-9 Chromosome Facteur de Crétes génitales des
(SRY-related transcription 17924 transcription deux sexes, cellule de
factor 9) Sertoli.
SF-1 Chromosome Facteur de Cellules de leydig,
(Steroidogenic Factorl) 9933 transcription ébauches des gonades

des deux sexes.

DAX-1 Bras court du Facteur de Crétes genitales et autres
(DSS-AHC critical region on chromosome transcription tissus.
human X chromosomegenel) Xp21
WT-1 Chromosome Facteur de Crétes génitales des
(Wilms Tumor 1) 11p1 transcription deux sexes, cellules de

Sertoli.

AMH Bras court du Facteur de Cellules de Sertoli,
(hormone anti-mullerienne) chromosome 19 croissance cellule de la granulosa
(19p13.3) Hormone
WNT4 chromosome Molécule de Précocement dans la
(Wingless-Type MMTV 1p35 signalisation gonade bipotentielle,
integrationsitefamily,member4) puis limitée a I’ovaire.
DMRT1 Chromosome Facteur de Dans les deux gonades
9p24.3 transcription des deux sexes.
InsL3 Bras court du Molécule de Cellules de Leydig du
(Insuline-like hormone 3) chromosome 19 signalisation testicule feetal.
XH2/ATR-X Chromosome Hélicase /
(X-linked helicase 2/alpha- (Xq13.3)
thalassémie et retard mental
liés a I’X)
DHH Chromosome Molécule de Cellules de Sertoli.
(Desert hedgehog) 12g13.1 signalisation
FGF9 Chromosome Facteurs de Crétes génitales et
13q11-13 croissance cordon seminifeére.
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genltaux externes (OGE verge et testicules) apres transformation en dihydrotestostérone
(DHT).L ’AMH est une glycoprotéine synthétisée par les cellules de Sertoli. Elle appartient a
la famille du TGFb et induit via un récepteur membranaire, la régression des canaux de
Miller empéchant ainsi la formation de I’utérus, des trompes et de la portion supérieure du

vagin. (Noel et al., 2003).

1.7 Les anomalies chromosomiques

On appelle anomalie chromosomique, tout remaniement du nombre ou de la
structure des chromosomes.

1.7. 1. Anomalies du nombre
Il s'agit d'anomalies du nombre des chromosomes par excés ou par défaut. Elles résultent
d'une non disjonction des chromosomes homologues. Elles concernent : les polyploidies
contenant (les tétraploidies et les triploidies) et les aneuploidies contenant (les monosomies,
les trisomies et les marqueurs chromosomiques surnumeraires).

1.7.2. Anomalies de structure
Elles sont la conséquence de cassures chromosomiques suivies par un ou plusieurs
recollements anormaux. Elles peuvent affecter un ou deux chromosome. (Jeanpierre et al.,
2004) (Robert et al., 1970) (Tableau I11).

1.7.3. Les microdélétions

L’ADN, support de notre information génétique soumis a différents types de dommages
par des facteurs endogénes ou exogénes qui peuvent étre une source d’instabilité génétique,
elle peut générer de nombreux réarrangements avec les conséquences physiologiques
potentielles qui en découlent (la progression tumorale, et les malformations congénitales)
Parmi les mécanismes entrent en compétition pour la réparation des cassures: la
recombinaison homologue non allélique RHNA, et la ligature d’extrémités non homologues
(non-homologous end joining, NHEJ). (Rass et al., 2012)

» La recombinaison homologue non allélique : utilise une séquence homologue intacte pour
réparer la cassure double-brin et est initiee par une résection d’ADN simple-brin, joue un réle
crucial dans le redémarrage des fourches de réplication et la réparation des pontages de
I’ADN (Jacques, 2011).

> La religature d’extrémités non-homologues (NHEJ) : permet la jonction de deux extrémités
d’ADN possédant trés peu ou aucune homologie de séquence (Jacqueline., 2009).

Ces deux mécanismes, peuvent étre couplés dans la réparation d’une méme cassure et agir
de maniére séquentielle au cours du processus de la réparation (figure I1).

Iy a aussi d’autres mécanismes de réparation telle que (RH-BER-MMR).
Des défauts de la réparation des cassures associés a des mutations dans les genes de

réponse aux dommages (DDR:DNA damage response) causent une variété de syndromes
associés a une instabilité généetique parmi lesquelles
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o ies chromosomiques de structure (Jeanpierre et al.,

Aberrations portant sur un chromosome

Aberrations portant sur deux chromosomes

Délétions : Résultent d’une cassure chromosomique
avec perte du segment distal (délétion terminale) ou
de deux cassures sur un méme bras chromosomique
avec perte du segment intercalaire (délétion
intercalaire).

Inversions (inv.) : Elles sont dues & deux cassures
sur le méme chromosome, suivies de recollement
apres inversion du segment intermédiaire.

Translocation : Elle est caractérisée par deux
cassures sur deux chromosomes différents, le plus
souvent non homologues et recollement aprés

échange des segments distaux. On distingue deux
formes de translocations les translocations
Robertsoniennes  (rob) et les translocations

réciproques (t).

Isochromosome (i) : Est un chromosome anormal
formé de deux bras longs ou de deux bras courts
d’un méme chromosome avec perte de I’autre bras.
Contenant : les isochromosomes monocentriques et
les isochromosomes dicentriques.

Duplications intrachromosomiques Ce sont des

remaniements purs. Les duplications
chromosomiques peuvent se produire, soit en
tandem, soit en miroir

Insertions (ins) : Elles se traduisent par le transfert
d’un segment intercalaire a I’intérieur d’un autre
bras chromosomique.

