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Liste des abreviations

ul Microlitre

118 OH 11 B Hydroxylase

170Hprogéstérone 17 Hydroxy Progestérone

17 B HSD 17 B Hydroxystéroide Déshydrogénase
17-OHP 17 Hydroxy Progestérone

17B-HSD 17B-Hydroxystéroide Deshydrogénase

A Adénine

ACTH Adrenocorticotrophic Hormone

ADN Acide Désoxyrubonucléotide

ADS Anomalie de différentiation sexuelle

AMH Anti-Mullarian Hormon

AR Androgen Receptor

ARN Acide Ribonucléotide

AS Ambiguité sexuelle

ATRX Alpha Thalassemia Mental Retardation Syndrome X-Linked
AZF Azoospermia Factor

BET Bromure D'ethidium

BMP15 Bonemorphogenicproteinl5

C Cytosine

CBX2 Chromoboxhomolog2

CIAS Complete Androgen Insensitivity Syndrome
CYP21B Géne De 21 Hydroxylase

DAX1 DSS-AHC Critical Region On Human X Chromosome Gene 1
ddNTP Didésoxyribonucléotides Triphosphate
Delta 4 Delta 4 androstenedione

DGM Dysgénésie gonadique mixte

DGP Dysgénésie gonadique pure

DHA Déhydroépiandrostérone

DHH Desert hedgehog

DHT Dihydrotestostérone

DMRTI Doublesexandmab3-Relatedtranscriptionfactorl
dNTP Désoxyrubonucléotide Triphosphate

DOC Désoxycorticostérone

DPM Development psychomoteur

DSD Disorders Of Sex Development
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DSS
EDTA
EMX 2
ESPE

F

F
FGF9
FISH
FOX L2
FSH
FSHR
G
CATA 4
GBY
GDF9
H
hCG
HCS
HLA
HMG
HTA
HV
OInsL3
IPA
JPC
Kb
KCI
Kd
KTS

L

LH
LHX9
LWPES
M
MAMLDI1
MGD
Mmi

Mn
NacCl
Ng
NOBOX
NR5A1

Dosage Sensitive Sex Reversal

Ethyléne Diamine Tétra-Acétique Acide
Empty Spiracle Homolog 2

European Society For Pediatric Endocrinology
Forward

Femelle

Fibroblast Growth Factor 9
Fluorescence In Situ Hybridization
Forkhead Transcription Factor

Follicule Stimulating Hormone
Follicule-Stimulating Hormone Receptor
Guanosine

GATA-Binding Protein 4

Région Critique De Y De Développement De Gonadoblastome
Growth Differentiation Factor9

Heure

Human Chorionic Gonadotropin
Hyperplasie Congénitale Des Surrénales
Human Leucocyte Antigen

High Mobility Group

Hypertension artérielle
Hermaphrodisme vrai

Insuline-Like Hormone 3

Isopropyl De I'Alcool

Jour Post-Conception

Kilo Base

Chlorure De Potassium

Kilo Dalton

Lysine Thréonine Sérine

Litre

Luteinizing Hormone

Lim Homeobox Protein 9

Lawson Wilkins Pediatric Endocrine Society
Male

Master Mind-Like Domain-Containing Proteinl
Mixed Gonadal Dysgenesis

Millilitre

Minute

Chlorure De Sodium

Nanogramme

Newborn Ovary Homeobox

Géne De SFI
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oG
OGE
OGl
PAR 1
PAR2
PAX 2
Pb
PCG
PCR
PGD2S
pH
PHA
PHF
PHM
PIAS
PMDS
POF
POR
Pr. PCR

RPM
RS
RSP
RSPO1
SA
SCC
Sd
SDHA
SF1
SHOX
SLB
SOX 9
SRY
ST
STAR

TAE
TDF
TE
Th
Tm

Organes Génitaux

Organes Génitaux Externes
Organes génitaux Internes
Pseudo-Autosomal Region 1
Pseudo-Autosomal Region 2

Paired Homeobox 2

Paire De Base

Primordial Germ Cells
Polymerisation Chaine Reaction
Prostaglandin D2 Synthase
Potentiel Hydrogéne
Phytohémagglutinine

Pseudo hermaphrodisme féminin
Pseudo hermaphrodisme masculin
Partial Androgen Insensitivity Syndrome
Persistent Mullerian Duct Syndrome
Premature Ovarian Failure

P450 Oxydoréductase

Produit PCR

Revers

Retard Psychomoteur

Retard Statural

Retard Staturopondéral

Root-Plate Specific Spondinl
Semaine d’aménorrhée

Side Chain Clivage

Syndrome

Sulfate De Déhydroépiandrostérone
Steroidogenic Factor 1

Short Stature Homeobox

Solution De Lyse Des Globules Blancs
SRY-Related Box9

Sex Determining Region Of The Y Chromosome

Syndrome De Turner

Steroidogenic Acute Regulatory Protein
Thymine

Témoin

Tris-Acétate-EDTA

Testis Determining Factor

Tris-EDTA

Température D'hybridation

Température De Fusion
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Tr
TSPYL1
UG

uv

\'
WNT4
wri
A4

A5

Tour

Testis-Specific Proteiny-Like-1

Urogenital

Ultraviolet

Volume

Wingless type MMTYV Integration Site Family, Member4
Wilms Tumor 1

Delta 4-Androsténedione

Delta 5-Androsténedione
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La détermination du sexe du bébé, une étape clé a la naissance, est un enjeu
crucial qui accompagne l'identité d’un nouveau-né jusqu’a I’age adulte en
conditionnant sa fonction sociale, familiale, et ses possibilités de reproduction. Elle
constitue en quelque sorte le point de rencontre entre I’enfant imaginaire et
I’enfant réel pour les parents, cet enfant qui sera déclaré en tant que fille ou
garcon et pour qui, I’état civil va attribuer un genre fondé sur une identité
Sexuelle déterminée par la différence anatomique des sexes.

Le déterminisme du sexe a lieu des la fécondation lors de la mise en
commun du patrimoine génétique des gametes male ou femelle, constituant le
Sexe geénétique de I’embryon. Le sexe phénotypique est alors le résultat d’une
cascade d'événements controlés par des facteurs génétiques et hormonaux lors d’un
processus anatomophysiologique garantissant le développement du tractus génital
et des organes génitaux externes.

Cependant, plusieurs anomalies peuvent siéger a chacune des étapes de ce
processus, et entrainer ainsi, une discordance entre les organes génitaux externes,
qui est la partie initialement visible, internes, et les caractéres sexuels secondaires
constituant ainsi ce qu’on appelle les troubles de différenciation sexuelle ou DSD
(disorders of sex development) qui regroupent un ensemble d’états intersexués de
nature et d’intensité variable.

Les troubles de différenciation sexuelle peuvent étre détectés en stade prénatal
lors de consultation systématique de gynéco-obstétricien (via I'échographie) ou
souvent constatés clairement a la naissance, tels que les ambiguités sexuelles.
D'autres troubles passent inapercus pendant I'enfance et n'apparaissent qu'en stade
adulte, c'est le cas des patients qui se présentent pour aménorrhée primaire ou pour
retard pubertaire ou pour une stérilité, ou encore pour I'apparition de caracteres

sexuels discordants avec le sexe civil assigné. Dés que le trouble est reconnu, il faut
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déterminer le plus rapidement possible le sexe définitif afin d’éliminer tout
traumatisme psychologique et social.

La survenue de ces troubles de différenciation sexuelle concerne un a deux
individus sur 10.000 nouveaux nés [1], et constitue toujours un véritable drame aussi
bien pour les familles que pour les patients qui se précipitent de réaliser tous les
analyses et testes nécessaires pour comprendre leur maladie. Mais finalement dans la
plupart des cas, les examens classiques que ce soient cliniques, biologiques ou
radiologiques, n'aboutissent toujours qu'a la détection de I'anomalie sans pouvoir
décider de I'étiologie ni du diagnostic définitif, chose que seul la génétique médicale
peut déceler grace au progreés de la biologie moléculaire qui a offert des examens plus
explicites.

Le travail présent va permettre de vérifier la pertinence des techniques de
cytogénétique constitutionnelle et de biologie moléculaire dans le diagnostic et la
prise en charge des troubles de différenciation sexuelle. Le but étant de permettre a
I'équipe multidisciplinaire, chargée de suivi du patient, de prendre la bonne décision
et de mettre en place la meilleur stratégie thérapeutique qui permettra au patient et
a sa famille de subir le minimum des dégats et de vivre une vie trés naturelle.

Pour y arriver, on va dans une premiere partie, illustrer le processus de
différenciation sexuelle en stade embryonnaire et les facteurs impliqués ainsi que les
différents troubles pouvant survenir au cours de ce processus, tout en essayant le
maximum possible d'éclaircir les mécanismes moléculaires qui permettraient a un tel
ou tel phénotype de s'installer, y compris les conséquences et les solutions possibles.

La deuxiéme partie sera consacrée a I'étude concréete d'une série diversifiée de
patients souffrant de troubles de différenciation sexuelle divers qui se sont présentés
au laboratoire de génétique médicale et d'oncogénétique du CHU Hassan |l de Fes.
L'étude va se focaliser, d'une part, sur le coté diagnostic cytogénétique par

établissement du caryotype et d'hybridation in situ fluorescente (FISH) afin de préciser
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la constitution du matériel chromosomique du patient et de déceler la présence de
toute anomalie de nombre ou de structure. D’une autre part, on va explorer par la
technique d'amplification par polymérisation en chaine le géne de déterminisme
sexuel SRY en présence d’indication.

L'objectif global étant de prouver l'intérét de la biologie moléculaire et de la
cytogénétique dans la prise en charge des troubles de différenciation sexuelle et

recommander une conduite a tenir pratique.
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l. Généralité

1. Historique

Figure 1 : Hermaphroditos

Hermaphrodite ou en grec « Hermaphroditos » est un étre mythique connu
depuis longtemps par les peuples les plus anciens (Figurel).

Hermaphrodite est composé de deux noms « hermeés » et « Aphrodite » qui sont
deux divinités de I’'olympe.

Hermeés : messagers des dieux et dieu du commerce ainsi que le conducteur des
ames en enfer. [2]

Aphrodite : Déesse de la germination, de I’amour et du plaisir, connue pour
sa beauté indescriptible elle séduisit hermes et de leur union naquit un fils qui eut
le nom d’hermaphrodite. Aphrodite le confia aux nymphes lorsque I'une d’elle
; Salascis ; succomba a son charme et pria les dieux de ne jamais les séparer,
exaucant sa priere, les dieux transformeérent le couple en un étre hybride mi male mi
femelle.

De facon moins poétique I’hermaphrodisme vrai est définit comme la

coexistence chez le méme individu de tissus testiculaire et folliculaire ovariens.
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Au fil des siécles savants et médecins se sont intéressés a ces anomalies,
mais il a fallu attendre le début du siecle dernier pour voir s’amorcer la phase
scientifique grace aux travaux de MEKECEL (1815), J.MULLER (1830), GEOFFERQOY
SAINT HILAIRE (1833), et KLEBS (1870).

Les premiers raisonnements génétiques ont débuté avec la théorie
chromosomique de I’hérédité, qui est fondée sur I’hypothese des lois de Mendel. C’est
a la méme époque que I'on commenga a mettre en évidence des différences
chromosomiques entre I’lhomme et la femme.

Depuis, des efforts ont été fournies pour expliquer ces différentes
anomalies. On cite :

U DIEFFENBACH (1912) : un généticien américain a remarqué le caractere

héréditaire des troubles.

BARR (1949) : définit la chromatine sexuelle. ML BARR a aussi caractérisé un

C/

corpuscule présent dans les cellules femelles, déja décrit par Ramon y. Cajal.

c

JOST (1950) : a travaillé sur le mécanisme du déterminisme des sexes
gonophoriques externes et internes.

MORRIS (1953): a été le premier a utiliser le terme de féminisation

c

testiculaire.

C/

TIO et LEVAN (1956) : ont développé des méthodes diagnostic (caryotype)
et ont montré que la garniture chromosomique humaine comporte 46
chromosomes. Ensuite c’est [I'étude des patients présentant des
discordances entre leur formule chromosomique et leur sexe phénotypique
qui a permis finalement [I'identification des principaux déterminants
génétiques.

MAUVAIS et JARVIS (1966) : ont réalisé d’important travaux sur la pathogénie

C/

du testicule féminisant et le réle de I’absence de la 5 alpha-réductase.
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Depuis 1970, la biologie de la reproduction a fait des progrés en avant
par la découverte de l'antigene H-Yet l'isolement de I'hormone antimullérienne
permettant d'éclaircir le mécanisme des anomalies de la différenciation sexuelle
ainsi que I'étude du caryotype des cellules foetales

U WRIGHT et DIXON (1988) : découvrent la protéine codante pour le

déterminisme du sexe.

U SINCLAR et collaborateurs (1990) : une région nommeé SRY a été identifiée
comme appartenant au TDF.
U Les travaux de TSAN YU et collaborateurs (1995) montrent I'importance de

la laparoscopie dans le diagnostic et le traitement de ces ambiguités
sexuelles.

Actuellement, grace aux progreés de la biologie moléculaire, de nombreux genes
ont été prouvés impliqués dans la cascade moléculaire du déterminisme sexuel et
dont la déficience entraine les discordances et les ambiguités initialement observées
sur le plan phénotypique [3].

2. Caractéres sexuels

Les caracteres sexuels sont I'ensemble des caractéres physiques ou
psychologiques dépendant de l'imprégnation en hormones sexuelles, du sexe
génétique (XY ou XX), on distingue les -caracteres sexuels primaires, qui
correspondent a la différenciation sexuelle des organes génitaux au cours de la vie
embryonnaire déterminant l'aspect (le phénotype) féminin ou masculin d'un individu
et les caractéres sexuels secondaires qui apparaissent a la puberté paralléelement a

I'augmentation des hormones.

a) Caracteres sexuels primaires

Les caracteres sexuels primaires désignent I'ensemble des organes génitaux qui

permettent de différencier I'homme de la femme, ils déterminent ainsi le sexe
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biologique dés la naissance grace aux organes génitaux externes : verge et testicules
situés dans les bourses pour le garcon ; levres et vagin chez la fille. Certains
considérent également que les organes non visibles, mais différenciant 'homme de la
femme, font partie des caractéres sexuels primaires comme la prostate, les vésicules

séminales chez I'homme, les ovaires, les trompes et l'utérus chez la femme.

I. Appareil reproducteur masculin

Ensemble des organes génitaux permettant la reproduction. Chez I'homme,
I'appareil génital est étroitement lié a I'appareil urinaire. Il comprend les testicules, les
épididymes, les canaux déférents, les vésicules séminales, la prostate ainsi que le
pénis, L'appareil génital masculin se compose d'organes externes et internes. :

Organes génitaux externes :

* Les testicules sont situés dans les bourses ou ils semblent suspendus

au cordon spermatique. De forme ovoide, les testicules mesurent environ
4 centimétres de long sur 2,5 cm de large chez I’adulte. Chaque glande est entourée
par une membrane, la tunique vaginale, dérivée du péritoine abdominal et dont les
prolongements divisent le testicule en 250 a 300 lobules qui contiennent chacun 3 ou
4 tubes séminiferes. Les tubes séminiferes rejoignent ensuite un réseau de canaux, le
rete testis. Les testicules sécretent des hormones males ou androgénes, notamment
la testostérone qui agit sur le développement des organes génitaux et des caracteres
sexuels secondaires), et ils élaborent les spermatozoides.

*L'épididyme est un conduit situé en arriere du testicule. Il recoit les
spermatozoides de celui-ci, qu'il dirige vers le canal déférent. L’épididyme déroulé
mesurerait pres de 6 metres : il faut trois semaines aux spermatozoides pour le
parcourir et y terminer leur maturation.

*Le canal déférent est un fin conduit long d’environ 45 cm. Sa partie extra-

abdominale est incluse dans le cordon spermatique (pédicule contenant les artéres et

veines spermatiques, les nerfs, les ligaments qui relient le testicule et I’abdomen). Le

Mr. Jaouad FARAJ 24



Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle Thése N° 145/15

canal déférent pénetre dans I’abdomen a travers I’orifice inguinal jusqu'au canal
€jaculateur, a I’entrée de la prostate. Il y transporte les spermatozoides.