A

Recombinaison homologue / \

S MRN-CtIP
1. Résection ménagée par MRN-CtIP
—_— l e —
2. Résection processive par nucléase
ou hélicase/endonucliéase
—— L RPA (e
_— B —
‘L RadS2/Brcaz2
> > p—
Rad5s1
PP W S 5 W T—
3. Invasion d’une séquence homologue
par le brin lésé
— R
e o
Conversion génique
Avec ou sans crossing over

B
Ligature d’extrémites

non-homologues
(NHEJ canonique : C-NHEJ)

KU70/s80

Protection des extrémités

ﬁ@l%

DNA-PKcs

l Activation de la kinase

XRCC4a-LigaselvV-
Cermunnos/XLF

@ Polymerase

Préparation si les extrémités ne sont
pas compatibles

résolvase ou dissolvase l

—t== A

Ligature des extrémiteés

: Réparation des cassures double-brin de I’ADN. (A) La recombinaison homologue

utilise une séquence homologue intacte, (B) La ligature des extrémités non-homologues
(NHEJ) ne nécessite pas d’homologie de séquence (Elodie et al., 2003)
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tielle, sont localisés dans des régions proches de
centromere EIIes contlennent des genes et des pseudogénes.

» Les microdélétions subtélomériques: présentent une grande variabilité de taille et de
distribution des points de cassure, elles résultent de la malségrégation d’une translocation
cryptique et ont, de ce fait, une récurrence non négligeable. (Stankiewicz P. et al., 2002)
(Jeanpierre et al.,2004)

1.8 Les formes cliniques des ambiguités sexuelles :

L’anomalie du développement sexuel (ADS), parfois nommeée a tort « ambiguité sexuelle,
est le résultat d’une anomalie de la différenciation sexuelle qui correspond a une
malformation des organes génitaux internes et externes (Gueniche et al., 2008) ; (Bargy et al.,
,2000).

La naissance d’un enfant porteur de ce type d’anomalie est une urgence médicale et
sociale. L’impossibilité de donner un sexe a un enfant qui vient de naitre est tres éprouvante,
et le choix du sexe doit étre le plus rapide possible. En attendant les résultats des examens,
I’enfant doit étre nommé (votre bébé) ou (votre enfant), et ses parents lui choisissent un
surnom. Ces anomalies nécessitent une prise en charge multidisciplinaire, dans un centre
spécialisé de I’endocrinologue pédiatre, le psychologue, le chirurgien, le biologiste, le
radiologue, et les parents, vont tenter de prendre la meilleur décision possible pour I’enfant,
son avenir en termes d’aspect physique, d’identité de genre, de vie sexuelle et de fertilité.(
Bouvattier et al., 2009).

On distingue différents types d'hermaphrodisme (les formes cliniques des ambigiités
sexuelles) :  I'nermaphrodisme vrai, le pseudohermaphrodisme féminin et le
pseudohermaphrodisme masculin.

1.8.1 L’hermaphrodisme vrai

Les hermaphrodites sont connus comme ayant a la fois les « attribus sexuels » féminins et
masculins .ils sont porteurs a la fois d’ovaire et de testicule. Cette gonade, présentant un
aspect bipolaire avec juxtaposition des structures ovarienne et testiculaire, est
appelée « ovotestis ». Ces gonades sont a la fois des dérivés wolffiens et mullériens. A la
puberté, les hermaphrodites développent des organes génitaux externes de type masculin, et
des seins.

Le caryotype peut étre XX ou XY, le plus habituel est XX. Comme chez le male XX, il
existe donc un paradoxe entre la présence de tissu testiculaire et I’absence de chromosome Y.
Le gene SRY a aussi été retrouvé chez certains hermaphrodites (Kuttenn et al., 2003).

1.8.2 Pseudohermaphrodisme masculin (PHM)

Les PHM sont des anomalies de la différentiation testiculaire proprement dite. lls sont dus
a une masculinisation insuffisante d’un feetus de sexe masculin 46, XY ayant une
détermination normale du testicule. En fonction du niveau de déficit, les PHM peuvent étre
répartis en deux catégories : les déficits de la fonction testiculaire di & une insuffisance de
sécrétion de testostérone secondaire a un déficit de sa biosynthese et aussi I’insensibilité aux
androgénes au niveau des tissus cibles résulte d’une délétion compléte ou partielle du géne du
récepteur aux androgene .Toutes les anomalies enzymatiques responsables de PHM sont des
maladies récessive liée au chromosome X. (Jeanpierre et al., 2004)


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

3 Your complimentary
p—ul use period has ended. Revue Bibliographique
Thank you for using
: ' CO m p | ete PDF Complete.
Click Here to up
Unlimited Pages i (PH |:) :

Le PHF réalise un état dans lequel des sujets avec un caryotype 46,XX normal et des
ovaires normaux présentent certains éléments du phénotype masculin, avec notamment une
virilisation des organes génitaux externes. Dans le PHF, la virilisation est due & une
imprégnation anormale du feetus du sexe féminin par des androgenes pendant la vie
embryonnaire. Ces androgenes sont soit d’origine feetal par hyperplasie congénital des
surrénales due a un bloc enzymatique sur la voie de la biosynthése du cortisol ou déficit en
aromatase, soit d’origine maternelle : endogene, lors de tumeur virilisante ovarienne ou
surrénaliennes, ou exogénes lors d’administration au cours de la grossesse et a une période
critique de la différenciation sexuelle de drogues potentiellement virilisantes (Kuttenn et al.,
2003).

1.9 Les différents syndromes liés aux ADS

Les anomalies chromosomiques constitutionnelles déséquilibrées des gonosomes, qu’elles
soient de nombre ou de structure, n’ont pas toujours de retentissement phénotypique grave.
(Tableau V)

1.9.1 Quelques maladies génétiques avec anomalies des OGE.

Beaucoup de maladies génétiques sont associées a des anomalies des organes génitaux
externes entrainant des ambigités sexuelles chez le garcon. :

Le syndrome de Prader-Willi peut présenter une cryptorchidie et un micropénis
accompagnant une hypotonie néonatale. L’origine de cette pathologie est le plus souvent une
délétion interstitielle du bras long du chromosome 15 paternel ou, moins fréqguemment, une
disomie maternelle du chromosome 15.

Le G-Syndrome est une pathologie de la ligne médiane associant un syndrome
malformatif h un hypospadias chez les garcons. Deux génes ont été identifiés, I’un en Xp22 et
I’autre en 22qll.2.

Le syndrome de Wolff- Hirshorn (4p-) présente également un hypospadias. (Kassis et
al., 2002).

2. techniques d’études des anomalies chromosomiques :

La cytogénétique humaine est devenue en 1988 une discipline importante parmi les
différentes branches de la génétique moderne (Paul et al., 1989).

L’objet de la cytogénétique est I’étude de la physiologie et de la physiopathologie des
chromosomes. (Malan et al., 2008)
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dromes liés aux ADS. (Jeanpierre et al., 2004).

QYTUTuITIc

rormule chromosomique

caractéristique

Syndrome de Turner

45,X0, Mosaique et/ou
anomalie de structure de I’
un des deux chromosomes X.

Phénotype féminin avec
dysgénésie gonadique,
aménorrhée primaire et stérilités

Syndrome de klinefelter

47, XXY

Des gargons phénotypiquement
normaux. A la puberté, ils
présentent un hypogonadisme
hypergonaotrophique avec de
petits testicules

Trisomie X

47, XXX

Des femmes plutdt grandes, avec
une puberté normale et une
fertilité souvent normale.

Double Y

47, XYY

Homme phénotypiquement
normaux sans anomalies
somatiques particuliere, absence
de dysgénésie gonadique ou
d’une infertilité

Tableau V : Caractéristiques des bandes R et des bandes G (Bickmore, 1989).

Bandes R Bandes G
Marquage | Marqués par la coloration de | Marqués faiblement par le colorant
Giemsa met en évidence les | Giemsa quirévele les bandes G
bandes R
Réplication | Précoce Tardive
Localisation | Euchromatine Hétérochromatine
Bases Bases majoritaires : | Bases majoritaires : Adénine /thymine
Cytosine /guanine
Séquences | Riche en séquences répétées | Riche en séquences répétées LINEs (long
répétées SINEs (short nuclear intersed | nuclear interspersed element)
element)
Geénes Riches en génes Pauvres en génes

10
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Tijo et Leven ont été permis de dresser, en 1956, I’inventaire exact du caryotype humain
(Pienkowski et al., 2009), c’est le classement par paires des chromosomes a la fin de la
premiére phase de la division cellulaire (prophase) et au début de la (métaphase) d’un sujet
(Colombiés et al, 1985), en fonction de leur taille, de leur indice centromérique et de leur
marquage en bande. Il peut étre réalisé a partir de divers prélévements biologique comme le
sang, le liquide amniotique ou les villosités choriales en diagnostic prénatal, mais également
sur des prélévements tissulaires comme la peau. Son obtention nécessite dans la majorité des
cas une culture cellulaire dont la durée varie de 72 heures pour le sang a une a deux semaines
pour les prélevements réalisés en prénatal et les prélevements cutanés (Goumy, 2007)

Au début des années 1970, I’utilisation des techniques de marquages a permis de révéler le
long des chromosomes une alternance de bandes transversales. Parmi les techniques
couramment utilisées, on peut citer le marquage en bandes G (Giemsa) et le marquage en
bandes R (Réverse). (Tableau V).

2.2 cytogénétique moléculaire

La détermination des anomalies chromosomiques de petites tailles est actuellement
identifiée par les techniques de cytogénétiques moléculaires, en particulier I’Hybridation in
situ (FISH) et I’Hybridation Génomique comparative (CGH) dotées d’une plus grande
sensibilité. Qui sont apparues respectivement au début des années 1980 et au début des
années 1990.

2.2.1 L’Hybridation fluorescente in situ (FISH)

La FISH consiste a hybrider une sonde fluorescente (un fragment d’ADN dans lequel a été

introduit de fagon chimique un fluorochrome) sur I’ADN des chromosomes en métaphase ou
des noyaux en interphase. c’est une étude ciblée du génome.
En effet, elle ne renseigne que sur des régions chromosomiques ciblées (détection d’un
microremaniement dont on connait le phénotype), soit en fonction d’un tableau clinique
évocateur d’un syndrome clinique, soit pour vérifier la présence ou I’absence d’une anomalie
chromosomique suspectée apreés I’étude du caryotype en bandes, Sans orientation clinique ou
cytogénétique préalable, la FISH est peu informative. (Malan et al., 2008).

2.2.2 LA CGHarray (Hybridation Génomique Comparative)

Consiste a cohybrider la méme quantité d’ADN provenant d’un malade et d’un témoin,
marqué chacun par un fluorochrome différent, sur les chromosomes d’un sujet normal. Les
signaux générés par les deux fluorochromes sont numérisés et un rapport de leurs intensités
respectives est établi au niveau des bandes de chacune des paires chromosomiques. Il ne
s’agit donc plus d’une analyse morphologique des chromosomes d’une métaphase d’un
patient, mais de celle du contenu global en ADN de ce patient. Cependant, sa résolution reste
celle de la bande chromosomique (5-10 Mb) du fait ration d’intensité des fluorochromes établi
au niveau de bandes chromosomiques.

la CGH est une technique permet I’étude globale du génome la plus performante pour le
diagnostic des déséquilibres génomiques. (Romana et al., 2008).