*Le pénis, ou verge mesure en moyenne 10 a 12 cm au repos et 15 a 16 cm

en érection. Il est constitué de l'uretre, conduit véhiculant lI'urine lors de la miction et
le sperme lors de I'éjaculation, d’un corps spongieux qui entoure I'uréetre et de deux
organes érectiles, les corps caverneux, flaccides a I'état de repos, et qui deviennent
rigides a I’érection grace a I'afflux de sang. Le pénis se termine par une partie renflée,
le gland, recouvert par un fourreau de peau, le prépuce (que I’on supprime lors
d’une circoncision).

Organes génitaux internes :

*Les vésicules séminales sont deux poches situées en arriere de la prostate et

de la vessie, qui mesurent 5 a 7 cm de long ; elles fabriquent un plasma séminal
visqueux et alcalin, qui va constituer le sperme avec les sécrétions prostatiques et les
spermatozoides.

*Les canaux éjaculateurs, qui font suite aux vésicules séminales, expulsent le

sperme dans l'uretre au moment de I'éjaculation.
*La prostate est une glande pesant de 15 a 20 grammes chez I’adulte, située
sous le col vésical et entourant I'uretre.

*Les glandes de Cowper, situées sous la prostate, produisent une sécrétion

épaisse qui nettoie I'urétre juste avant I’éjaculation. (Figure2)

En plus de la spermatogenese, I'appareil reproducteur masculin posséde une
fonction endocrine en secrétant la testostérone.

Les cellules interstitielles du testicule ou cellules de Leydig produisent la
principale hormone male, la testostérone. Cette production existe trés tot chez
I’embryon chez qui elle détermine I’évolution de I’appareil génital vers le type
masculin. La sécrétion de testostérone disparait pratiquement pendant I’enfance et

réapparait au tout début de la puberté, sous la stimulation de deux hormones
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hypophysaires communes aux deux sexes, la LH et la FSH. Elle atteint un maximum
autour de I’age de 20 ans, se stabilise quelques années puis décroit ensuite tres

lentement. [4]

Figure 2 : Tractus génital masculin

ii. Appareil reproducteur féminin

Ensemble des organes de la femme assurant la fonction de reproduction.
L'appareil génital féminin se compose d'organes externes et internes :

Organes génitaux externes : ils portent également le nom de vulve. Celle-ci est

formée par deux replis cutanés, les grandes levres, qui recouvrent deux replis de
mugueuse, les petites levres (lévres), et protegent un vestibule dans lequel s'ouvrent
I'urétre en avant et en haut, et le vagin, en arriére et en bas. De part et d'autre du
vestibule débouchent les glandes vulvo-vaginales ou glandes de Bartholin. A la
jonction antérieure des petites levres se trouve un organe érectile, le clitoris, riche en
terminaisons nerveuses qui lui conferent sa sensibilité.

Organes génitaux internes : ils comprennent deux glandes sexuelles « les

ovaires », et les voies génitales, formées des trompes utérines, de I'utérus et du vagin.
*Les ovaires sont des glandes en forme d'amande de 3 ou 4 centimeétres de long.

Ils sont situés de part et d'autre de I'utérus, auquel ils sont reliés par des ligaments.
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Leur surface appelée albuginée est blanc nacré. lls contiennent les follicules ovariens,
qui produisent les ovules, cellules féminines de la reproduction. A la naissance,
chaque ovaire contient environ 1 million de cellules germinales (gonocyte) dont
quelques centaines seulement donneront un ovule au cours de la vie.

*Les trompes utérines : ou trompes de Fallope, sont des conduits de 8 ou

9 centimétres de longueur (trompes de Fallope). Leur extrémité libre, en forme de
pavillon et bordée de franges, s'ouvre en face d'un ovaire. Leur paroi contient une
importante musculature lisse, et des cils tapissent leur face interne. L'autre extrémité
des trompes débouche dans les coins supérieurs de l'utérus, les cornes utérines.

*L'utérus est un organe creux en forme de poire renversée, de 7 centimétres de
haut et 5 centimétres de large, situé entre la vessie et le rectum. Son corps se rétrécit
en bas, vers l'isthme, et se termine par le col utérin, qui fait saillie dans le vagin. Sa
paroi épaisse contient une couche de musculature lisse, elle est tapissée a l'intérieur
par une muqueuse, lI'endomeétre, riche en glandes et en vaisseaux sanguins. A
I'extérieur, l'utérus est recouvert par le péritoine et soutenu par des ligaments
résistants. Normalement, il est incliné vers l'avant (antéflexion) et forme avec le vagin
un angle d'environ 90°.

*Le vagin est un conduit musculo-membraneux d'environ 8 centimetres de
long, dont la paroi est constituée de replis longitudinaux et transversaux. Elle est
tapissée par une muqueuse épithéliale, humidifiée et lubrifiée par le mucus issu du
col de I'utérus, les sécrétions des glandes vulvo-vaginales et un transsudat aqueux
qui suinte a travers la couche d’épithélium. Enrichi de cellules provenant de la
desquamation naturelle de la paroi, ce mucus forme les pertes vaginales naturelles.
Le fond du vagin, occupé par la saillie cylindrique du col utérin, forme autour de celui-
ci un bourrelet, le cul-de-sac vaginal. A la naissance, l'orifice inférieur du vagin est
en partie fermé par un repli, I'nymen, déchiré au cours du premier rapport sexuel.

(Figure 3)
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La fonction reproductrice féminine commence a la puberté et prend fin a la
ménopause, mais les ovaires sécretent leurs hormones en quantité variable tout au
long de la vie. Cette fonction est rythmée par les cycles ovariens et les regles (cycle
menstruel), qui, lorsque la femme n'est pas enceinte, se produisent tous les 28 jours
en moyenne sous la forme d'un écoulement de sang provenant de la paroi vascularisée
de l'utérus, mélé a de fins débris de muqueuse utérine.

A chaque cycle, I'un des follicules ovariens parvient & maturité dans I'un des
deux ovaires et libere un ovule : c'est I'ovulation. Capté par les franges et le pavillon
de la trompe utérine, I'ovule s'achemine lentement vers l'utérus. Si, pendant ce trajet,
qui dure 3 jours, il est fécondé par un spermatozoide, lI'ovule va s'implanter dans la
mugueuse utérine pour y devenir embryon. S'il n'‘est pas fécondé, les regles se
déclenchent. Ces phénomeénes obéissent a une régulation
hormonale hypophysaire par I’hormone folliculostimulante, ou FSH, et I’hormone
lutéinisante, ou LH. De leur co6té, les ovaires sécrétent leurs propres hormones
(cestrogenes et progestérone essentiellement), qui stimulent les organes sexuels et
préparent l'utérus a une éventuelle grossesse. (Figure 4)

En cas de grossesse, le col utérin se ferme, I'utérus se distend peu a peu jusqu'a
atteindre 30 centimétres de hauteur et 20 centimetres de diametre en fin de
grossesse. A I’approche du terme, les parois du vagin s'assouplissent pour permettre
I'accouchement. Aprés la naissance, lI'utérus se contracte fortement et reprend peu a
peu son volume normal. Il faut 6 semaines a l'ovaire pour retrouver son
fonctionnement cyclique, marqué par la réapparition des régles (retour de couches),

plus tardive si la femme allaite. [5]

Mr. Jaouad FARAJ 28



Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle Thése N° 145/15

karmones ypophysaires

F&H _j | L
7 — -

- 1 5 4 m

sarece o iy BT ottt
e karmanes evariennes & foliodes cddiion -
= Rrespestisone FRCTUES o '] L. &
/ T A, i An foivI
asiradiol D .y el ibin corps  TeORe S
i - = pré-vulataks jaumne  Tolliculane
14 g T -
jours 1 3 14 25

=P courhe de tesnpérabure - -

& Scurvent, Faspect de la courbe n'est pas aussl

caracléniatique

T M

| oA eI ey

| . W i 2 i et = e
risges GGh i 5 ] ; i
f 5 14 g 1 5 14 i
G = glaing Crvitale oire jours.

onulation

Figure 3 : Tractus génital féminin Figure 4 : Cycle menstruel

b) Caractére sexuels secondaire

Les caractéres sexuels secondaires sont les traits qui distinguent les individus
des deux sexes mais, a la différence des caracteres sexuels primaires que sont
les organes génitaux, ils ne participent pas directement au systéeme reproducteur, ils
sont I’expression de I'imprégnation hormonale.

Les caractéristiques de la pilosité, des cheveux, de la voix, de la silhouette, de
I'odeur et de la personnalité forment l'apparence féminine ou masculine d'une
personne. La présence de seins et l'aspect des organes génitaux externes précisent
plus spécifiquement l'identité sexuelle.

Les variations de la taille et de la silhouette, résultat de la répartition de la
graisse sous-cutanée, de la musculature et de la croissance osseuse, sont dues aux
hormones et aux genes.

La pilosité pubienne et axillaire (des aisselles) est due aux hormones sexuelles
dans les deux sexes. Elle s'installe progressivement pendant deux ans a partir du
début de la puberté. La pilosité faciale masculine est plus tardive ainsi que la pilosité
corporelle. De méme que l'implantation des cheveux, leur aspect témoigne de

I'imprégnation hormonale.

Mr. Jaouad FARAJ 29



Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle Thése N° 145/15

On retrouve des traits de personnalité plus communs aux hommes (agressivité,
abstraction) ou aux femmes (organisation, intuition) qui évoquent une « sexuation »
psychique. La part des hormones et celle de I'environnement, de I'éducation pendant
I'enfance, restent cependant difficiles a dissocier.

Chez la fille, les seins sont le premier caractere sexuel. lls apparaissent vers
I'dge de 11 ans, au début sous la forme d'une surélévation du mamelon. Le
développement se poursuit pour atteindre une taille définitive en 3 a 4 ans. La pilosité
sexuelle pubienne prend son aspect adulte en forme de triangle a base supérieure
horizontale. Sous I'effet des hormones, la vulve se modifie, avec une augmentation du
volume des petites lévres, une accentuation des grandes levres et du clitoris. La vulve
devient sécrétante et humide, produisant des leucorrhées (sécrétions blanches) plus
ou moins abondantes. Les régles apparaissent en moyenne 2 ans aprés l'apparition
des seins. Un hirsutisme peut s'installer progressivement, constituant une pilosité
corporelle estimée trop importante.

Chez le garcon, le premier signe de puberté est l'augmentation du
volume testiculaire vers I'dge de 11 ans et demi. Ce volume atteint au moins 4 ml, ce
qui correspond a environ 2,5 cm si on mesure la plus grande longueur. Puis le volume
évolue progressivement vers la taille adulte (10 a 16 ml). Parallelement, la peau du
scrotum s'amincit, la pilosité pubienne apparait en moyenne 6 mois apres, suivie de
I'augmentation de la taille de la verge au-dela de 5-6 cm. La modification de la voix se
produit en fin de puberté. Une gynécomastie uni- ou bilatérale (volume trop important
d'un ou des deux seins) apparait transitoirement chez la moitié des gargons au cours
de la puberté. Souvent discréete, I'embonpoint peut la majorer et la rendre génante.

(Figure 5)
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Figure 5 : Caractéres sexuels secondaires

3. Rappel génétigue

Chaque cellule somatique humaine posséde 22 paires de chromosomes

homologues (également appelés autosomes), numeérotés de 1 a 22, et une paire

de chromosomes sexuels (également appelés hétérochromosomes ou gonosomes),

soit un total de 23 paires.

Le sexe d'un individu est déterminé par le systeme XY : les femmes possedent

deux chromosomes X (XX) tandis que les hommes possedent un chromosome X et

un chromosome Y (XY). Les deux chromosomes X de la femme sont homologues, mais

le chromosome Y n'est homologue au chromosome X que pour une petite partie

(région pseudo-autosomique). (Figure 6)
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Figure 6 : Le systeme XY

Le chromosome X est long de 153 millions de paires de base, il représente 5 %
de I'ADN nucléaire, le nombre total de génes du chromosome X est de 1 098. Tandis
que Le chromosome Y est long de 50 millions de paires de base, il représente entre
1,5 % et 2 % de I'ADN nucléaire, le nombre total des genes du chromosome Y est
compris entre 70 et 300, il comprend 2 régions : une région male spécifique
représentant 95% de la longueur totale et une autre pseudo-autosomique
représentant 5% du total mais contient 1/3 des genes.

La spermatogenese se fait suite a deux divisions meéiotiques (M1 et M2). Un
spermatocyte de ler ordre donne ainsi naissance a 4 spermatozoides haploides, deux
avec un chromosome X et deux avec un chromosome Y. Les spermatozoides sont donc
déterminants quant au sexe des descendants (figure 7).

L'ovogenese se fait comme la spermatogenése, suite a deux divisions
méiotiques (M1 et M2). Il n'en résulte qu'un ovule fécondable et trois globules polaires
tous haploides. Il faut ajouter que la méiose n'est achevée gqu'au moment de la
fécondation, sinon elle reste bloquée en métaphase de la deuxieme division méiotique

[6] (figure 8).
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4, Rappel embryologique

a) Formations des gonades

Dés la troisieme semaine du développement - soit 5 semaines
d’aménorrhée (SA) - la plicature de I'embryon et la croissance de la cavité
amniotique favorisent la réintégration du mésenchyme extra embryonnaire
(Figure9) et la migration des gonocytes primordiaux situés autour de I’allantoide.

Ces cellules germinales contribuent toutes a I’élaboration de la gonade. Des la
cinquiéme semaine (7SA), elles colonisent les crétes génitales autour du rein primitif
qui est le mésonéphros.

L’ensemble gonadique reste indifférencié au regard de nos moyens actuels
d’observation pendant 2 semaines. Sous influence génétique et hormonale, les
cellules séminiferes sont visibles a la septieme semaine (9SA) et les ovocytes a la

huitiéme (10 SA) [7].
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b) Evolution des gonoductes :

Le mésonéphros est présent dés la quatrieme semaine (6SA). Il est accompagné
de canaux mésonéphrotiques (Wolff) et paramésonéphrotiques(Miller). Ces canaux
sont gonoductes et viennent s’aboucher au niveau du cloaque, formé de
I’allantoide ventralement et de I'intestin caudal dorsalement. Le cloisonnement
du cloaque s’effectue progressivement entre la quatrieme et la huitieme semaine
(10SA), ce qui rapproche les gonoductes de la ligne médiane (Figure 10)

L’apparition du métanéphros (rein définitif) et Ila disparition du
mésonéphros (9-10 SA) laissent au canal mesonéphrotique (Wolff) un caractere
purement gonoductal chez le méale.

Entre la huitieme et la douziéeme semaine (10 - 14 SA), sous influence
hormonale, on observe la fusion des canaux paramésonéphrotiques sur la ligne
médiane et la régression des canaux mésonéphrotiques dans I’évolution féminine,

et la disparition des canaux de Muller dans I’évolution masculine. [8]

o Les organes génitaux externes :

C’est entre la huitieme et la douzieme semaine (10 — 14 SA) que s’effectue
la différenciation masculine ou féminine (Figure 11 [6]).

Dans le sexe masculin, les cellules de Leydig des testicules secretent des
androgénes qui maintiennent les canaux de Wolff et assurent la croissance du
bourgeon génital, et les cellules de Sertoli de I’lhormone antimullérienne ou AMH
qui induit la transformation mésenchymateuse des canaux de Miuller et leur
disparition. Les bourrelets génitaux fusionnent et donneront le scrotum, les
replis génitaux fourniront le fourreau prénuptial. Les corps spongieux fusionnent
en suivant la migration de I'urétre qui se fait depuis la vessie.

Dans le sexe féminin, I'infundibulum reste ouvert a la croissance du pole caudal

de I'embryon en laissant une trace hyménale. La croissance des replis se fait vers
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I’extérieur et donnera les petites lévres et le capuchon du clitoris. Le bourgeon

se coude en direction de [I'infundibulum vulvaire en [I'absence de Ila

testostérone(2).
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Figure 9 : formation des gonades a partir de la 5eme semaine.
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Figure 11 : différentiation sexuelle entre 10-14 semaines d’aménorrhée.
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Il. Différenciation sexuelle

1-Définition

La différenciation sexuelle feetale est un processus qui dépend d’un ensemble

de signaux cellulaires et hormonaux qui interagissent entre eux, dans un ordre précis

pour contribuer a la mise en place de I'appareil génital et a I’établissement d’un

phénotype masculin ou féminin [9]. On distingue deux notions majeures :

u

C/

La détermination sexuelle qui permet I’engagement de I’ébauche gonadique
(ou créte génitale) dans une voie de développement conduisant a la
formation d’un testicule ou d’un ovaire, constituant ainsi le sexe gonadique.
La différenciation sexuelle proprement dite qui est le processus permettant
le développement du tractus génital et organes génitaux externes
appropriés, en réponse a des signaux hormonaux constituant alors le sexe

phénotypique [10].