11


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Revue Bibliographique

Your complimentary

use period has ended.

Thank you for using

CO m p | ete PDF Complete.

Click Here to upgrade to

Unlimited Pages and Expandecs

12


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

- use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Ciick Here to upgr:

Unlimited Pages al

Materiel et
Méthodes


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended. Matériel et Méthodes

Thank you for using
PDF Complete.

et prospective des cas d’anomalies de différenciation
sexuelle, prises en charge par le service de cytogénétique du CPMC entre 2009 et 2014. Le
travail est fondé sur I’exploitation des dossiers cliniques des patients orientés vers ce
laboratoire par différents services (endocrinologie, pédiatrie, gynécologie). Durant cette
période, 125 cas d’anomalies de différenciation sexuelle sont colligés. Parmi les patients
analysés au niveau de ce service 04 ont été choisis.

2. preélévement

Une consultation est assurée par les médecins du service pour compléter les
renseignements fournis par les spécialistes et orienter leurs thérapeutiques. Une prise de
photo des patients est faite.

Un prélévement sanguin est effectué dans des conditions stériles au niveau du pli du coude
du patient apres pose d’un garrot. Le sang est récupéré dans des tubes héparinés de 5ml. Si la
culture cellulaire est lancée le jour méme, les tubes sont maintenus & température ambiante,
sinon ils sont conservés au réfrigérateur a (+4°C) pendant 10 jours au maximum. Les tubes
sont ensuite remis a température ambiante deux heures avant le lancement des cultures.

La quantité de sang prélevé est de 10 ml par patient.

3.1. Etapes communes entre la cytogenétique conventionnelle et moléculaire
3.1.1. Mise en culture (Oh)

Le travail se fait sous une hotte stérile a flux laminaire vertical (Jouan®) avec du matériel
stérile (stérilisation aux Ultraviolets pendant 15 min) afin d’éviter toute contamination qui
pourrait altérer la culture.

Protocole

Deux tubes coniques sont préparés pour chaque patient contenant 8 ml de milieu de culture
RPMI complet (Roswell Park Memorial Institute medium complet). Les tubes du sang sont
homogénéisés par retournement avant d’ajouter 700 pl de sang dans chaque tube. Ensuite, ces
derniers sont homogénéisés par retournement. Puis ils sont inclinés sur un plateau et ce
dernier sera placé dans I’étuve a 37°C. sous 0.5% de CO, pendant 72h.

Solutions utilisées:
*Lesang 1400ul (700ul dans chaque tube).
*Le milieu de culture (RPMI complet) :
RPMI Roswell Park Memorial Institute medium  50ml.
SVF sérum de veeu feetal ~ 10ml.
Peénicilline streptomycine  100ul.
L-glutamine  1000pl.
PHA P Phytohémagglutinine P 0.125ml.
PHA M Phytohémagglutinine M 0.300ml.
Héparine 0.100ml.

10
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ules arrivées dans leur croissance au milieu de la phase
S, ainsi toutes les cellules n’ayant pas encore atteint ce stade rejoindront les autres cellules.

Protocole

Sous la hotte a flux laminaire, 500 pl de FrdU sont ajoutés dans chaque tube de culture.
Les tubes sont homogénéisés par retournement et ils sont remis a I’étuve a 37° C sous 0.5%
de CO, et pendant 16 h.

3.1.3. Levée du blocage par la thymidine (66 h d’incubation)

Cette étape consiste a relancer la division cellulaire pour que toutes les cellules en culture
puissent atteindre le stade Métaphase.

Protocole

Les tubes de culture sont homogénéisés par retournement avant d’ajouter 100 ul de
thymidine dans chaque tube. Ces derniers sont ensuite homogénéisés par retournement aussi
et ils sont remis a I’étuve a 37° C sous 0.5% de CO, pendant 5 h.

3.1.4. Arrét des cultures par la colchicine (72h d’incubation)

Cette étape consiste a stopper la progression des chromosomes dans la cellule en
métaphase.

Protocole

Les tubes de cultures sont homogénéisés par retournement puis, 65 pl diluée a 20 mg/l de
colchicine sont ajoutés dans chaque tube. lls sont ensuite homogénéisés aussi par
retournement et ils sont remet a I’étuve a 37°C sous 0.5% de CO, pendant 55 minutes.

3.1.5. Choc hypotonique
Cette étape consiste a éclater les membranes cytoplasmiques des cellules en culture.

Protocole

Les tubes sont agités puis, ils sont centrifugés a 1200 t/min pendant 8 min a température
ambiante. Ensuite, le surnagent est aspiré avec une pipette pasteur liée a une pompe a vide.
Ensuite, le culot est remis en suspension avec 8 ml de sérum de choc (sérum de veceu feetal
dilué a 1/6eme). Finalement, les tubes sont agités rigoureusement pendant 2 min et ils sont
remis e a I’étuve sans bouchons sous 0.5% de CO, pendant 15 min.

3.1.6. Préfixation
Cette étape consiste a un arrét de choc hypotonique par acidification du milieu.
Protocole
Un volume de 2 ml du fixateur carnoy (1/4 acide acétique + % méthanol) est ajouté dans

chaque tube de culture. Ensuite les tubes sont agités par retournement et centrifugés pendant
4 min a 1200 t/min & +4 °C.
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efinitivement dans un état stable les chromosomes

obtenus.

Protocole
Le surnageant est aspiré par une pipette pasteur branchée a une pompe a vide et 8 ml de
fixateur carnoy sont ajoutés dans chaque tube de culture. Puis, les tubes sont agités au vortex.

Apres cela, les tubes sont centrifugés pendant 4 min a 1200t/min a +4°C. Cette étape est
répétée une deuxieme fois.

Le surnageant est aspiré a I’aide d’une pipette pasteur liée a une pompe a vide et 5 ml du
fixateur carnoy sont ajoutés dans chaque tube. Enfin, les tubes sont placés au congélateur a

-20°C jusqu’a I’étalement.

3.1.8. Etalement
Cette étape permet la répartition des métaphases sur une lame.

Protocole

D’abord, les tubes sont centrifugés a 1200 trs/min pendant 4 min a +4°C. Le surnageant de
chaque tube est aspiré par une pipette pasteur liée a une pompe a vide en laissant un peu de
fixateur carnoy au-dessus des culots. Ensuite, les culots sont suspendus delicatement sans
faire remonter le milieu au-dela de la partie effilée de la pipette pasteur.

L’etalement se fait patient par patient. Le nom complet du patient est mentionné
obligatoirement sur la lame. Deux gouttes (cote a cbte) sont déposées sur chaque lame (les
lames sont placées dans de I’eau distillée a + 4°C au moins 24h avant I’étalement). Le surplus
du liquide est supprimé en I’essuyant avec du papier absorbant vers I’extérieur de la lame
avec le doigt. Puis, les lames sont laissées sécher sur un plateau recouvert de papier filtre
pendant 24h. Finalement, les lames sont observées au microscope a fluorescence (Gr X10)
afin de s’assurer du nombre et de la qualité des mitoses.

3.2. Etapes spécifiques a la cytogénétique conventionnelle
3.2.1. Traitement des lames en bandes R

Il s’agit d’une dénaturation thermique ménagée en milieu ionique (Earl : Earl’s balanced
salt solution.) a pH 6.5) a 87°C, en un temps défini dépendant des conditions thermiques et
d’hygrométrie de I’étalement et de la dénaturation.

Protocole

Tout d’abord, un pot de porcelaine est remplit d’EARL est déposé dans un bain marie
préchauffé a 87°C. Ensuite, les lames sont trempées dans I’eau distillée pendant 30 secondes
pour les hydrater. Puis, elles sont transférées dans le pot d’EARL et laisseées dans le bain
marie de 20 a 25min (dénaturation thermique). Apres, elles sont transférées dans un pot de
porcelaine contenant de I’eau distillée. Puis, les lames sont plongées dans un bain de Giemsa
(3ml de Giemsa + 3ml du tampon phosphate & pH 6.7 avec une quantité d’eau distillée
suffisante pour 100ml) contenu dans un pot de porcelaine pendant 15min. Enfin les lames sont
rincées a I’eau du robinet et laissées sécher a I’air libre.
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st observé au microscope a fluorescence a faible
grossissement (x10) afin de repérer les mitoses. Puis, I’huile & immersion est ajoutée avant de
passer au fort grossissement (x100).

La capture se fait par un logiciel d’acquisition d’image MetaSystem IKAROS qui aide a
acquérir des images, les traiter et a classer les chromosomes.

3.3. Etapes spécifiques a la cytogénétique moléculaire la FISH (fluorescence in situ.
hybridization)

3.3.1. Préparation des lames échantillons

Protocole

Apreés I’étalement, les lames ont été laissées sécher. Puis, elles sont prolongées dans du
2XSSC (20 ml 20xSSC + 180 ml d’eau distillée) pendant 2min a température ambiante sans
agitation. Ensuite, elles sont déshydratées dans une série de bain d’éthanol (70%, 85% et
100%), 2 min chaque bain & température ambiante.

3.3.2. Pré-dénaturation

Protocole

Les sondes sont retirées du congélateur a -20°C et laissées préchauffer a température
ambiante. 10 ul de sonde sont déposés sur I’échantillon et couvrir avec une lamelle. Sceller
avec du rubber cément et laisser sécher.

La dénaturation de I’échontillon et de la sonde se fait dans le thermobrite & 75°C pendant
2min.

3.3.3. Dénaturation et Hybridation

Protocole

La dénaturation de I’échontillon et de la sonde se fait dans le thermobrite a 75°C pendant
2min.

Les lames sont incubées dans le thermobrite pendant 18 h & 37°C pour I’hybridation.

3.3.4. Lavage post hybridation et validation

Protocole

La lamelle est retirée et les traces de colles restantes sont éliminées. La lame est plongée
dans le tampon (0,45*SSC (pH 7,0)) a 72°C pendant 2 min, puis plongée la dans du tampon
2xSSC, 0,05% tween 20 (pH 7,0) a température ambiante pendant 30secondes sans agitation.
10ul du DAPI (4’,6-diamidino-2-phénylindole antifading.) sont déposés sur la lamelle apres
I’avoir égoutté. Et cette derniére sera déposée et collée sur la lame qui porte I’échantillon.
Laisser la coloration apparaitre a I’abri de la lumiére pendant 10 min. Les préparations sont
visualisées au microscope a fluorescence.

La capture se fait par un logiciel d’acquisition d’image MetaSystem ISIS.
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Depuis I’an 2009, le laboratoire de cytogénétique du CPMC a fait un recrutement national
des patients orientés vers ce dernier pour suspicion d’une ambiguité sexuelle, soit un effectif
de 125 patients. La majorité des ambiguités concerne les patients élevés en tant que garcon
qui représente 63% des cas (79 patients), suivie des patients élevés en tant filles avec 22% des
cas (28 patients) et enfin les enfants avec un sexe non déterminé avec une proportion de 15%
des cas (18 patients) (Figure I11).

patients

15% M patients élevés entant que
filles

M patients élevés en tant
gargon

patients avec un sexe non
déterminés

Figure 111 : Répartition des ambiguités sexuelles diagnostiquées dans le laboratoire de
cytogénétique du CPMC.