Ainsi, on distingue, chronologiquement, 4 étapes séquentielles majeures :

*

Etablissement, par fécondation, du sexe génétique féminin 46,XX ou
masculin 46,XY.

La mise en place du sexe gonadique par développement des gonades
foetales bipotentielles en testicule ou ovaire.

La production d'hormones capitales pour le développement du phénotype.
Le développement du sexe phénotypique correspondant a la différenciation

des organes génitaux externes et du sinus urogénital [9].
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2-Processus physiologique

a) Sexe génétique

Au cours de la spermatogéneése, la méiose assure la ségrégation des
chromosomes X et Y dans deux populations de spermatozoides porteurs pour 50 %
de chromosome X et pour 50 % de chromosome Y. L'assortiment XX ou XY au moment
de la fécondation détermine le sexe génétique avec une sex-ratio de 1 (figure 12).Le
chromosome Y a un effet "dominant" dans le déterminisme sexuel quel que soit le
nombre de X présents [11].

Ainsi, au début de la gestation (16 et 2¢me semaine), les embryons des deux

sexes ne different que par leurs génotypes.
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Figure 12 : Résultat de fécondation d'un ovule X par un spermatozoide X ou Y.
A la suite de la détermination génétique du sexe, les ébauches neutres vont se
développer et se différencier en un des deux types de gonades [6].

b) Le stade indifférencié

i La morphogénese des gonades

Malgré le dimorphisme chromosomique, aucune différence morphologique
n'est décelable entre les gonades, les voies génitales et les organes génitaux externes
des embryons de sexe féminin et masculin entre la 3¢ et la 6¢ semaine (stade

indifférencié) [11].
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Les gonades apparaissent chez I'embryon de quatre semaines sous forme d'une
créte longitudinale bilatérale dite créte génitale (ou créte gonadique), située de part
et d'autre de la ligne médiane [12].

Les gonades sont formées par deux populations cellulaires d'origine
embryologique totalement différentes.

eles cellules germinales primordiales (PGC = primordial germ cells) destinées a
former les gametes (spermatozoides et ovocytes).

eles cellules somatiques ou nourricieres qui vont entourer les cellules
germinales.

Les cellules germinales primordiales (PGC) apparaissent dans I'épiblaste des la
gastrulation [13,14], et subissent une premiére migration extraembryonnaire (figure
13 A) et une deuxiéme migration intraembryonnaire (figure 13 B) pour finalement
coloniser les crétes génitales. Durant leur migration, qui s'effectue entre la 4¢et la

6esemaine, ces cellules continuent a se multiplier par mitoses [6].
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Figure 13 : A. Schéma d'un embryon de trois semaines montrant la migration
extraembryonnaire des gonocytes ; B. dessin représentant la migration des
gonocytes le long de la paroi de I’intestin postérieur vers la créte génitale.[165]

A la sixieme semaine, les PGC pénetrent dans les crétes génitales.
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Peu avant et pendant l'arrivée des PGC dans la créte génitale, I'épithélium
Ceelomique prolifere activement et envahit le mésenchyme sous-jacent. Les cellules
épithéliales se multiplient pour former un certain nombre de cordons de formes

irrégulieres : les cordons sexuels primitifs (figure 14) [12].
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Figure 14 : Coupe transversale schématique de la région lombaire d'un embryon de
six semaines, montrant la gonade indifférenciée et les organes sexuels primitifs

(quelques gonocytes entourés de cellules des cordons sexuels primitives).[165]

A ce stade, cette ébauche gonadique est indifférenciée. Les cellules germinales
primordiales sont également bipotentielles et peuvent entrer soit en spermatogenése
soit en ovogenese selon la nature de leur environnement [15,16].

ii. Les voies génitales

Parallelement au développement des gonades, Le mésonéphros et I'épithélium
ceelomique vont donner lieu, entre la 4¢eet la 7esemaine, a deux paires de conduits
génitaux, de maniére identique dans les deux sexes [17, 18]. Il s'agit d'une part, des
canaux de Wolff ou canaux mésonéphrotiques qui sont connectés par leur partie
supérieure aux structures meésonéphros—gonades et débouchant par leur partie
inferieure dans le cloaque. D'autres parts, des canaux de Miiller ou canaux

paramésonéphrotiques qui sont formés par une invagination de ['épithélium
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ceelomique, ainsi ils sont ouverts a leur extrémité craniale sur la cavité cecelomique
(sans étre connecté a aucune structure), alors qu'a leur extrémité caudale, ils
fusionnent (les deux canaux homologues controlatéraux) pour donner le canal utérovaginal

[11]. (Figure 15).

o gonades

uretére

canal de
Miiller

canmal de WollT

== } cloague

Figure 15 : Schémas de I'appareil génital au stade indifférencié montrant les

gonades indifférenciées, les canaux de Wolff et les canaux de Muller.

c) Sexe gonadique

A partir de la 7éme semaine les gonades vont se différencier soit en testicules,
soit en ovaires selon le génotype, et le destin des canaux de Miuller et de Wolff
dépendront du résultat de cette différenciation.

A ce stade, différents facteurs génétiques vont intervenir selon les gonosomes
présents [19].

i Testicule

Si I'embryon est génétiquement masculin (avec formule chromosomique XY),
I'effet testiculo-déterminant du chromosome Y da a I'expression du gene SRY (qu'on
va détailler plus loin), entraine la différenciation testiculaire en provoquant I'apparition

autour des cellules germinales de cordons épithéliaux (ébauches des futurs tubes
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séminiféres). Les cellules germinales se retrouvent ainsi a l'intérieur des cordons
séminiferes, enchassées dans les cellules de Sertoli qui les isolent du milieu extérieur
(barriere sang-spermatozoides). A ce stade, les cellules germinales se divisent
activement, mais n'entrent pas en méiose. Entre les cordons séminiferes, des cellules
mésenchymateuses se différencient en cellules interstitielles de Leydig qui assurent

la sécrétion endocrine du testicule [11] (Figure 16).
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Figure 16 : A. Coupe transversale de testicule a la 8e semaine du développement, B.
Représentation schématique du testicule et des canaux génitaux au cours du 4e
mois [165]

ii. Ovaire

En absence du chromosome Y et donc du géne SRY responsable du
déterminisme testiculaire, les cordons sexuels primitifs se dissocient en amas
cellulaires irréguliers dans lesquels sont incluses les cellules germinales primaires.
Contrairement a la gonade masculine, I’épithélium de surface prolifére sous forme de
cordons corticaux qui envahissent le mésenchyme sous-jacent. Au quatrieme mois,
ces cordons se dissocient en amas cellulaires qui entourent une ou quelques cellules
germinales primitives. Ensuite, les cellules germinales se différencient en ovogonies
et les cellules d’origine épithéliale qui les entourent forment les cellules folliculaires

[20] (Figure 17).
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Figure 17 : A. Coupe transversale d'ovaire a la 7e semaine du développement, B.
Schéma de I'ovaire et des canaux génitaux au 5e mois du développement montrant

I’ovogonie entourée de cellules folliculaires [165]

d) Sexe phénotypique

Apreés la détermination gonadique (50e-60¢ jour de gestation) peut commencer
la différenciation sexuelle du tractus génital. Les conduits génitaux s’édifient a partir
des canaux de Wolff et de Muller, alors que les organes génitaux externes dérivent du
sinus urogénital, du tubercule génital, des plis et bourrelets génitaux. Les travaux de
Jost ont suggéré le role fondamental du testicule feetal dans I’établissement des
structures males alors que durant la méme période, I’ovaire lui, n’est pas nécessaire
a la différenciation du tractus génital dans le sens féminin [21].

i- La voie masculine

Chez I’embryon au sexe gonadique masculin, le testicule va produire I'AMH
('hormone anti-mullérienne qui entraine la régression des canaux de Miuller [22], et
de la testostérone, qui stimule le développement des organes génitaux internes a
partir du canal de Wolff dont la partie supérieure forme I’épididyme, la partie moyenne
devient le canal déférent et la partie terminale se transforme en vésicules séminales.

Le sinus urogénital, quant a lui fournit la partie antérieure de l'urétre et les
glandes de Cooper [23, 24].La conversion de la testostérone en DHT

(dihydroxytestostérone) dans les tissus androgéno-dépendants via la 5x-réductase,
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masculinise les organes génitaux externes, des la neuviéme semaine, ainsi, le
tubercule génital se différencie pour donner le pénis et les corps caverneux. Les
bourrelets génitaux fusionnent sur la ligne médiane pour constituer le scrotum et le

raphé [22, 24,25] (Figure 18).
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Figure 18 : A. Diagramme des voies génitales masculines au 4e mois du
développement, B. Voies génitales aprés la migration du testicule, le schéma a droite

montre |'appareil génital masculin évolué [165]

ii- La voie féminine

Chez I’embryon féminin, I’absence de sécrétion d’AMH et de testostérone induit
la régression spontanée des canaux de Wolff vers la 11¢ semaine de gestation alors
que les canaux de Muller vont se différencier en trompes, utérus et partie supérieure
du vagin. Les portions inférieures fusionnées des deux canaux de Muller vont former
un organe utérovaginal plein qui va petit a petit se creuser jusqu’a la 18e semaine
[26].

De méme pour les organes génitaux externes, le développement se déroule
spontanément en absence des androgenes testiculaires, ainsi, le sinus urogénital

devient le vestibule avec les glandes de Bartholin ; le tubercule génital devient le
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clitoris, les plis génitaux restent séparés en petites lévres, les bourrelets forment les
grandes levres [27] (Figure 19).
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Figure 19 : A. Schéma des voies génitales féminines a la fin du deuxieme mois du
développement avec le canal de Wolff encore présent, B. Les voies génitales apres la
descente de I'ovaire, le schéma a droite représente les organes génitaux féminins

évolués [165]

Le déroulement du processus physiologique de la différenciation sexuelle est
déclenché, contrélé et régulé par plusieurs facteurs, a savoir, les facteurs
chromosomiques, les facteurs génétiques, et les facteurs hormonaux, au niveau
desquelles I'anomalie engendre automatiqguement un trouble de la différenciation

sexuelle qui, souvent, se manifeste au niveau du phénotype.
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3-Facteurs gonosomiques

On désigne par les facteurs gonosomiques, les chromosomes sexuels ou
gonosomes, dont l'absence ou la présence en une ou plusieurs copies affecte
fortement le phénotype (tableau ), il s'agit des chromosomes X etY :

Le chromosome X (figure 20) est le grand chromosome métacentrique, ayant

une taille de 154 Mb, renfermant environ 931 genes. Il est présent dans les cellules
masculines en un seul exemplaire et dans les cellules féminines en deux exemplaires
(excepté bien évidemment les gameétes). Pourtant, le deuxiéme chromosome X féminin
n‘aboutit pas a une «surproduction » des protéines du fait du mécanisme de
I'inactivation que subit aléatoirement I'un des deux gonosomes féminins (paternel ou
maternel) qui va se transformer en un amas d'hétérochromatine dite corpuscule de
Barr, sauf dans certain cas d'anomalies ou l'inactivation cible le X porteur d'anomalie
au profit du deuxieme X normal [28].

Cependant, 15% des genes échappent a I'inactivation, notamment, les génes de
la région pseudo-autosomique PAR 1 et 2 commune a I’X et a I'Y, ainsi que les génes
situés principalement sur le bras court de I’X. Certains de ces genes ont un équivalent
fonctionnel sur I'Y, ce qui prouve la théorie de compensation du dosage entre le

matériel génétique féminin et masculin [29].
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Figure 20 : Chromosome X avec Figure 21 : Structure du chromosome Y

les différents genes

Le chromosome Y (figure 21) est le petit chromosome présent exclusivement et
en une seule copie chez I'hnomme et représente 1,5% a 2% de I'ADN total, il s'étend sur
environ 57Mb renfermant 104 genes [29] dont les deux fameux géenes male-
spécifiques, le géne responsable de la spermatogénése AZF, et le gene du
déterminisme testiculaire SRY qui déclenche wune cascade moléculaire
d'activation/répression aboutissant a la différenciation des gonades en testicules
pendant la vie embryonnaire (voir plus loin)[10].

Les études ont montré que, grace a ce gene, quel que soit le nombre de
chromosomes X, la différenciation se fait vers le sexe masculin lorsqu'un seul

chromosome Y normal est présent [10], comme le montre le tableau 1 :
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Tableau 1 : Relation génotype phénotype [10]

Formule nfférenciation Phénotype

‘chromosomique sexuelle

460X Féminin Femme:

47 XXX Féminin Femme

45.X Féminin Syndrome de Tumer (létalité em-
bryonnaire fréguenic)

6. XY Masculin Homme

47.XX% Masculin Syndrome de Klinefelter

H7T.XYY Masculin Disomic Y

A6 XY - ou Masculin Infermihité masculine

46.Xi0Yp)

46. XY p— ou Dy sgénésic Féminin

S0 Y b gonadigque

45.Y IEtal

Il faut noter que seul 5% du chromosome Y (a proximité des télomeres) peut se
recombiner avec le chromosome X, et que la zone autour des génes déterminant le
sexe est inhibée, de telle sorte qu'aucun crossing-over avec le chromosome X ne soit
possible a cet endroit, sans cela, des incohérences sexuelles apparaitraient trop

fréquemment [29].

4-Facteurs génétiques

Outre les facteurs gonosomiques, le processus de la différenciation sexuelle est
contr6lé par plusieurs génes étalés aussi bien sur les autosomes que sur les
gonosomes.

a) Stade indifférencié

Les principaux génes impliqués dans le développement des gonades
bipotentielles sont WT1, LHX9, GATAA4.

+ WTI1 (pour Wilms Tumor 1), le gene associé a la tumeur de Wilms, est
localisé sur le bras court du chromosome 11 [27], il code pour des protéines a doigts
de zinc, qui agissent comme des régulateurs transcriptionnels, notamment, WT]

+KTS et -KTS [22],I'isoforme +KTS parait un régulateur important de SRY dans la
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détermination gonadique[30, 31], alors que I'isoforme -KTS peut activer le promoteur
SFT in vitro et in vivo, comme l'avait démontré Wilhelm et Englert [32].

Au cours du développement, les deux isoformes de WT] s’expriment dans la
gonade bipotentielle puis dans les cellules de Sertoli du testicule et dans les cellules
de la granulosa de I’ovaire [10]. des études ont montré que WTT est impliqué dans le
développement précoce de la gonade [27], il a été suggéré, aussi, que WT] serait
responsable de la migration des cellules germinales primordiales de I'épithélium
ceelomique vers la créte génitale pour donner les cellules de Sertoli [33], des
mutations hétérozygotes de WTT ont été retrouvées chez des sujets associant des
dysgénésies gonadiques XY avec des anomalies ou des tumeurs rénales (syndrome de

Denys-Drash ou syndrome de Frasier) [34, 35].
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Figure 22 : Organisation du géne et de la protéine de WT1. [166]
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£ LHX9 est un géne homéotique qui s’exprime trés tdt dans les crétes
urogeénitales et, en son absence, ces cellules ne proliferent pas et il n’y aura
pas formation de gonades [27], Chez les sujets a crétes génitales déficientes
en LHX9, I'expression du facteur stéroidogénique 1 (SFT), un récepteur
nucléaire essentiel pour la gonadogénése, est réduite a des niveaux
minimals, ce qui indique que LHX9 peut se situer en amont de SF] dans la
cascade de développement. Les mutants en LHX9 ne présentent pas d'autres
grands défauts de développement [36].

+ Le géne GATA4 code pour un facteur de transcription et s’exprime dés 11,5
jours post-conceptionnels dans les cellules somatiques des crétes génitales.
Il régulerait I’expression de différents genes exprimés dans les gonades
codant pour des enzymes de la stéroidogenese, I’'inhibine alpha et I’AMH
[37]. Il est impliqué également dans la détermination sexuelle [38].des
mutations dans GATA-4 ont été associées a des malformations auriculaires,
septales du cceur ainsi qu’a des ambiguités génitales de certains individus
46,XY [39].

+ Les génes EMX2 et PAX2 sont également impliqués dans la formation
précoce de la gonade bipotentielle [39].

b) Différenciation des testicules

La différenciation des testicules est régie principalement par le fameux géne
SRY ainsi que par SF1 et SOX9.