Les résultats du caryotype montrent que sur les 28 patients (22%) recus en tant que filles,
22 patients (17%) ont un caryotype féminin normal: 46,XX, 5 patients (4%) ont un caryotype
opposé au sexe civil: (46,XY) et un seul patient (1%) a présenté une formule chromosomique
en mosaique.

Concernant les 79 patients (63%) recus en tant que gargons, 70 patients (56%), ont un
caryotype masculin normal : 46,XY, 7 patients (5%) présentent un caryotype féminin: 46,XX
et 2 patients (2%) ont présenté une anomalie en mosaique.

En ce qui concerne les 18 patients (15%) recus avec un sexe non déterminé, la majorité des
cas, soit 9 patients (8%), ont un caryotype masculin: 46,XY, 7 patients (5%) ont un caryotype
féminin: 46,XX et 2 patients (2%) présentent un caryotype en mosaique (Figure 1V).

60% 56%
50% W 46,XX
40% +
30% T W 46,XY
20% T
i _., 8% Mosaique

10% - 5% 2%
0% :- T T 1

G (63%) F (22%) SND (15%)

Figure IV : Répartition des cas d’ambiguités sexuelle selon le résultat des caryotypes obtenus
au niveau du laboratoire de cytogénétique CPMC.

15


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

£ C

Click Here to upgrad

Your complimentary
use period has ended. Résultats et Discussion

Thank you for using
O m p I ete PDF Complete.

n concluant, une FISH a été effectuée pour certains

Unlimited Pages a de la clinique et de la pathologie. Cette derniére cible

n of Y) qui intervient dans le déterminisme du sexe

masculin.

Sur les 17 patients analysés par FISH, 7 patients avec un caryotype 46,XX (dont 4 patients
regus en tant que gargons, 2 patients recus en tant que filles et 1 patient regu avec un sexe non
déterminé) 6 patients représentent une FISH normale (absence du gene SRY ) et un seul
patient recu en tant que garcon a présenté une FISH anormale (présence du gene SRY), 8
patients avec un caryotype 46,XY (dont 6 patients recus en tant que garcons, 1 patient regu en
tant que fille et 1 patient recu avec un sexe non déterminé) ont présenté une FISH normale
(présence du géne SRY) et 2 patients avec un caryotype en mosaique (dont 1 patient recu en
tant que garcon et I’autre regu avec un sexe non déterminé) un patient présente une FISH
normal pour les deux populations cellulaire (46,XX absence SRY et 46,XY présence du
géne). En revanche le deuxiéme patient dont le caryotype est mosaique révele une FISH
normale pour la population 46,XX donc absence du géne SRY et une FISH anormale pour les
populations 46,XY et 47,XXY ou le gene SRY est délété (Figure V).

9
8

7 .

6 .

5] SRY ()
4

5 SRY(+)
2

1

0

46,XX 46,XY mosaique

Figure V : Répartition des cas d’ambiguité sexuelle selon les résultats de I’Hybridation in situ
par fluorescence (FISH) obtenues au niveau du méme laboratoire.

2. Etude cytogénétique
2.1. Patiente A
a. Clinique

La patiente F.N. agée de 28 ans (1m82, 70Kg), issue d‘un mariage consanguin de troisiéme
degré. elle a été adressée au laboratoire de cytogénétique par le service d’endocrinologie
CPMC, pour une ambiguité sexuelle. La patiente présente des OGE ambigus et une
gynécomastie de volume et de taille réduits avec des mamelons normaux. L’échographie
abdominale pelvienne révéle la présence des deux testicules ectopique de situation inguinale
basse, de taille normale. Le bilan hormonal montre des taux élevés de FSH et de testostérone.

Le caryotype en bandes R de la patiente F.N. révéle un caryotype masculin normal ou
aucune aberration chromosomique n’est détectée. Bien que le résultat du caryotype confirme
le diagnostic suspecté, une FISH a été effectuées a la recherche du gene SRY en utilisant :
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’ ghaux, un signal bleu correspondant au chromosome X,
un signal vert correspondant au chromosome Y et un signal rouge correspondant a la sonde
SRY qui confirme la présence de ce géne qui est localisé au niveau Ypll.2, la formule
chromosomique de cette patiente est donc (46,XY ish Yp11.2 (SRY+)) (Figure VI).

i ) 4 i B DYZ1( VERT)

DXZI1 (BLEU) #

Figure VI : Etude cytogénétique classique et moléculaire de la patiente F.N. qui présente une
ambiguité sexuelle : (A) caryotype en bandes R : la patiente présente un caryotype masculin
46,XY. (B) FISH : présence du signal rouge correspond a la présence du géne SRY.

Cette patiente, présentant un caryotype masculin 46,XY associé a un phénotype féminin, a
nécessité une analyse par FISH du géne SRY qui révéle la présence de ce dernier. Le gene
SRY implique son expression chez cette patiente, ce qui induit le développement des
testicules. Pour des analyses plus précises la patiente a été adressée au laboratoire de biologie
moléculaire.

Remarque :

Bien que rarement rencontré dans les cas d’intersexualité gonadique, le caryotype XY
(SRY positif) est associé a un hermaphrodisme latéral avec un testicule. Cette forme
d’anomalie peut étre associée a un phénotype féminin.

L’origine de cette anomalie pourrait étre liée a :

e Une mutation dans les genes du déterminisme du sexe interagissant avec le géne SRY,
par exemple, des mutations et des translocations dans le gene SOX 9 sont parfois
responsables, d’une réversion du sexe male en sexe femelle (Paget, 2001).

e Des délétions sur des autosomes, par exemple, la délétion 9p24 entraine une réversion
ou une ambiguité sexuelle (Bazin, 2002).