+ Le géne du déterminisme testiculaire SRY (sex-determining region of the Y),
initialement appelé TDF (testis determining factor), a tiré sa nomenclature
de son réle crucial dans la détermination du sexe masculin qui était
recherché dées 1966 par Jacobs et Ross [40], et finalement prouvé en 1990

par la mise en évidence d’une mutation ponctuelle chez une femme XY [41,
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42]. le gene SRY est localisé sur le chromosome Y p11.32 au niveau du bras
court pres de la région pseudo autosomique, il code pour un facteur de
transcription de 204 acides aminés, renfermant un motif de 79 acides
aminés qui présente une homologie avec les protéines de la famille HMG
(High Mobility Group) (figure 23). Cette boite HMG correspond a un domaine
de liaison a I’ADN [10]. Les premiéres études ont révélé que SRY est
exprimées peu de temps apres I'émergence des crétes génitales par I'action
de WTT et SF1, les précurseurs des cellules de Sertoli sont les premiers types
cellulaires ou SRY s'exprime [22, 43], en effet, SRY jette clairement une
commande moléculaire pour engager une cascade d'événements
moléculaires « male-spécifique », mais la continuité de I’expression de SRY

n'est pas requise pour le déroulement de ces événements.
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Figure 23 : Boite HMG du gene SRY

Le domaine HMG, joue un rble central, étant la seule région conservée entre les
especes et le site de presque toutes les mutations cliniques causant des dysgénésies
gonadiques XY [39]. En effet, Des analyses structurales fines ont montré qu'apres
liaison via la boite HMG, I'ADN cible subit un changement profond de conformation et

il y'aura une courbure de 70-80° qui va permettre le rapprochement et l'interaction
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entre des facteurs de transcription présents sur le géne cible de SRY et qui sont, a
I'état normale, éloignés les uns des autres [43].

En ce qui concerne sa cible, Il semble que SRY agit sur un seul géne, SOX9, dont
I'expression est alors rapidement renforcée par des boucles de régulation positive,
SOX9 entraine alors la formation des cellules de Sertoli et, par conséquent, la
différenciation des testicules. Si SRY est absent ou muté, SOX9 est réduit au silence,
ce qui cede au développement des cellules folliculaires et a la formation de I'ovaire.
[39]

Certaines mutations de SRY causent des femmes 46,XY avec dysgénésie
gonadique pur [44], pourtant, les troubles de différenciation sexuelle en relation avec
le géne SRY ne sont pas toujours dus a des mutations. En fait, I'existence du géne SRY
dans un endroit trés proche a la région pseudo-autosomique PAR1 (qui subit
obligatoirement des recombinaisons avec son homologue sur I'X) le rend capable de
se transloquer sur I'X dans une recombinaison aberrante ce qui explique 90 % des
males 46,XX [41, 45, 46].

Cependant, pour expliquer le cas des hommes XX a SRY négative et celui des
femmes XY a SRY positive, McElreavey et all. ont proposé une hypothése de double
répression dans la voie du déterminisme testiculaire selon laquelle, SRY antagoniserait
un facteur Z, non encore identifié, lui-méme responsable de blocage des géenes male-
spécifique. Ainsi les hommes XX a SRY négatif pourraient présenter une mutation
récessive de ce gene Z qui I’empécherait alors d’inhiber la voie de différenciation
testiculaire, et les femmes XY a SRY positif (non muté) pourraient, quant a elles,
présenter une mutation de ce géne Z le rendant insensible a I’action de SRY, ce qui
entrainerait le maintien de la répression des génes testiculaires (figure 24)[47].Mais,

a ce jour, aucune veéritable expérience n’a encore permis de vérifier cette théorie.
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Figure 24 : Model du facteur Z [10]

#+ Le facteur SF1 (Steroidogenic Factor 1) dont le géne est localisé en 9933, est
un membre de la famille des récepteurs nucléaires orphelins, C’est un
facteur de transcription, dont le domaine de liaison a I’ADN est formé de
deux doigts de zinc et dont I’extrémité C-terminale contient un domaine
riche en proline, souvent retrouvé dans les domaines d’activation de la

transcription [48].
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Figure 25 : Représentation schématique de SF1 (a droite les doigts de zinc de SF1)

[167]
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Le profil d'expression de SF-1 est compatible avec son rble central dans la
régulation de la détermination et de la différenciation des gonades [39]. En effet,
I’expression de SF-1 a été démontrée dans les gonades bipotentielles dés le 32-33
jour post-conceptionnel [49, 50]. Ensuite, chez le male au début de la formation des
testicules (des approximativement 42 jour) [I’expression de SF-1 est
systématiquement maintenue dans les cellules somatiques, ou il peut jouer un réle
crucial avec SRY dans le soutien de I'expression de SOX9 [51]. Dans les cellules de
Sertoli, SF-1 active I'expression de I'AMH a 7 semaines de gestation, ce qui conduit a
la régression des structures de Miller chez le feetus male en développement. Alors
que dans les cellules Leydig, SF-1 active l'expression du systéme enzymatique
stéroidogene a 8 semaines de gestation, ce qui engendre I'androgénisation des
organes génitaux externes [39]. Chez les femelles, I'expression persistante de SF-1 a
été signalée dans le début du développement de I'ovaire chez I'humain [50]. Toutefois,
le role exact que joue SF-1 dans l'ovaire n'est pas clair.

Les mutations dans le géne codant pour SFI1 aboutissent a un spectre
phénotypique assez large allant d’une dysgénésie testiculaire avec des structures de
Mduller, jusqu'aux ambiguités génitales [52]. Bien qu'il soit non essentiel pour la
détermination de l'ovaire [53], les mutations hétérozygotes de SF] ont récemment été
liées a une insuffisance ovarienne chez la femme [54].

+ Le géne SOX9 (SRY- related box9), localisé sur le chromosome 17q24,
appartient a la famille de génes SOX (SRY-related box) ayant un réle de facteur de
transcription durant ’embryogenese. Ce géne code pour une protéine de 509 acides
aminés contenant une boite HMG et présentant 71 % d’homologie avec SRY et un

domaine de transactivation en C-terminal.
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Figure 26 : Représentation schématique de SOX9 d'aprés Ralf Kist.Sox9 Mus
musculus SRY-box containing gene 9.A worldwide collaboration of transcription

factor experts

SOX9 s’exprime tout au long du développement des cellules de Sertoli. Il
serait impliqué dans I’initiation et le maintien de I’expression des génes spécifiques
de ces cellules [10]. SFI est un bon candidat pour l'initiation ou la sensibilisation de
I’lexpression de SOX9 au niveau des crétes génitales des deux sexes car cette
expression est annulée dans des gonades dont le SF1 est muté [55, 56].Ensuite, SOX9
est régulée a la hausse chez le male par I'action de SRY avec SF1, alors qu'il est régulé
a la baisse chez la femelle en raison de I'absence de SRY. Apres I’arrét de I'expression
transitoire de SRY, des niveaux élevées de SOX9 ont été maintenu par son
autorégulation directe et via la signalisation de FGF9 [39]. Un homme XX qui présentait
une large duplication du chromosome 17 incluant SOX9 a été le premier exemple
d’une réversion sexuelle non causée par SRY chez I’lhomme [57]. Cela confirme d'une
part, que SOX9, comme SRY, est capable d’induire le développement male chez un
individu XX [10], et montre, d'autre part, I'importance du dosage d’expression
génique [27].

+ Le gene CBX2 a été identifié comme agent essentielle pour le
développement normal des gonades masculines humaines, et I'on a suggéré gu'il se
trouve en amont de SRY dans la cascade du développement sexuel. Des études

fonctionnelles ont démontré que CBX2 muté ne se lient pas correctement au géne
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cible et ne régule pas suffisamment I’expression de ces génes cibles tels que SF], qui
sont essentiels pour le développement du sexe [58].

+ Les genes DMRTI, DHH, ATRX, TSPYLI, MAMLDI et PGDZ2S sont
également impliqués dans la différenciation testiculaire [39].

¢) La différenciation des ovaires

On pensait traditionnellement que la détermination gonadique dans le sens
ovarien se produisait simplement en I’absence de déterminant testiculaire (par
défaut), pourtant certains genes se sont avérés primordiaux pour la différenciation
normale des ovaires, notamment, DAX]1, WNT4, RSPO1, FOX L2.

Le gene DAXT (DSS-AHC critical region on human X chromosome gene 1)
localisé a I'intérieur du locus DSS au niveau de I'Xp21, code pour un récepteur
nucléaire orphelin, ce gene régulé par WT1 est exprimé précocement dans la gonade
bipotentielle, Son expression disparait ensuite dans la gonade male, mais reste
maintenue dans la gonade féminine [10, 27]. Des études ont montré que DAX] se lie
a SF1 pour le réprimer dans les gonades indifférenciées et dans les tissus stéroidiens
[39]. DAXI est également un inhibiteur de I’expression de SRY qui entraine l'inversion
du sexe, toutefois, cette inhibition ne s’exerce que si I’expression de SRY est faible
(ce qui est démontré chez la souris) ou en cas de surexpression de DAXT (comme le
cas de duplication), ceci suggére une dépendance de dosage d’expression génique.
Les mutations de ce geéne sont responsables de I’hypoplasie congénitale des
surrénales [59, 60].

Le géne WNT4 (Wingless-Type MMTV integration site family, member 4)
Localisé en 1p35, code pour une molécule de signalisation extracellulaire, cette

protéine est produite dans les cellules somatiques de I'ovaire (cellules pré-granulosa).
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Figure 27 : Structure de WNT4 [168]

Jordan et al. Ont montré que dans les cellules de Sertoli et les cellules de
Leydig, WNT4 régulait positivement DAXI]. lls ont ainsi proposé une explication
possible & une réversion sexuelle XY associée a une duplication de la région 1p35-
p31 incluant WNT4. La surexpression de WNT4, conduisant a une sur-régulation de
DAXI, entrainerait un phénotype féminin XY, c'est une inversion sexuelle masculin-
feminin [61]. Les deux génes DAX] et WNT4 seraient donc partenaires dans le contréle
du développement féminin et dans la prévention de la formation testiculaire. lls
pourraient donc étre des constituants du répresseur Z précédemment décrit ou agir
en synergie avec lui [10] lorsque les deux copies du gene sont inactives, comme dans
le cas de mutations homozygotes, il en résulte le syndrome Serkal caractérise par une
inversion sexuelle femelle-méale avec des organes génitaux ambigus, une
morphologie des gonades allant de ovo-testicules aux testicules normales, agénésie
rénale et une hypoplasie des surrénales[61].

FOXLZ2 est un géne a unique exon codant pour un facteur de transcription
[62]. Chez les vertébrés, FOXLZ2 est lI'un des premiers marqueurs connus de la
différenciation de I'ovaire [63].Ainsi, elle peut jouer un réle dans la phase précoce de
développement du compartiment somatique ovarien. Malgré I'importance de FOXL2
dans le développement et le maintien de l'ovaire, seuls quelques-unes des cibles

internationales de transcription ont été décrites a ce jour [64, 65].
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D'autre génes et protéines sont impliqué dans la différenciation des
ovaires mais moins connus, notamment, B-caténine, bRSPOI1, BMP15, GDF9 et
NOBOX, dont les mutations entrainent une insuffisance ovarienne prématurée [39].

N.B : les différents facteurs génétiques sont résumés sur la figure 28.
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Figure 28 : Les différents génes impliqués dans le processus de différenciation

sexuelle [169]

d) Interaction entre les différents genes

Aprés la mise en place de la créte génitale bipotentielle par plusieurs génes,
I'expression précoce de SF1 et WTT initie aussi celle de SOX9 dans les deux sexes.

La B-caténine commence également a s’accumuler en tant que réponse a RSPO1
et Wnt4. Dans les cellules XX, les niveaux de B-caténine s’accumulent pour réprimer
I'activité SOX9. Dans les cellules XY, la contribution de CBXZ2, qui augmente le niveau

de SF1 active I'expression de SRY, cette derniere avec SF1, augmente I’expression de

Mr. Jaouad FARAJ 58



Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle Thése N° 145/15

SOX9. CBXZ2 influence directement I'expression de SFI et peut le faire indirectement
en supprimant la répression DAXI sur SF1. Une fois les niveaux de SOX9 atteignent
un seuil critique, plusieurs boucles de régulation positive sont lancées, y compris
l'autorégulation de son propre expression. SOX9 favorise la voie des testicules, y
compris I'activation d’AMH, et probablement il réprime également les genes de I'ovaire
WNT4 et FOXLZ2. Si I'activité SRY est faible, lente ou tardive, elle ne parvient pas a
stimuler I'expression de SOX9 avant que /a f-caténine ne s’accumule a des niveaux
suffisants pour le réprimer. A des stades plus tardifs, dans les gonades XX, FOXL2
augmente et peut maintenir la différenciation des cellules de granulosa (follicule) en

réprimant I'expression de SOX9 [39] (Figure 29).
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Figure 29 : Chronologie simplifiée de l'interaction entre les génes impliqués dans la

différenciation sexuelle

5-Facteurs hormonaux

Les facteurs hormonaux, quant a eux, interviennent principalement dans la
différenciation des canaux de Miuller et de Wolff et du tractus urogénitale. Les
hormones impliquées sont secrétées essentiellement par les testicules. Il s'agit de
I'AMH, de la Testostérone et de son dérivé la DHT, ainsi que le récepteur aux

androgenes.
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La fonction endocrine de l'ovaire est certainement moins essentielle au
développement du phénotype féminin, qui apparait surtout comme la conséquence
d’une absence de sécrétion testiculaire [27].

I Le gene de I'AMH (hormone antimtillérienne) est situé sur le chromosome
19 et code pour une protéine de 140 Kd. Sa production au niveau des cellules de
Sertoli est sous le controle de plusieurs facteurs qui se fixent sur son promoteur :

SOX9, SF1.... (figure 30).
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Figure 30 : Schéma représentant la régulation de I'AMH

Cette hormone déclenche une réponse biologique de ses cellules cibles par
I'intermédiaire de deux récepteurs transmembranaires (types | et Il). Cette hormone provoque
une régression rapide des canaux de Miller. Les mutations inactivatrices du géne de I’AMH
ou de son récepteur de type Il ont été décrites et sont responsables du syndrome de
persistance des canaux de Mduller. Les hommes atteints ont un phénotype masculin normal
mais présentent une cryptorchidie, un utérus et des trompes [10].

i La testostérone est une hormone synthétisée par les cellules interstitielles de
Leydig du testicule feetal soit a partir de la progestérone circulante qui est formée dans le
placenta, soit a partir du cholestérol, via une cascade moléculaire impliquant plusieurs

enzymes (voir figure 31). La testostérone permet le développement des canaux de Wolff et
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des organes génitaux externes males. Elle traverse la membrane cellulaire de la cellule-cible
sous sa forme libre pour y étre réduite en dihydrotestostérone (DHT) par une enzyme
spécifique, la 5x-réductase [66]. La DHT se lie ensuite au récepteur des androgénes (AR),
protéine soluble, pour activer la transcription des genes-cibles. Un défaut de synthése des
androgenes entraine un défaut de masculinisation du fcetus. Une situation proche est
représentée par le déficit en 5 alpha-réductase qui empéche la transformation de la
testostérone en dihydrotestostérone nécessaire a la masculinisation des organes génitaux
externes chez le feetus. Ces enfants 46,XY ont donc un phénotype féminin a la naissance et
sont élevées en tant que filles mais vont se masculiniser a la puberté quand elles deviendront
directement sensibles a la testostérone [10].
m Le géne AR du récepteur aux androgénes est porté par le chromosome X, il
s’étend sur plus de 90 kb, il code pour un facteur de régulation de la transcription de 919
acides aminés appartenant a la famille des récepteurs nucléaires. Des mutations de ce gene
sont responsables du syndrome d’insensibilité totale ou partielle aux androgénes entrainant
soit un phénotype externe féminin normal soit des ambiguités sexuelles chez les individus
XY [10].

L] D'autres hormones sont également impliquées, il s'agit de I'/NSL3 responsable
de la descente des testicules et la Prostaglandine D2 qui agit de facon paracrine sur la

différenciation des cellules de Sertoli.

lll. Troubles de différenciation sexuelle, mécanisme et aspect

1. Nomenclature et classification

Apres avoir illustré le déroulement du processus physiologique de la
différenciation sexuelle ainsi que le systeme complexe qui le contrdle, on peut
facilement comprendre I'étiologie et le mécanisme et donc, le phénotype des
différents troubles pouvant survenir a chacune des étapes du développement sexuel.