1.2.Patient B
Le patient A.A. 4gé de 4 ans, issu d’un mariage consanguin, le dernier d’une fratrie de 8

enfants, présente une avance staturopondérale. Il a été adressé au laboratoire de cytogénétique
pour suspicion d’une ambiguité sexuelle liée a une hyperplasie congénitale des glandes
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2 verge bien développeée par rapport & I’age du patient
crotum hyperpigmenté vide sans testicules palpables.
\ce d’organe génitaux interne de type féminin (utérus

latéralisé a gauche).

Le caryotype standard de ce patient réveéle un mosaisme constitué de trois populations
cellulaires différentes : (66%) des mitose étudiées présentent un caryotype féminin normal
46,XX, (19%) présentent un caryotype masculin normal et la derniere population présentent
un chromosome X surnuméraire donc un caryotype 47,XXY (syndrome de Klinefelter) avec
un pourcentage de (15%).Afin d’obtenir des résultats plus précise, une FISH a été réalisée a
la recherche du géne SRY.

Le résultat de cette FISH est normal pour la population 46,XX, présence de deux signaux
bleus correspondant aux chromosomes X et absence des signaux vert et rouge .

Pour la population 46,XY, présence d’un signal vert correspondant au chromosome Y, un
signal bleu correspondant au chromosome X et absence du signal rouge permet de déduire
qu’il n’ y a pas eu hybridation de la sonde avec le gene SRY.

Pour la population 47,XXY, présence de deux signaux bleus correspondant aux
chromosomes X et un signal vert correspondant au chromosome Y et absence du signal rouge
révele que ce géne a été délété (Figure VII).

la formule chromosomique de ce patient est donc (mos 46,XX [71] ish Ypll.2 (SRY-)/
46,XY [20] ish Yp11.2 (SRY-)/ 47,XXy [16] ish Yp11.2 (SRY-)).

U‘ 1o i o A DYZ1 (VERT)

i ol i 8 ] DXZ1 (BLEU) «
i

be i

ul

e v | B 46,XY ish SRY - ﬂ
TR G

(13 ud fe ’
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# 103 -
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Figure VII: Etude cytogénétique du patient 1 qui présente une ambigiité sexuelle de
forme pseudohermaphrodisme masculin : (A), (B) et (C) Caryotype en bandes R révélant trois
populations cellulaires différentes respective, (A) 46,XX, (B) 46,XY et (C) 47,XXY. (B)
FISH : (A’) et (B’) I’absence du signal rouge correspond a I’absence du géne SRY.

Ce patient présentant un phénotype masculin avec un caryotype révélant trois populations
cellulaires distinctes explique que ce mosaisme s’est produit en phase post-zygotique par
anomalie de ségrégation mitotique d’ou dérive la population présentant un X surnuméraire,
tandis que la FISH de ce patient révéle un résultat normal pour la population 46,XX (absence
du géne SRY) et révele la délétion du gene SRY dans les deux population 46,XY et 47,XXY.
La délétion de ce gene implique sa non expression chez ce patient, ce qui explique le
phénotype observé (absence des testicule et présence de I’utérus).

1.3. Le patient C
a. clinique

Le patient B.M issu d’une consanguinité de 3éme degré. Agé de 10ans (1m36, 35Kg) a été
adressé au laboratoire du service d’endocrinologie, pour une prise en charge thérapeutique
d’une ambiguité sexuelle. Le patient présente un phénotype masculin avec organes génitaux
ambigus : micropénis, absence de testicule gauche avec testicule droit en place. Le bilan
hormonal révele un taux de testostérone bas. (Les antécedents familiaux : notion d’ambigité
chez une cousine paternels).

b. Résultat cytogénétique
C.

Le caryotype standard de ce patient se révele étre un caryotype féminin, avec présence des
gonosomes XX .Ce résultat confirme le diagnostic évoqué lors de la consultation (Figure V).
Afin de déterminer la cause de I’ambiguité sexuelle que présente ce patient, nous avons
réalisé une FISH a la recherche du géne majeur de déterminisme testiculaire SRY porté par le
bras court de chromosome Y. La FISH a été réalisé en utilisant : une sonde SRY Ypll.2
(cytocell) de couleur rouge, une sonde témoin pour le chromosome Y : DYZ1 (cytocell) de
couleur verte et une sonde témoin DXZ1 (cytocell) du chromosome X de couleur bleue.
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Figure VIII : Etudes cytogénétique du patient C présente une ambigité sexuelle.

(A) Caryotype en bandes R de patient B.M présentant 46 XX. (B) FISH bicolore de la sonde
centromérique du chromosome X et de la sonde de séquence unique spécifique du géne SRY
(en rouge).

Ce patient, présentant un phénotype masculin avec un caryotype 46XX, nécessite une
analyse cytogénétique moléculaire du gene SRY par FISH. Il a été mis en évidence un petit
segment de la partie terminale du bras court du chromosome Y sur un des chromosomes X et
apparait comme la conséquence d’un échange terminal entre les séquences d’ADN identique
des bras courts des chromosomes X et Y au niveau des sites spécifiques appelées les régions
homologues PAR (pseudoautosomique) Xp-Yp (Jack, 2003). Cela est expliqué par le
mécanisme de recombinaison génétiqgue homologue initié précisément au stade leptoténe par
des cassures double-brin de I’ADN au cours de la méiose (crossing-over méiotique) qui est le
processus dans lequel le matériel génétique est échangé entre les chromosomes homologues
(Guichaoua et al.,2009) (Stephen, 2004).Ces observations ont permis de définir un locus
possible pour le géne de détermination testiculaire SRY (qui a été caractérisé par son
mécanisme d’action sur la protéine pour laquelle il code, et sur les génes qu’il pourrait
controler. Le produit du géne se lie a I’ADN et est capable d’activer la transcription des genes
cibles. Cette liaison est indispensable & la détermination testiculaire). Donc, ¢a peut étre un
sexe masculin avec deux chromosomes X : il suffit qu’un des chromosomes X porte le géne
SRY ce qui explique alors le phénotype observé (Kutten, 2004).