Dans un premier temps, toute apparence génitale ambigue désignée, pendant

des années, par le vocable "inter sexe" est classée par I'équipe médicale sous I'un des
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termes "hermaphrodisme”, "pseudohermaphrodisme masculin” ou
"pseudohermaphrodisme féminin". Ceci constituait une source de malaise aux
patients et a leur famille. En 2005, Derger et ses colléegues ont proposé le
remplacement du mot "intersexe" par le terme "troubles de différenciation sexuelle"
réesumé par l'abréviation "DSD" provenant du mot anglais "disorders of sex
development" [ 67]. Cette proposition a été pris en considération en Novembre 2005
lors de la réunion du consensus de Chicago (LWPES-ESPE) [68, 69], qui a remplacé les
anciens termes par une nouvelle terminologie constituée de I'abréviation DSD avec un
préfixe basé sur le caryotype (tableau 2). Ainsi, la problématique de nomenclature a

été résolue, ce qui a permet une large acceptation par le publique.

Tableau 2 : Nomenclature traditionnelle et nouvelle des troubles de différenciation

sexuelle

Table . MNomenclature relating to disorders of sex development (DSDs).
Previous Proposed
Intersex Disorders of sex development (DSDs)
Male peudohermaphrodite 46,.XY DSD
Undervirilization of an XY male
Undermasculinization of an XY male
Female pseudchermaphrodite 46204 DSD
Owvarvirilization of an X0 female
Masculinization of an 20X female
True hermaphrodice Ovoresticular D5SD
3 male or XX sex reversal 465X testicular DSD
XY sax reversal 46, XY complete gomadal dysgenesis

Cependant, le groupe consensus n'a pas spécifié les conditions qui définissent
précisément [I'appartenance a chacune de ces catégorie [70], ainsi plusieurs
classifications ont été proposées par la suite, notamment, celle suggérée par Hughes
et coll. [71] (tableau 3), celle d'lan A. Aaronson et coll. [70] (voir annexe 2) et celle de
M. Barbaro et coll. qui répartis les troubles de différentiation sexuelle en DSD

gonadique et DSD poste-gonadique [72].

Mr. Jaouad FARAJ 62



Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle

Thése N° 145/15

Chaque classification se base sur une certaine logique, aucune d'entre elles n'est

parfaite tant que la génétique moléculaire apporte continuellement du nouveau.

De notre c6té, on va adopter le model de classification suggérée par Hughes et

coll. [71](tableau3) Qui, d'une part, prend en considération la nouvelle nomenclature,

et d'autre part, classe les troubles de différenciation sexuelle selon le caryotype en

classe de 46,XY DSD ou troubles de différenciation sexuelle 46,XY, classe de 46,XX

DSD ou troubles de différenciation sexuelle 46,XX, alors que les troubles du sexe

chromosomique regroupant les 45,X; 47,XXY et différents mosaismes sont classés a

part.

Tableau 3 : Classification des troubles de différenciation sexuelle selon Hughes

Table  Anexample of a D5SD classification

B: 47 XXY (Klinefelter
Syndrome and variants)

C: 45,X/46,XY (mixed
gonadal dysgenesis,
ovotesticular DSD)

D: 45,0(/46,XY (chimeric,
ovotesticular D5D)

1. Complete gonadal dysgenesis
(Swyer syndrome)
1. Partial gonadal dysgenesis

3. Gonadal regression

4. Ovotesticular DSD

B: Disorders in androgen synthesis
or action

1. Androgen biosynthesis defect
(e.g. 17-hydoxysteroid dehydrogenase
deficiency, S reductase deficiency,
SLAR mutations

1. Defect in androgen action
{e.g. CAIS, PAIS)

3. LH receptor defects (e.g. Leydig cell
hypoplasia, aplasia)

4. Disorders of AMH and AMH receptor
(Persistent Mullerian Duct Syndrome)

C: Other (e.g. severe hypospadias,
cloacal extrophy)

Sex chromosome DSD 46,XY D5D 46 X D5SD
A: 45X (Turner Syndrome A: Disorders of gonadal (testicular) A: Disorders of gonadal (ovarian)
and variants) development development

1. Ovotesticular DSD

2. Testicular DSD (e.g. SRY+,
dup 50X9)
3. Gonadal dysgenesis

B: Androgen excess

1. Fetal (e.g. 21 hydroxylase
deficiency, 11 hydroxylase
deficiency)

2. Fetoplacental (aromatase
deficiency, POR)

3. Maternal (luteoma,
eX0gencus, etc.)

C: Other (e.g. cloacal extrophy,
vaginal atresia, MURCS,
other syndromes)

2. Troubles de différenciation chromosomique

Ce volet regroupe les différentes anomalies gonosomiques, a savoir, la monosomie, les

mosaismes...
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a) 47 XXY - syndrome de Klinefelter

En 1942, Klinefelter décrivit pour la premiere fois le syndrome qui porte
aujourd'hui son nom [73]. Alors qu'en 1959, Jacob et Strong rattachaient la
symptomatologie clinique du syndrome de Klinefelter a la présence d'un chromosome
X supplémentaire réalisant la formule caryotypique 47,XXY.

Le syndrome de Klinefelter touche environ 1 homme sur 600, il est lié a la
présence d'un chromosome X supplémentaire chez des sujets masculin. L'anomalie
peut résulter d'une non-disjonction méiotique aussi bien maternelle (53 %) que
paternelle (47 %)[74]. Ainsi, la fécondation d'un ovule XX par un spermatozoide Y aussi
bien que celle d'un ovule X par un spermatozoide XY aboutit a la constitution d'un
zygote 47,XXY. Plus rarement, ce caryotype est la conséquence d'une anomalie de
mitose au cours des premiéres divisions du zygote, aboutissant a deux types de
cellules filles : XXY et Y. Cette derniére n'étant pas viable, seule persiste la lignée XXY.
Le caractére plus ou moins tardif de la survenue de cette anomalie explique 1'origine
des mosaiques 46,XY/47,XXY puisque seule une partie de la population cellulaire est
concernée par la polygonosomie [75].

Les sujets atteints viennent généralement consulter a I’age adulte pour
impuissance, voire libido insuffisante et/ou gynécomastie, stérilité.

L’examen permet d’emblée de constater la grande taille, le morphogramme
macroskele et gynoide (diamétre bitrochantérien >diameétre bideltoidien), la pilosité
peu fournie, souvent a limite horizontale au niveau pubien et, surtout, les testicules
petits et scléreux.

Le taux de testostérone plasmatique est normal, plutét a la limite inférieure de
la zone normale. Le rapport des taux plasmatiques d’estradiol et de testostérone est
supérieur de deux a quatre fois au rapport normal. Le taux plasmatique de FSH est

considérablement augmenté et signe I’'insuffisance gonadique au niveau de la lignée
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germinale. L’examen du spermogramme montre une azoospermie ou une
oligoasthénospermie séveére.

La biopsie testiculaire doit étre évitée. L’aspect histologique serait normal
jusqu’a la puberté avec des spermatogonies présentes mais en nombre limité. A
I’adolescence, la lignée spermatique s’arréte au stade des spermatocytes, puis
finalement disparait. La vitrée des tubes séminiferes s’épaissit, I’atrophie des
éléments sertoliens aboutit a une dégénérescence hyaline des tubes avec fibrose
interstitielle. Les cellules de Leydig sont nombreuses et groupées en amas.

Le traitement doit étre envisagé aussi précocement que possible entre 11 et 13
ans lorsque le taux des gonadotrophines commence a s'élever. L’androgénothérapie
substitutive doit étre mise en ceuvre des lI'amorce pubertaire, d’autres thérapies
peuvent étre envisagées selon la demande, a savoir, la mastectomie chirurgicale en
cas de gynécomastie génante, traitement androgénique de soutien en cas
d’impuissance sexuelle [75,27].

b) 45 X - syndrome de Turner

La description du syndrome de Turner (ST) a été faite en 1938 par Henry Turner,
mais, ce n'est qu'en 1957 que C.-E. Ford a découvert la monosomie de I'X. Par la suite,
d'autres anomalies ont été décrites (délétion, isochromosome, chromosome
dicentrique et mosaiques de I'X) ainsi le tableau clinique s'est diversifie [76].

Le syndrome de Turner est une maladie génétique rare qui atteint un sur 2500
nouveau-nés féminins. 50 % des cas ont une monosomie (45,X), les autres formes
étant constituées essentiellement par des mosaiques (45,X/46,XX, etc.) et plus
rarement par d'autres anomalies de structure du chromosome X [77]. L’absence
partielle ou totale du deuxiéme chromosome X, et donc, I'haplo-insuffisance des
genes "femelles-spécifiques” situés sur I'’X fait que les cellules germinales
disparaissent, les follicules s’atrophient, les gonades deviennent de simples

bandelettes fibreuses sans ovocytes ni follicules, et endocrinologiquement inertes «
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gonade dysgénésique » [78]. La ccelioscopie permet de vérifier la présence d’un utérus
et de trompes, hypoplasiques en l'absence de stimulation androgénique. Les
principales caractéristiques du syndrome de Turner associent une petite taille, un
pterygion colli, un visage triangulaire, un hypertélorisme, un ptosis des paupieres,
des oreilles bas implantées, des cheveux bas implantés, des mamelons hypoplasiques
et écartés, une insuffisance ovarienne et un raccourcissement du 4 e métacarpien, un
cubitus valgus, une anomalie du plateau tibial, des nombreux navus, des
malformations cardiaques. Cette insuffisance ovarienne s'exprime plus ou moins tot
selon le stock résiduel de follicules ovariens. Elle se traduit dans trois quarts des cas
par un impubérisme du fait de I'absence compléte de la folliculogénese ovarienne. Un
début de développement pubertaire spontané sera observé plus fréquent dans le cas
de mosaiques que dans les monosomies (40 % versus 9 %) [79, 80]. Seulement 10 %
des filles auront des menstruations, les grossesses spontanées, quant a elles,
représentent 2 a 5 % [81]. Pour l'insuffisance ovarienne, le traitement par estrogenes
est indispensable, le but étant d'induire le développement des caractéres
sexuels secondaires, prévenir I'ostéoporose et les maladies cardiovasculaires [76].

La présence de matériel Y chez les filles Turner expose au risque du
développement d'un gonadoblastome. Il s’agit d’une tumeur bénigne a potentiel malin
dont la pathogénie est obscure. La région critique du développement du
gonadoblastome (GBY) est proche du centromere de I'Y et peut étre détectée par
biologie moléculaire. Son incidence, initialement surévaluée, a fait I'objet d'une étude
en 2000 par une équipe danoise. En effet, chez 114 femmes Turner, Gravolt et al. ont
noté 12 % de matériel Y, alors que cet Y n'était pas décelé sur le caryotype standard
chez la moitié d'entre elles. Chez les patientes porteuses de matériel Y, I'incidence du
gonadoblastome est de 7-10% [82]. Les recommandations actuelles préconisent
I'indication de la gonadectomie précoce chez ces patients positifs et une surveillance

gonadique par échographie biannuelle en cas de refus [83].
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(@) 45 X/46 XY - dysgénésie gonadique mixte (MGD)

La dysgénésie gonadique 45,X/46,XY dites mixtes ou asymétriques est une
anomalie gonosomiques résultant de mosaisme du chromosome Y conduisant au
développement anormale des gonades. La prévalence est inconnue. Les
manifestations cliniques sont tres variables, allant de virilisation partielle des organes
génitaux ambigus a la naissance, jusqu'a des patients avec un phénotype
completement male ou femelle. Ceci dépend de la proportion des cellules
monosomiques par rapport aux cellules 46,XY, mais la caractéristique la plus
commune des MGD est un développement asymétrique des testicules, souvent avec
un testicule dysgénésique d'un cbté et une rayure de gonades de l'autre. L'asymétrie
des organes génitaux externes et internes peuvent également étre présentes.

A la naissance, une prise en charge multidisciplinaire est recommandée dans
les cas d'organes génitaux ambigus, afin de prendre la bonne décision en ce qui
concerne l'attribution du sexe et la planification des procédures, notamment, la
reconstruction chirurgicale de I'état des organes génitaux selon le sexe choisi. D'autre
coté, la gonadectomie peut étre favorisée chez les patients avec un phénotype féminin
en raison du risque accru de gonadoblastome [84].

d) 46.XX/46.XY - Chimérisme

C'est la forme la plus rare des troubles de différenciation sexuelle chez les
humains, caractérisée par le développement a la fois des tissus ovariens et
testiculaires. En fait, ces individus disposent simultanément d'une lignée de cellules
46,XX et une deuxieme lignée 46,XY, ces deux populations sont génétiquement
distinctes et sont originaires de zygotes différents. Ce phénoméne de chimérisme
peut se produire in vitro ou naturellement pendant la grossesse, lorsque deux zygotes
non-identiques combinent, & un stade trés précoce de leur développement, pour

former un seul fcetus [85].
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D'autres formes sont aussi impliquées dans les troubles de différenciation
sexuelle d'origine chromosomique, a savoir, 47 ,XXX, 47,XYY et autres..., ainsi que

divers anomalies de structure (délétion, translocation, isochromosome....).

3. Troubles de différenciation sexuelle 46 XY - 46,XY DSD

Ce volet regroupe les individus génotypiqguement masculins 46,XY ayant des troubles

de la détermination, du développement ou de la fonction endocrinienne des gonades.

a) Troubles du développement gonadique (testiculaire)

Ces troubles surviennent lors de la morphogénése ou de la détermination des
gonades, ils comprennent les dysgénésies gonadiques completes (pures) ou
partielles, ainsi que les troubles ovo-testiculaires.

i Dysgénésie gonadique

Elle est dite complete ou partielle selon que la gonade est réduite a une simple
bandelette de stroma fibreux indifférencié, vide de cellules germinales et dépourvue
d’activité endocrinienne, ou bien qu’il persiste quelques ilots de tissu testiculaire [27].

La dysgénésie gonadique compléte, ou syndrome de Swyer, a été décrite pour
la premiere fois par Swyer en 1955 et était identifié comme une nouvelle forme DSD
dont les principaux trais communs sont la présence chez I'individu XY d'un utérus et
vagin avec des gonades réduites a des bandelettes fibreuses qui ne secretent aucune
hormone et par conséquent, n'engendrent aucune virilisation des organes génitaux

qui seront, féminins a la naissance sans ambiguité [86].

Les patients affectés se présentent a I'dge adulte pour aménorrhée primaire
associée a lI'absence pubertaire [86]. L'examen biologique chez ces individus montre
des niveaux de gonadotrophine élevés et une absence complete de I'AMH, de l'inhibine

B et de la testostérone [17].
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La dysgénésie gonadique complete résulte soit d'une aberration
chromosomique soit d'une mutation des genes qui contrble le processus de
développement gonadique, en effet, 15% des patients souffrant de ce syndrome
présentent des mutations ou délétions au niveau du géne SRY [87].

Des mutations au niveau de SF] [52], WTT [88], CBXZ2 [39] et MAMLD1 [89], et
des duplications au niveau du locus DSS (ou figure le gene DAXT) [90] et de WNT4 [39]
entrainent également des dysgénésies gonadiques comme il a été montré dans le
chapitre des facteurs génétiques.

Le traitement consiste d'une part, a induire la puberté par administration
d'cestrogéne, et d'autre part a effectuer une gonadectomie pour éliminer le risque de
tumeurs malignes [86].

La dysgénésie gonadique partielle se présente sous divers degrés de défaut de
virilisation des organes génitaux [17]. Il s'agit de cas ou la gonade est dysgénésique
mais la détermination vers la voie testiculaire a relativement eu lieu, ainsi, le tissu
testiculaire peut y étre identifié, et par conséquent, ces patients vont avoir des
organes génitaux ambigus et un mélange de structures Wolffiennes et Mullarienes
intra-abdominales dus a une insuffisance des hormones secrétées. Il faut
impérativement enlever les gonades qui présentent, dans ce cas, un risque potentiel
de malignité [86].

ii. DSD ovo-testiculaires

C'est le cas ou les tissus ovariens et testiculaires sont tous les deux présents
chez l'individu, soit qu'ils coexistent dans les deux gonades ou que chaque tissu
colonise une gonade différente, dans tous les cas le phénotype dépend du degré de
présence des hormones testiculaires résultant des proportions des deux tissus [91,

92].
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iii. Réqgression testiculaire

La régression testiculaire est un cas rare ou les gonades ne sont pas détectés
soit par non formation, ou par régression ultérieur ainsi selon le moment de cette
régression le phénotype va se diversifié allant d'un phénotype completement féminin
a une ambiguité sexuelles jusqu'au phénotype masculin avec absence de testicules
[93].

b) Troubles de synthése ou d'action des androgénes

Ces troubles surviennent au cours de la différenciation du sexe phénotypique,
lorsqu'il y a un déficit au niveau de la synthése ou de la fonction des androgenes et
de leur récepteur, notamment en présence d'anomalie de biosynthese des hormones
telles que la testostérone, la DHT, I'AMH ou en cas d'insensibilité du récepteur aux
androgenes.

i. Anomalies de la biosynthese de la testostérone

La synthese de testostérone passe par une cascade moléculaire impliquant
plusieurs enzymes clés (Figure31).

Les blocs enzymatiques peuvent siéger a plusieurs niveaux de cette cascade
entrainant des anomalies aussi bien surrénaliennes que testiculaires, et dont les
formes complétes peuvent étre mortelles en raison des déficits en minéralocorticoides

et/ou glucocorticoides.
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Figure 31 : Cascade moléculaire de biosynthése des androgénes

Ces blocs, bien que rares, sont nhombreux mais les plus évoqués dans la
littérature sont :

v Le déficit par mutation du facteur STAR qui est responsable du transfert du
cholestérol dans la mitochondrie. Ce qui entraine l'absence totale des hormones
stéroides, et donc, le développement d'un phénotype féminin et une perte de sel
sévere avec acidose hypérkaliemique et déshydratation létale en I'absence de
traitement [94]. Ce déficit cause I'hyperplasie lipoide congénitale des surrénales par
accumulation d'esters de cholestérol dans le cytoplasme et la destruction retardée des
cellules [95].

v Le déficit rare en 3B-hydroxystéroide deshydrogénase / A4- A5-isomérase
[96] qui bloque la biosynthése surrénalienne et testiculaire d’une part entre la A 5-
prégnenolone et la progestérone, et d’autre part, entre la DHA et I’androsténedione.
Le déficit porte essentiellement sur les glucocorticoides surrénaliens, et la

testostérone gonadique. Lorsqu’il est complet, ce bloc entraine un syndrome de perte
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de sel a la naissance encore frequemment mortel avec une virilisation légéere des
organes génitaux externes chez les femelles [97]. La forme incompléte ou encore le
traitement substitutif surrénalien, permet parfois la survie. L’élévation des rapports
des taux plasmatiques de 170H-prégnenolone/progestérone et de DHA/ A4-
androstenedione est typique de ce bloc enzymatique [27].

v Déficit en 17B-hydroxystéroide déshydrogénase (17f-HSD) : [98, 99] Parmi
les nombreuses isoformes de la 17B-hydroxystéroide deshydrogénase, I'isoforme de
type Il dont le géene est situé sur le chromosome 922 est spécifique des gonades
[100]. C’est elle qui, en cas de mutation, entraine un déficit de la biosynthése de la
testostérone, responsable chez le sujet XY d’un défaut de virilisation. Le déficit ici est
uniquement testiculaire, empéchant la transformation d’androsténedione en
testostérone tandis que la fonction surrénalienne est normale. Ce déficit ne met donc
pas en jeu le pronostic vital. Cette forme est caractérisée par un morphotype féminin
a la naissance, puis I’apparition d’une virilisation a la puberté [20].

Plusieurs hypothéses [101, 102, 103] ont été proposées pour expliquer, d'une
part, le caractere féminin des organes génitaux externes avec développement
masculin des organes génitaux internes a la naissance, et d'autre part, la virilisation
nette survenant a la puberté. Notamment, que les organes génitaux internes, qui sont
plus proches du testicule, pourraient bénéficier par contiguité du peu de testostérone
qui y est produite pendant la vie embryonnaire, et qu'a la puberté, la transformation
de la A4-androsténedione en testostérone par les autres isoformes 17f-HSD qui
s’expriment dans le foie et les tissus périphériques permettrait I’'apparition d’une
virilisation, d’autant plus marquée que le déficit est seulement partiel [27].

v Le déficit de I’enzyme p450scc, anciennement « 20-22 desmolase » [104]

et de La 17x-hydroxylase [105] sont aussi responsables de défaut de testostérone.
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ii. Anomalies de production de la DHT

La 5 «-réductase de type Il est I'enzyme clé pour la conversion de la
testostérone en DHT, hormone responsable de la masculinisation normale du sinus
urogénital et des organes génitaux externes. Une carence de la DHT aboutis a un
manque ou une absence totale de virilisation des OGE. Par contre, les dérivés
Wolffiennes sont normaux, parce que les concentrations élevées de la testostérone
locales sont suffisantes [17]. 50% des carences sont dues a des mutations
hétérozygotes au sein des familles consanguines.

iii. Anomalies de l'action des androgenes

Le récepteur des androgénes est nécessaire pour l'action de la testostérone et
de la DHT. Toutefois, la DHT posséde une affinité environ 10 fois plus éleve, ce
récepteur est nécessaire au développement normal des organes génitaux externes

masculins. (Figure 32)

Androgénes

y N

4 Géne du %
" réceptesr des androgénes |

Giene cible du
recepieur des androgénes active

Figure 32 : Mécanisme de l'action des androgénes
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L'insensibilité aux androgenes est I'une des formes les plus fréquentes des DSD
avec une incidence estimée de l'ordre de 1 / 60000. 20% des cas sont familiaux avec
un mode de transmission récessif lié a I'X, la cause principale de ce syndrome est la
mutation du gene AR [94]. Selon le phénotype on peut distinguer deux formes:

L'insensibilité compléte aux androgénes(CAIS) qui est le plus souvent,
diagnostiqué a la puberté en raison de I'aménorrhée primaire avec développement
normal des seins. Un certain nombre de patients sont diagnostiqués pendant I'enfance
lors de chirurgie pour une hernie inguinale (uni-ou bilatérale). Plus de 80% des
personnes ayant des signes cliniques de la CAIS ont une mutation détectable dans le
géne AR [72].Les individus souffrant de CAIS développent des gonades masculines
normales et secretent de I’AMH, ce qui entraine la régression de leurs structures
mullérienne avec I’existence d’un vagin court, et ont un phénotype féminin par
absence de masculinisation des organes génitaux externes suite a l'insensibilité
compléete aux androgenes.

L'insensibilité partielle aux androgenes (PAIS) qui se présente sous divers
degrés de virilisation des organes génitaux externes (masculinisation imparfaite) suite
a une réponse partielle de I’AR [10]. Un grand nombre de mutations a été rapporté et
la relation génotype/phénotype est faible pour un grand nombre d'entre eux. Dans
une grande proportion de patients présentant des signes cliniques de la PAIS, il n'y a
pas de mutation détectable dans la région codante du gene de I'AR [106]. Il est
possible que la régulation du récepteur des androgenes puisse étre touchée dans tels

cas, comme il est montré dans un sujet avec CAIS [107].

(9) Anomalies de I'AMH et de son récepteur

L'anomalie de la production de I'AMH ainsi que l'insensibilité a I'AMH en raison
du défaut du récepteur entraine le syndrome de persistance des canaux de Muller
(PMDS). Les patients sont tout a fait normaux (virilisés), ce qui indique le

fonctionnement normal des cellules de Leydig. L'AMH, a I’examen biologique, est
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indétectable [108], mais I'inhibine B et les androgénes sont dans la norme [109]. Le
dosage de I'AMH, bien que peu utilisé dans les laboratoires hospitaliers, il s'est avérée
utile dans le diagnostic non seulement de PMDS mais aussi de la plupart des DSD [17].

d) Anomalies du récepteur de LH

Un défaut au niveau du récepteur de la LH entraine une incapacité a activer les
cellules de Leydig par la stimulation hCG. Il en résulte des 46,XY DSD a divers degrés,
allant de I'hypospadias léger jusqu'au phénotype génital externe completement

féminin [110].

4. Troubles de différenciation sexuelle 46 XX - 46 XX DSD

Ce volet regroupe les individus a sexe génétique 46,XX présentant des troubles au
niveau du sexe gonadique ou phénotypique, ces troubles sont dus soit a des anomalies de
développement ovarien ou bien a un excés d'androgéne aboutissant a une virilisation
anormale des OG.

a) Troubles du développement gonadique (ovarien)

Ces troubles surviennent au cours de la morphogénese ou de la détermination
des gonades, on distingue principalement la dysgénésie gonadique 46,XX, les
troubles de type testiculaire ainsi que ceux de type ovo-testiculaires.

i. Dysqgénésie gonadigue [85].

La dysgénésie gonadique 46,XX est une anomalie ovarienne aboutissant, chez
des femmes 46,XX, a une insuffisance ovarienne précoce POF (anomalie caractérisée
par une aménorrhée primaire ou une déplétion prématurée des follicules ovariens
avant I'dge de 40 ans entrainant une « ménopause précoce », ce trouble résulte soit
de I'échec du développement des gonades par certaines mutations ou a une résistance
a la stimulation des gonadotrophines. La prévalence est inconnue mais on pense

qu'elle est inférieure a 1 / 10000. A la naissance, le phénotype est féminin sans

Mr. Jaouad FARAJ 75



Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle Thése N° 145/15

ambiguité. Toutefois, les personnes atteintes se présentent a I'dge adulte suite a un
retard ou absence de puberté avec aménorrhée primaire ou parfois secondaire.

Bien que I'étiologie est peu claire, plusieurs génes s'averent impliqués,
notamment, les mutations inactivant le géne du récepteur de I'hormone
folliculostimulante (FSHR ; 2p21-p16) qui est transmis selon un mode autosomique
récessif, des mutations dans le géne BMP]5 (Xp11.2) qui est lié a I'X et des mutations
dans le gene NR5AT (SF1) (9933) qui est transmis de maniere autosomique dominante
dans la grande majorité des cas. La thérapie comprend un traitement hormonal
substitutif.

ii. Troubles de différenciation de type testiculaire — testicular DSD

Les individus 46,XX atteints de troubles de type testiculaire (anciennement dits
male XX) présentent généralement un phénotype masculin presque parfait avec divers
degrés de féminisation : gynécomastie, faible développement de la pilosité, ainsi
qu’une stérilité en rapport généralement avec des testicules hypoplasiques, scléreux
avec absence de spermatogonies [27].

Les études ont montré que 90% de ces individus disposaient de fragments
comprenant le gene SRY sur leur chromosome X comme conséquence d’un échange
terminal entre les bras courts des chromosomes X et Y au cours de la méiose méle,
ce qui explique le phénotype masculin a la naissance, alors que les 10% des males XX
a SRY négatives ont été expliqués par la théorie du facteur Z (évoquée précédemment
dans le paragraphe du gene SRY), mais également par I’existence d'autres génes
impliqués [111, 72].

Effectivement, un méale XX avec une duplication SOX9 a été rapporté par Huang
et all. [112], Parma et all. ont montré que la mutation du gene RSPOT méne au
développement de sexe masculin chez les sujets XX en I'absence de SRY avec des

symptémes cutanés et autres manifestations [113]. R-spondine étant un ligand qui

Mr. Jaouad FARAJ 76



Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle Thése N° 145/15

active la voie de signalisation de la B-caténine qui favorise le développement de
I'ovaire et bloque le développement des testicules.

iii. Troubles ovo-testiculaires — ovotesticular DSD

Il s'agit de présence simultanée de tissu ovarien et testiculaire chez I'individu
46,XX. Les patients sont souvent nés avec des organes génitaux externes ambigus,
mais le mécanisme reste inconnu. Pour expliquer ce phénomene, il a été suggéré que
certaines lignées de cellules peuvent disposer d'un fragment contenant SRY qui a été
transloqué a I'un des X, mais la présence de SRY n'a pas toujours été démontrée dans

les cellules testiculaires des cas étudiés [114].

b)  Troubles de synthése des androgénes

Dans ce cas, la morphogénese et la détermination des gonades est normale
mais les androgenes responsables de la différenciation du tractus génital sont, cette
fois-ci, en excés entrainant la virilisation des organes génitaux externes. La cause
peut étre d'origine foetale, feeto-placentaire ou encore maternelle.

i L'excés d'androgéenes d'origine feetal

Il s'agit de I'hyperplasie congénitale des surrénales (HCS) qui résulte d'un bloque
enzymatique sur la voie de biosynthese du cortisol (voir figure 31), c'est la cause la
plus fréquente des Troubles 46,XX de synthése des androgénes (75 % des cas). Elle
entraine une virilisation du feetus féminin a divers degrés classés selon Prader en 5
stades de virilisation.

Cette virilisation est provoquée précisément par la surproduction
d’androgénes en amont du bloc enzymatique. Les bloques enzymatiques les plus
évoqueés sont :

\Y4 Bloc en 21-hydroxylase
C’est le cas le plus fréquent (90 a 95 %) et concerne 1 naissance sur 14 000. I
se révele en période néonatale par une ambiguité des organes génitaux externes,

accompagnée inconstamment d’une perte de sel avec hyponatrémie sévére par déficit
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en aldostérone. La 17-hydroxyprogestérone (17-OHP) plasmatique trés élevée
confirme le diagnostic. Les autres androgenes surrénaliens, Ad4-androsténedione (A4)
et sulfate de déhydroépiandrostérone (SDHA), sont élevés. Le cortisol est normal ou
bas et I'ACTH (adrenocorticotrophic hormone) est élevée [115].

Le géne CYPZ2I1B codant pour cette enzyme est situé sur le bras court du
chromosome 6. La majorité des anomalies connues du géne sont des délétions [116].
Le diagnostic prénatal est pratiqué dans les grossesses a risque et le traitement
prénatal par la dexaméthasone semble efficace sur la réduction des anomalies
génitales des filles atteintes [115].

\Y4 Bloc en 11-hydroxylase

Il représente 5 % des hyperplasies congénitales des surrénales. Sa présentation
clinique est la méme que celle du bloc en 21-hydroxylase. La perte de sel est en
général peu sévere. Le diagnostic biologique montre [I’élévation de la
désoxycorticostérone (DOC), responsable d’une hypertension artérielle a la puberté.
La A4 et le SDHA sont élevés. Le cortisol est normal ou bas et ’ACTH est élevée.

Des mutations ponctuelles et délétions du géne codant pour I’enzyme, situé sur
le chromosome 8, ont été caractérisées [117].

\V4 Bloc en 3B-hydroxystéroide-deshydrogénase

Ce type de bloc est rare. La virilisation est en général modérée et il existe une
perte de sel. Biologiquement, lal7-OHP est souvent un peu élevée, probablement
sous I’effet de la3B-hydroxystéroide-deshydrogénase hépatique.

Le géne codant pour I’enzyme est situé sur le chromosome 1 et des mutations
ponctuelles ont été décrites [118].

ii. L'exceés d'androgenes d'origine feeto-placentaire

Il s'agit principalement de déficit au niveau de l'aromatase placentaire qui
assure la conversion de testostérone en estradiol et de la A4-androstenedione en

estrone [119].
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Pendant la gestation, de grandes quantités de SDHA sont sécrétées par la glande
surrénale foetale, puis converties par les enzymes placentaires (sulfatase, 3b-
hydroxystéroide déshydrogénase, 17Bhydroxystéroide déshydrogénase...) en A4-
androsténedione et en testostérone. En I’absence d’activité aromatase placentaire, ces
androgénes ne peuvent étre convertis en estrogenes, et entrainent la virilisation de
faetus féminin et méme de la mére.

Pendant I’enfance, les ovaires sont normaux, mais a la puberté, sous I’action de
FSH et I'impossibilité ovarienne de sécréter des estrogenes, de multiples kystes
folliculaires se développent, les caracteres sexuels féminins ne se développent pas, et
une virilisation progressive s’installe. Les taux plasmatiques de testostérone, A4-
androstenedione et des gonadotrophines sont hauts, tandis que les taux d’estradiol
et estrone sont bas ou non mesurables.

Plusieurs mutations, généralement ponctuelles ont été décrites [120, 121, 122].

Le diagnostic de déficit en aromatase peut étre suspecté devant une ambiguité
sexuelle XX, quand une HCS due a un bloc enzymatique a été exclue.

Un diagnostic prénatal est possible [123], notamment devant une virilisation de
la mére pendant la grossesse associée a des taux maternels hauts de testostérone,
A4d-androstenedione et des taux bas d’estriol plasmatique et urinaire [27].

\V4 Une autre situation ou le déficit d'un cofacteur entraine la carence en
hormones stéroidogenes, il s'agit du déficit en P450 oxydoréductase (POR) [72].

iii. L'excés d'androgenes d'origine maternel

L'excés d'androgéenes maternel peut étre endogéne, lors de tumeurs virilisantes
(ovariennes ou surrénaliennes), ou exogéne lors d’administration au cours de la
grossesse et a une période critique de la différenciation sexuelle de drogues
potentiellement virilisantes. Cet excés entraine la masculinisation du feetus [115]
pourtant, de tels cas sont peu observés dans la littérature car la fertilité est rarement

normale chez les femmes présentant une hypersécrétion d’androgénes [27].
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5. Diagnostic des troubles de différenciation sexuelles

A. Diagnostic positif.

a. Circonstances de découverte.