1.4.Le patient D
a. Clinique

La patiente B.F, agée de 26 ans a été adressée au laboratoire de la cytogénétique pour une
suspicion du syndrome de Morris. La patiente présente un phénotype typiquement féminin a
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b. Résultat cytogénétique

Le caryotype standard de ce patient se révele étre un caryotype masculin, avec présence
des gonosomes X et Y (Figure 1X).expliquant le phénotype décrit ci-dessus.
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Figure IX : Etude cytogénetique de la patiente D qui présente un syndrome de Morris.
(A)Métaphase de la patiente B.F. colorée au Giemsa. (B) caryotype en bandes R : la patiente
présente un caryotype masculin 46, XY.

Les résultats démontrent une anomalie de testicule féminisant appelé également le
syndrome de Morris causée par une insensibilité des tissus périphériques aux androgéne liée
a un défaut de récepteur cellulaire correspondant ou a un défaut touchant, soit la transcription
du géne soit la liaison nucléaire du complexe stéroide récepteur (Krichen et al., 2005) ;
(Chawnshang, 2002).

Le syndrome du testicule féminisant est une maladie a transmission récessive liée a I’X et est
due a une mutation affectant le géne codant pour la synthese des récepteurs aux androgénes
(Schill et al.,2008)

Ce géne est porté par le bras court du chromosome X (X p11-13). Plus de 200 mutations ont
été rapportées: des mutations ponctuelles, des délétions complétes ou partielles, pouvant étre
responsables de plusieurs défects allant d’une altération plus au moins importante de I’affinité
de ces récepteurs a I’absence totale de ces derniers a la surface des cellules (Ethel, 2002).
Malgre le caryotype 46,XY, un déficit androgénique fonctionnel entraine I’absence de
développement du canal de Wolff et la régression du canal de Muller, du fait de la présence
de testicules, et donc d’AMH dérivée des cellules de Sertoli, ce qui traduise alors le
phénotype observé (Abraham et al.,2006).
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sexuelle sont complexes et la cascade qui en découle
s’agit d’un équilibre permanent entre les génes qui
eloppement testiculaire ou ovarien, les connaissances
actuelles permettent une meilleure prlse en charge des patients et de leur famille porteurs
d’anomalies a I’aide de la cytogénétique classique et moléculaire. (Ravel et al, .2004).

Toute découverte d’ambiguité des organes génitaux est un événement traumatogéne pour
les parents au moment de la naissance de leur bébé ou pour les personnes ambigués eux méme
Cela entre en résonance avec I’importance de la souffrance psychique et dépressive associée a
des troubles de I’humeur (désespoir, anxiété, angoisse) (Morel et al.,2009), selon le type de
malformation des conséquences fonctionnelles qui peuvent empécher toute activités sexuelles,
nuire a la vie de couple et perturber la fertilité (Gueniche et al., 2008).

Dans cette étude la prise en charge médicale consiste la mise en route des examens
chromosomiques, endocriniens et radiologiques, donc le diagnostic d’une ambiguité sexuelle
reste tres délicat et nécessite une collaboration multidisciplinaire. (Rajon, .2008).

Au cours de notre travail, nous avons ainsi pu nous combiner avec différentes techniques de
cytogénétique et en apprécier les avantages et les limites, et ce en vue de les utiliser pour
répondre a une suspicion d’une ambigiité sexuelle évoquée par un médecin traitant et qui
pourrait étre provoquée par des anomalies d’ordre chromosomique, qu’elles soit fréquentes ou
beaucoup plus rares dans la population.

Le Caryotype permet de donner une vision d’ensemble du génome, mais présente des
limites vu I’existence des remaniements cryptiques qui ne peuvent étre mis en évidence par
cette technique, mais actuellement nous avons des techniques de cytogénétiques moléculaires
(FISH, CGH-array) qui sont d’un grand apport vu les informations sur les point de cassures de
I’ADN qui sont localiser avec exactitude.

Actuellement on a aussi des techniques de la biologie moléculaire qui sont utilisées dont
I’indication peut étre orientée par la mise en évidence d’anomalies extra-génitales
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’une succession d’évenements dont chaque étape peut
étre le siege de dysfonctlonnements aboutissant a une ambiguité sexuelle. Les troubles du
développement sexuel peuvent étre causés par des anomalies génétiques (chromosomiques)
ou hormonales. Ces anomalies, qui sont représentées essentiellement par: Les
pseudohermaphrodismes masculin révele une insuffisance de virilisation d’un patient XY, les
pseudohermaphrodismes féminins qui présentent un exceés de virilisation d’un patient XX, et
les hermaphrodismes vrais exceptionnellement avec une présence d’ovotestis.

L’ objectif de notre travail c’est la mise en évidence des anomalies chromosomiques
spécifiques chez les patients atteints d’une ambiglité sexuelle par la familiarisation des
techniques de cytogénétique, le caryotype et I’hybridation in situ en fluorescence (FISH).

Les résultats obtenus montrent que le caryotype offre I’avantage d’analyser les anomalies
cytogénétiques qui affectent chacun de nos chromosomes avec un pouvoir révolutif limité,
soulignant la nécessité d’utiliser des techniques plus résolutives, telles que la FISH, pour
mettre en évidence des microremaniements chromosomiques en cause dans I’étiologie de
certaines pathologies humaines.

Mots clés : ambiglité sexuelle, pseudohermaphrodisme masculin, pseudohermaphrodisme
féminin, hermaphrodisme vrais, cytogénétique, caryotype, FISH.
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