Une anomalie de la différenciation sexuelle doit étre évoquée chez un nouveau-
né devant :

- une cryptorchidie bilatérale avec testicules non palpés.

- un hypospadias postérieur chez un enfant ayant I’aspect d’un garcon.

- un hypospadias, méme peu sévéere, avec une verge petite (< 2 cm) et/ou
une cryptorchidie, et/ou une anomalie d’implantation du scrotum.

- un aspect clairement « indéterminé » des organes génitaux.

- un orifice vaginal non visible ou fusion postérieure des bourrelets
génitaux (grandes levres).

- une hypertrophie isolée du clitoris.

- des organes génitaux externes féminins avec présence d'une masse uni
ou bilatérale dans les grandes levres ou les canaux inguinaux, pouvant

faire suspecter la présence de testicules.

b. Examen clinique.

i. Chez le nouveau-né et dans I’enfance :

L’examen clinique initial repose sur I'examen :

- Du bourgeon génital (pénis chez le gargon, clitoris chez la fille),
- des bourrelets génitaux (bourses et scrotum chez le gargon, grandes
lévres chez la fille),
- et du sinus uro—-génital (fermé chez le garcon, ouvert chez la fille).
Ces trois composants des OGE sont particuliers et évoquent des organes

génitaux indifférenciés.
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Figure 33 : Schéma représentant les différents aspects possibles de I’axe génital

externe pouvant aller d’un axe féminin complet a un axe masculin complet.
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\/ Bourgeon génital :
Dans toute anomalie de différenciation sexuelle, le bourgeon génital présente
une coudure qui siege sur les corps caverneux et un capuchon ou tablier préputial,

dorsal, plus ou moins hypertrophique par rapport a la taille du bourgeon lui-méme.

.
f I

1-Aspect coudé et enfoul du bourgeon génital

2-Hypertrophie clitoridienne 3-Hypospadias péno-scrotal

Figure 34 : Différents aspects de bourgeons génitaux.[124,125]
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La taille du bourgeon génital et plus particulierement des corps caverneux est

un parametre important qu’il faut noter. L’orifice urétral est implanté soit a la base

du bourgeon soit en position franchement périnéale.

La taille normale du bourgeon génitale est de 3,5cm +/-0,5 a la naissance, et

de 4 a 6 cm entre let 10 ans.
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Figure 35 : Croissance du pénis, selon SCHONFELD W.A [126]

Bourrelets génitaux :
Les bourrelets génitaux peuvent prendre des aspects différents :
- striés transversalement, d’aspect scrotal,
- ou au contraire lisses évoquant plutdt des grandes lévres.
Ces différentes apparences peuvent étre combinées sur le méme sujet de
facon totalement asymétrique.
Les bourrelets génitaux peuvent contenir une gonade. La présence d’une
gonade de type testiculaire palpable dans I’un des bourrelets génitaux ne permet

cependant pas de préjuger du sexe définitif de I'enfant.
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Figure 36 : Différents aspects de bourrelets génitaux [124]

A. Aspect strié transversalement de type scrotal.
B. Aspect lisse évoquant des grandes levres.

C. Aspect asymétrique, la gonade est palpable d'un seul coté.

D. La gonade est palpable des deux cotés.
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Sinus uro-génital :

Le sinus uro-génital peut lui aussi prendre des aspects différents. L’aspect le
plus fréquent reste la présence d’un orifice unique uro-geénital ouvert dans un sillon
muqueux. Ainsi, lorsque I’orifice est situé a la base du bourgeon génital, les deux
bourrelets sont séparés par un sillon cutané ; lorsque I’orifice est plus postérieur, le

sillon est muqueux. Le sillon urogénital ne s’ouvre, dans tous les cas, que sur un

seul orifice.

Figure 37 : Le sinus uro-génital sépare les bourrelets et se termine en arriére par un

orifice unique (fleche) [124]

Cet examen clinique initial permet de reconnaitre I’'ambiguité des OGE selon la
classification de Prader qui se compose de cinqg stades (figure 38) :
Stade | : appareil féminin avec hypertrophie clitoridienne.

Stade Il : fusion postérieure des grandes lévres, orifices urétral et vaginal

distincts.
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Stade Il : la fusion des grandes levres se complete et entoure un orifice
uniqgue débouchant sur un sinus urogénital.
Stade IV : organe péno-clitoridien recouvert d’un capuchon préputial
incomplet, fusion compléte des formations labio-scrotales, orifice
urogeénital unique situé a la base de la verge en hypospadias scrotal ou
pénien postérieur.
Stade V : verge bien développée avec un orifice uro-génital situé a
I’extrémité du gland recouvert par prépuce circonférentiel complet.
Ainsi tous les intermédiaires se rencontrent-ils entre les conformations
féminines et masculines presque parfaites.
L'exploration des organes génitaux internes est, a cet age, plus délicate. Grace
a un spéculum fin on peut apercevoir, si la morphologie est féminine, le vagin et le
col utérin. La présence de gonade doit étre soigneusement recherchée dans le
scrotum et le canal inguinal. Bien individualisée en position extra abdominal, la

gonade est presque sdrement un testicule.

Figure 38 : Classification de Prader [125]
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ii. Durant l’adolescence :

Les

manifestations successives du développement pubertaire sont

soigneusement recherchées. Schématiquement plusieurs éventualités peuvent se

rencontrer :

+ chez les sujets de phénotype féminin :

%)

Infantilisme et aménorrhée primaire = syndrome de Turner; dysgénésies
gonadiques pures; dysgénésies ovariennes; déficit en testostérone.
Infantilisme et hypertrophie clitoridienne = dysgénésies gonadiques pures ;
gonocytomes.

Pseudo puberté hétérosexuelle = patients 46,XX DSD.

Puberté retardée et incomplete = certaines dysgénésies ovariennes.
Apparition d’une gynécomastie = patients 46,XY DSD avec anomalies de la

biosynthese ou de I’action des androgénes.

£ Chez les sujets de phénotype masculin :

%)

Infantilisme = certains dysgénésies testiculaires ; certains syndrome de
Klinefelter.
Puberté retardée et incomplete = certains dysgénésies testiculaires;

certains syndrome de Klinefelter; patients 46,XY DSD avec des organes
génitaux internes de type féminin.

Apparition d’une gynécomastie = syndrome de klinefelter ; syndrome dit de
Reifenstein.

Puberté dissociée : développement pubertaire des caractéres sexuels
secondaires (dépendant de la testostérone) a I’exception de la pilosité

faciale (dépendant de la DHT)= déficiten5x-réductase. [127]
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c. Bilan biologique. [127-128-129-130]

lonogramme sanguin et urinaire :

Il objective dans le cas d’un déficit en 21 hydroxylase : une hyponatrémie
avec hypernatriurese. Cliniquement le syndrome de perte de sel apparait du moment
ou la natrémie est inférieure a 125meq/Il. Une hyperkaliémie en général associée, elle
peut étre masquée par les vomissements. Les autres stigmates biologiques peuvent
comporter I’hypoglycémie et les désordres hydro électrolytiques secondaires a la
déshydratation comme I’hyperazotémie et I’acidose métabolique.

Dans le déficit en 11 béta OH, en raison de l'exces de synthése des
métabolites minéralocorticoides, la rénine est basse. Elle peut parfois étre associée a
une hypokaliémie.

Explorations hormonales :

Les ressources de I'hormonologie moderne pourraient conduire a une
débauche d'examens dans l'exploration des anomalies de différenciation sexuelle.
Nous n'en citerons que I’essentiel :

@ Dans les anomalies 46,XX DSD, le diagnostic doit étre obtenu trés rapidement a
cause du risque minéralo-corticoide que comportent ces enzymopathies et
en raison de la nécessité qu'il y a de réduire ce type d'hyperandrogénie aussi
vite que possible.

S'agissant des blocs les plus fréquents, ceux de la 21 hydroxylase et
de la 11 hydroxylase, les dosages des éliminations urinaires hormonales
donnent des résultats aléatoires et d'interprétation délicate chez le trés jeune
enfant . Il est plus sGr de doser dans le plasma les concentrations de 17
OH progestérone ou de désoxycortisol (DOC) pour dépister réciproguement le
bloc de la 21 hydroxylase et celui de la 11 hydroxylase. La réduction des

concentrations plasmatiques de I'un ou l'autre précurseur hormonal sert
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également de test d'efficacité au freinage de I'hyperplasie corticosurrénale par
la dexaméthasone.

@ Le diagnostic des anomalies 46,XY DSD est plus délicat mais ne requiert
pas la méme urgence. La conduite des examens biologiques ne peut étre codifiée
du fait de la grande diversité des troubles, mais le dosage de la testostérone
reste la base de ces examens.

] Dosage de la testostérone :

Deux cas de figures se présentent :
¢ Testostérone plasmatique est trouvée a des concentrations basses, il s'agit d'une
anomalie 46,XY DSD par déficit de la synthese de testostérone secondaire a :

- L'agénésie des cellules de Leydig.

- L'insensibilité des cellules de Leydig a la LH.

- Un bloc d'une ou des hormones dans la voie de synthéese de la
testostérone a partir du cholestérol citant le cas de déficit en 17
cétoréductase permettant la transformation de la A4 androstenedione (A)
en testostérone (T) dans lI'évolution normale. En cas de déficit de la 17
cétoréductase, I'A est augmenté, alors que la T est basse, avec
augmentation du rapport A/T, ce rapport augmente d'avantage par la
stimulation par HCG signant le blocage de la synthése [129].

¢ la testostérone plasmatique est normale ou élevée. On conclue alors gu'il n'y a pas
de troubles dans la synthese de la testostérone.

m Dosage de la dihydrotestostérone (DHT) :

Si le taux plasmatique est a la limite inférieure de la normale, et si le rapport
T/DHT s'éléeve anormalement aprés stimulation par HCG, il s'agit d'un déficit en 5 «
réductase.

Si la DHT est normale, d'autres étiologies sont évoquées : insensibilité tissulaire

aux androgéenes mise en évidence par culture sur fibroblaste.
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] Test a I'HCG : [129-130]

Parmi les nombreux types d'épreuves qui ont été proposées, on retient
schématiquement :

U L’épreuve longue (1500 unités tous les 2 jours pendant deux semaines).
U L'épreuve courte (1000 unités tous les jours pendant trois jours).

L’épreuve longue a l'intérét de permettre la différenciation des cellules de
Leydig dans un testicule infantile immature. Elle parait donner des résultats plus
constants, mais peut susciter des signes cliniques de virilisation.

Il est préférable de ne pas administrer 1'HCG quotidiennement dont la mesure
ou I'on sait que I'HCG a pour effet de diminuer la réponse de la cellule de Leydig a une
nouvelle stimulation trop rapprochée.

La réponse testiculaire a la stimulation par I'HCG est habituellement appréciée
par le dosage des androgenes plasmatiques prélevées le lendemain de la
troisieme et de la derniére injection, et le rapport de testostérone
/dihydrotestostérone.

En raison de la grande dispersion des résultats chez des sujets normaux,
I'épreuve de stimulation par HCG ne permet pas de mettre en évidence avec sécurité
un déficit fonctionnel testiculaire discret, mais elle permet d'affirmer ou d'infirmer la
présence de tissu testiculaire et éventuellement un déficit enzymatique portant
sur la biosynthese de la testostérone. Signalons qu'au cours des trois premiers
mois de vie, la stimulation par HCG n'est pas indispensable, car ['activité
testiculaire spontanée est déja importante.

m Dosage des gonadotrophines plasmatiques : [127-128]

Dans les dysgénésies gonadiques, les explorations hormonales sont souvent
entreprises tardivement, dans la deuxieme enfance ou dans l'adolescence, a

I'occasion d'un infantilisme ou d'un retard pubertaire. Alors le déficit gonadique doit
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étre évalué par les dosages habituels (testostérone, androstenedione, estradiol,
estrone) dans le sang et pour leurs métabolites, dans les urines.

Le dosage des gonadotrophines plasmatiques, LH et FSH est un temps
capital du diagnostic, les gonadotrophines dans les dysgénésies gonadiques sont
régulierement supérieures a la normale avant 6 ans et aprés 10 ans, dans l'intervalle,
les taux sont variables mais nettement majorés par LH-RH. L'hypergonadotrophisme
permet de séparer, sans ambiguité, les dysgénésies gonadiques de certains
hypogonadismes hypothalamo-hypophysaires dont les aspects cliniques sont
assez voisins [127].

m Dosage de I'hormone anti miillérienne :

Son déficit est responsable de la persistance des canaux de Mduller, il
existe deux types:
- persistance des canaux de Muller type 1, due a une mutation au niveau de
I'AMH.
- persistance des canaux de Muller type 2, due a une mutation au niveau du
récepteur de I'AMH.
d. Exploration morphologique. [131]

i ] L’échographie pelvienne :

Examen simple et anodin dont I'intérét est limité car opérateur dépendant.
A haute résolution, I’échographie permet de repérer le siege exact d’une ou des
gonades non palpables avec une sensibilité de 76% et une spécificité de 100%,
mais ne renseigne pas sur sa fonctionnalité. Il permet aussi de visualiser un

éventuel utérus.
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Figure 39 : Echographie en période néonatale montrant (1.vessie, 2.utérus, 3.ligne

de vacuité) [124]

] La génitographie ou urétrogénitographie (figure 40)

Le but de cet examen est d'étudier la cavité vaginale, et rechercher I'empreinte
du col utérin. L’examen comporte également un temps cystographique pour analyser
la morphologie et la longueur de l'urétre.

Technique : apres désinfection locale comme pour une cystographie :

U S'il existe 2 orifices : il faut opacifier ces 2 orifices séparément ou au mieux
simultanément. Le cliché essentiel est I'incidence de profil.

U S’il n'existe qu'un orifice, il faut essayer d'obtenir une opacification rétrograde
dans un premier temps afin de mettre en évidence un abouchement
éventuel d'un vagin dans l'urétre. Un bon moyen est d’utiliser une sonde a
ballonnet, I'extrémité de la sonde est introduite dans le bas uretre, le ballonnet
gonflé a I'extérieur obstrue l'orifice.

Dans un 2éme temps, la sonde est poussée jusque dans la vessie comme

pour une cystographie. Il est essentiel d’obtenir des clichés permictionnels pour
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visualiser l'uretre et rechercher une cavité vaginale si celle-ci n'a pas été vue

auparavant.
La génitographie est souvent un examen difficile qui nécessite :
¢ Des précautions d'asepsie.

# de calmer lI'enfant éventuellement.

¢ de la patience comme souvent en pédiatrie, en sachant que plusieurs

tentatives peuvent étre nécessaires.

Résultats de la génitographie

Les éléments importants sont :
- La morphologie et la longueur de l'urétre (cliché de profil en cours de
miction).
- La morphologie et la taille de la cavité mullérienne qui correspond soit a un
utricule prostatique soit a une cavité vaginale.
- L'existence d'une empreinte de col utérin a la partie supérieure de la
cavité.
- II faut évaluer la distance col vésical-orifice vaginal qui conditionne la

chirurgie d'abaissement du vagin.
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A. Axe génital féminin implanté SPF la B. Axe génital masculin avec un urétre

face postérieure de |'uretre. segmenté de facon masculine.

Figure 40 : Aspect de I’axe génital interne lors de la génitographie [124]

] IRM pelvienne :

U La présence de I'utérus, du col utérin et du vagin est mieux évaluée sur la
coupe sagittale T2.

U Ovaires et testicules : ils apparaissent comme des formations ovoides
paramédianes voire latérales, en hypo signal T1 et en hyper signal T2, IRM
permet de repérer le siége des ovaires ou des testicules en intraabdominales
ou dans la region inguinale voir scrotale.

U La prostate est mieux explorer sur le T2 surtout si le tissu prostatique
autour de l'uréetre est plus importante que le muscle urétral.

U Le clitoris : visualisé en hyper signal T2 depuis I'insertion ischiatique des

COrps caverneux.
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On parle d’hypertrophie clitoridienne lorsque la longueur du clitoris est > 1 cm en

avant de la branche pubienne dans le plan sagittal.

5

Le pénis est déclaré présent lorsque les deux piliers du corps caverneux
étaient détectés, en méme temps que le corps spongieux avec sa tunique

albuginée et le muscle bulbo-spongieux.

Les résultats d'imagerie sont corrélés avec les résultats génétiques et les dosages

hormonaux ainsi que des conclusions de laparoscopie.

e. Autres éléments du bilan.

Les résultats de la génitographie sont confrontés a ceux de I’endoscopie

réalisée sous anesthésie générale par le chirurgien. [132]

Dans les anomalies 46,XX DSD, l'endoscopie en urgence est en regle inutile,

elle sera faite juste avant l'intervention dans le méme temps opératoire.

Une exploration chirurgicale (coelio-chirurgie) peut étre nécessaire dans les

premiers jours de vie afin de mieux définir I'anatomie interne, d’apprécier la

nature et le volume des gonades et de les biopsier afin d’en préciser le type

anatomopathologique exact.

Ainsi, on peut trouver dans I’exploration anatomique de la cavité pelvienne :

5

Un utérus avec ses annexes dont la découverte est aussi significative
chez le sujet & phénotype féminin que chez le sujet a phénotype masculin.
Deux ovaires qui sont soit normaux, soit malformes.

Deux testicules qui sont soit normaux, soit malformés, reconnaissables a
leurs épididymes.

Une gonade tumorale : gonocytome.

Une glande de structure mixte ou bien deux glandes de sexes opposés.
Soit des gonades réduites a I’état de bandelettes, voire encore plus

rarement absentes.
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Sous ccelioscopie, la biopsie de la glande est possible. De I’examen histologique
du prélévement, on attend la confirmation de la nature de la gonade et de ses
éléments constitutifs ou bien I'affirmation que le fragment remis a I’examen ne
renferme aucun élément gonadique identifiable.

f. Exploration cytogénétique.

& Enquéte familiale :

L'enquéte familiale est fondamentale et doit rechercher la notion
d'anomalies de développement sexuel dans les antécédents familiaux, les
anomalies éventuelles dans la fratrie. Les études familiales ont en effet montré
un mode de transmission récessive autosomique des anomalies 46,XY DSD par
déficit enzymatique, déficit en 5 o réductase. De méme, les cas familiaux de
testicule féminisant sont en faveur d'une transmission récessive liée a I'X.

W Caryotype
® Hybridation in situ fluorescente (FISH). Voir Matériels et méthodes.

= PCR.

B. Diagnostic étiologigue.

Au terme de ces examens conduits en quelques jours, on peut arriver a
un diagnostic étiologique précis de I’anomalie de différenciation sexuelle.

% Sujet XX, gonades non palpables :

La masculinisation est rarement compléte.

Si la 170HP est tres élevée (>=100ng/ml), il s’agit d’une hyperplasie congénitale
des surrénales, par bloc en 21 hydroxylase, 9 fois sur 10.

Si la 170HPest normale :

hyperandrogénie maternelle (exceptionnelle) ;

déficit en aromatase ;

patient 46,XX DSD associé a des malformations ou non.
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I peut s’agir d’un ovotestis: coexistence de tissu testiculaire et de tissu
ovarien. C’est la réponse de la testostérone plasmatique sous HCG qui évoquera
le diagnostic.

+ Sujet XY, gonades palpables :

Si la testostérone s’éleve normalement apres le test a I’'HCG: Anomalie de
la sensibilité aux androgénes (a confirmer par une étude biochimique du
récepteur et moléculaire du géne du récepteur) ou déficit en 5 « réductase, beaucoup
plus rare.

Si la testostérone ne s’éleve pas apres le test :

Anomalie de la détermination testiculaire : dysgénésie testiculaire,

Trouble de I’lhormonosynthese testiculaire.

La génitographie permet de différencier ces deux éventualités :
Présence d’un vagin et d’une cavité utérine : dysgénésie testiculaire,
Vagin borgne sans cavité utérine : troubles de I’lhormonosynthese testiculaire.

+ Sujet XX/XY, une gonade palpable (dysgénésie gonadigue mixte) :

Cette situation non exceptionnelle correspond a la coexistence d’un testis

d’un c6té et d’un streak (gonade indifférenciée) de I'autre. [127, 133, 134]

C. Diagnostic anténatal. [135]

Le diagnostic peut étre fortuit ou survenir dans le cadre d'un conseil
génétique. La pratique fréquente aujourd'hui des échographies et de I'examen
du caryotype foetal conduit parfois a la découverte fortuite d'une anomalie des
chromosomes sexuels, ou de malformations des organes génitaux externes. A
I'opposé, la survenue d'un cas d'anomalie de différenciation sexuelle pose le
probleme du diagnostic anténatal lors d'une grossesse ultérieure.

La transmission du risque génétique n'est bien documentée que dans un

nombre limité d'affections: anomalies chromosomiques, anomalies génétiques a
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transmission autosomique récessive ou anomalies géniques a transmission liée
au sexe.

] Anomalies chromosomiques :

Leur diagnostic anténatal ne peut étre que fortuit. En effet, le plus souvent ces
anomalies ne sont pas héréditaires, et le diagnostic d'une anomalie dont on
sait qu'elle peut étre la cause d'une anomalie de développement sexuel est fait lors
de la réalisation d'un caryotype foetal. Celui-ci n'est jamais fait a titre
systématique, mais sur indications bien précises, dont la plus fréqguente est I'age
maternel (dépistage du syndrome de Down ou trisomie 21 chez des meres de
plus de 38 ans). Exceptionnellement, une anomalie chromosomique peut étre
mise en évidence lors de la détermination du sexe fcetal pour le diagnostic
anténatal d’une autre affection liée au sexe (hémophilie par exemple). Ces
anomalies chromosomiques sont en régle causes de dysgénésie gonadique. Elles
portent sur le nombre ou la structure des gonosomes présents au cours du
syndrome de Turner, du syndrome de Klinefelter, de la dysgénésie gonadique
mixte. Il s’agit bien plus rarement d’une anomalie des autosomes (syndrome de Drash
par exemple).

i Anomalies géniques a transmission autosomique récessive :

Celles-ci concernent les déficits enzymatiques de la biosynthéese du cortisol
et/ou de la testostérone . Leur diagnostic anténatal est possible. Il est toujours
orienté, donc pratiqué dans une famille a risque qui a eu un premier enfant atteint.

U Déficit en 21 hydroxylase

Du fait de la fréquence de ce déficit, la demande de diagnostic anténatal
a été rapidement tres forte. Les moyens diagnostiques ont suivi les étapes de notre
connaissance. Le diagnostic a tout d'abord reposé sur la détermination des
hormones stéroides dans le liquide amniotique a mi- gestation. La mesure des

taux de 17 OH progestérone dans le liquide amniotique a permis I'établissement d'un
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diagnostic anténatal relativement aisé (a condition d'avoir une méthodologie et
des références strictes), fiable et sans danger pour le feetus. Le diagnostic peut
étre fait a titre individuel en dehors de toute étude familiale. Cependant, seules
les formes classiques (congénitales) sont dépistées.

Apres la mise en évidence que I’affection était en étroite liaison avec les genes
des groupes majeurs d'histocompatibilité (HLA), le typage HLA des cellules feetales a
constitué une seconde approche dans ce diagnostic prénatal. A partir du cas index,
on peut ainsi identifier quel haplotype parental est porteur du gene déficient
et déterminer si le fcetus en a hérité ou non. Cette approche a permis un
diagnostic beaucoup plus précoce quand les techniques de ponction des villosités
choriales se sont développées. Cependant elle est d'interprétation parfois difficile,
coQteuse, longue car nécessitant une culture cellulaire (amniocytes, ou villosités
choriales) et peut étre non informative. Elle nécessite I’étude préalable du cas index
et de la famille. Plus récemment, la fiabilit¢ du typage HLA a été améliorée par
I'emploi de sondes moléculaires et de I'étude du polymorphisme de restriction des
geénes HLA.

Cette méthode est en passe d'étre supplantée par I'étude directe des géenes 21
OH. L'utilisation de la méthode de Southern permet dans environ 1/4 des familles de
mettre en évidence une délétion ou une conversion génétique. Tout récemment, 8
mutations responsables de déficit en 21 OH ont été décrites. Il devient possible
de les rechercher directement par la méthode de PCR (Polymorphism Chain
reaction). L'étude préalable de la famille est indispensable, mais une fois les
anomalies géniques reconnues chez les parents, le diagnostic anténatal se fait
précocement sur I'ADN extrait de villosités choriales. Le diagnostic est rapide,

informatif dans plus de 90 % des familles et totalement fiable.
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U Déficit en 20-22 desmolases (p450scc)

Le foetus normal synthétise de grandes quantités de 16 hydroxydéhydro
épiandrostérone que le placenta et la mere métabolisent en estriol. Les taux
maternels d'estriol refletent donc I'activité globale de la surrénale foetale. La mesure
des taux d'estriol maternels (plasmatiques ou urinaires) permet de faire le
diagnostic dans une famille a risque, sans geste agressif pour le feetus.
L'affection étant rare, ce diagnostic anténatal reste exceptionnel.

U Déficit en 3 béta hydroxystéroide déshydrogénase, delta5 / delta4 isomérase

Le diagnostic est théoriquement possible sur I'analyse des hormones stéroides
dans le liquide amniotique a mi- gestation : augmentation des stéroides de la voie A5
et surtout du rapport A5/A4. Un seul essai rapporté dans la littérature a permis
d'affirmer que I'enfant n'était pas atteint.

La faisabilité du diagnostic anténatal des autres déficits enzymatiques a
été démontrée: elle repose sur la détermination des marqueurs de chaque bloc
enzymatique dans le liquide amniotique a mi- gestation: taux élevés de 11-
désoxycortisol dans le déficit en 11B hydroxylase, taux élevés de A4-
androstenedione et taux bas de testostérone avec élévation du rapport A4/Tne
dans le déficit en 17-cétostéroide réductase. Le dépistage du déficit en 17«
hydroxylase n'a pas été réalisé.

m Anomalie génique a transmission liée au sexe :

Il s’agit essentiellement du syndrome d’insensibilité aux androgénes. Quelques
essais de diagnostic anténatal ont été rapportés. La détermination du récepteur des
androgénes sur amniocytes en culture est longue et d'interprétation difficile
(nombre faible de sites de liaison chez le foetus normal). Elle nécessite I’étude
préalable du cas index. Enfin elle n'est pas informative en cas de syndrome de
résistance au récepteur positif. La biologie moléculaire n'a pas encore permis

de reconnaitre avec précision toutes les lésions géniques en cause de ce
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syndrome. Par contre, il vient d'étre montré que I'étude du polymorphisme de
restriction de lI'exon 1 du gene du récepteur androgene permet de reconnaitre
1'haplotype maternel atteint a partir du cas index et donc un diagnostic anténatal
fiable [136].
En résumé :
Tableau 4 : Tableau récapitulatif des différents aspects cliniques et paracliniques

des TDS

~-Anomalie des OGE & la naissance.
-Gros clitoris, des masses inguinales.
Circonstance | -Fusion postérieure des grandes levres.
de découverte | -Micropénis, un hypospade postérieur.
-Hypospadias et/ou cryptorchidie.
-Aspect masculin, mais deux testicules non palpables.
Bourgeon génital : -Coudure
-Capuchon +/-hypertrophique
Bourrelets génitaux : -Striés transversalement (d'aspect scrotal)
-Lisses (évoquant des grandes lévres)
Sinus uro-génital: Orifice unique uro-génital ouvert dans un sillon muqueux

Examen
clinique

l m nguin rininair

XX: 170HP, T, DOC, SDHEA, FSH, LH

hormonal XY: Testostérone, 170HP, DHT, A4 androsténedione, AMH,
test a I'HCG, F5H, LH

Echographie:  Repérer le siége exact des gonades non

Examens palpables

para clinique | Bilan Génitographie: -Etudier la cavité vaginale.

radiologigue -Rechercher Fempreinte du col utérin.

-Analyser la morphologie et la longueur de
luréthre.
~Apprécier la nature et le volume des gonades.
Coelioscopie | -Faire des biopsies, pour avoir le type anatomopathologique
exact .

Etude cyto-

ryot : XX ou XY ou présence d'une anomalie
Génétique P
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6. Prise en charge

A- CHOIX DU SEXE ET LEGISLATION :

A-1- Choix du sexe :
G Choix du sexe théorique :
a-Virilisation d'un enfant de sexe féminin = féminin
b-Virilisation incompléte d'un enfant de sexe masculin :
- Défauts de biosynthese de la testostérone = masculin
- Insensibilité partielle aux androgéenes = masculin

(Seulement si bonne réponse aux androgéenes)

- Insensibilité compléte aux androgénes = féminin

- Déficit en 5x réductase = masculin
c-Dysgénésie gonadique =féminin ? Masculin ?
d-Syndrome de persistance des canaux de Muller =masculin
e-OVOTESTIS

- Utérus présent =féminin

- Pas d'utérus =féminin ou masculin (dépends des OGE)

G Arguments majeurs pour l'orientation du sexe :

a-Génitoplastie de masculinisation :

- Taille de la verge.

- Sensibilité aux androgénes.
- Puberté spontanée possible.
- Fertilité.

b-Génitoplastie de féminisation :

- Impossibilité de reconstruction de la verge.
- Puberté spontanée.

- Possibilités de grossesse (utérus).
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G Autres arguments pour |'orientation du sexe :
a-Masculin :
- Parents refusant le sexe féminin.
- Caryotype XY.
- Absence d'utérus.
b-Féminin :
- Tissu ovarien meilleur que le tissu testiculaire en cas d'ovotestis.
- Caryotype XX.
A-2- Législation : [137]
Dans le « Dahir du 4 septembre 1915 » constituant I'état civil au Maroc, il est
important de noter au chapitre Il des actes de naissances.

v Article 23 : « l'acte de naissance énoncera le jour, I'heure et le lieu de naissance,
le sexe de l'enfant et le prénom qui lui sera donné ».

v Article 21 : «les déclarations de naissance se font dans le premier mois. Ce délai
dépassé, la déclaration ne peut étre établie qu'en vertu du jugement rendu par le tribunal
de premiére instance »

v Le chapitre V: concerne la rectification des actes de I'état civil qui estordonnée
par le président du tribunal de premiére instance. La lettre doit étre appuyée par un

certificat médical justifiant la nécessité du changement.

B- TRAITEMENT
L'anomalie de développement sexuel d'un sujet, qu'il soit enfant ou adulte, est
une situation pénible qui peut créer une souffrance psychologique durable
pendant toute la vie. Un diagnostic précoce et une prise en charge thérapeutique
compléte sont souhaitables le plus tot possible.
Le traitement comporte en général trois volets: un traitement hormonal,

un traitement chirurgical et une prise en charge psychologique. Les indications
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sont trés variables dépendants du type d'anomalie de développement sexuel, de
son étiologie et du sexe d'élevage choisi.

Pour le traitement chirurgical, la génitoplastie sera masculinisante ou
féminisante avec ou sans ablation des gonades.

B-1- Traitement hormonal [124-138]

U -Traitement des blocs surrénaliens

La supplémentation en glucocorticoides permet de freiner I'ACTH et la sécrétion
d'androgenes. L'hydrocortisone est administrée a la dose de 18 a 25 mg/m2 par jour
en 2 ou 3 prises. L'adjonction de minéralocorticoides a la dose de 25 a 100ug de
fludrocortisone et de sel (2 a 3 g/jours) est nécessaire s'il existe un syndrome de perte
de sel.

La prévention des accidents d’insuffisance surrénale nécessite une éducation des
parents. On double les doses d'hydrocortisone en cas de stress, de fiévre ou
d'intervention chirurgicale. On administre de I’hydrocortisone par voie parentérale en cas de
vomissements.

Ces doses sont consignées sur une carte d'insuffisance surrénale.

La surveillance du traitement est clinique, radiologique et biologique.

La tension artérielle, la croissance, l'index cardiothoracique, I'dge osseux, la
normalisation de l'androstenedione ou l'activité rénine, sont les parameétres essentiels a
surveiller.

Un échappement au traitement doit faire discuter 3 causes principales: des
médicaments non ou mal pris, un adénome surrénalien autonome, ou un échappement
vrai qui nécessite un freinage par dexaméthasone.

U Traitement androgénique :

En cas de déficit, ou de castration, le traitement androgénique est nécessaire. La
testostérone administrée entre 9 et 12 mois en 3 injections de 25 mg d'une forme
retard a 3 semaines d'intervalle permet une augmentation de volume de la verge sauf
si I'anomalie des organes génitaux est en rapport avec un trouble de laréceptivité aux

androgenes.
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Le déclenchement de la puberté se fait quand I'dge osseux est supérieur a 13

ans par des injections mensuelles de 250 mg de testostérone retard.

U Déclenchement de la puberté féminine

Le déclenchement de la puberté féminine peut étre rendu nécessaire apres
gonadectomie précoce. ||l se fait quand l'dge osseux est supérieur a 11 ans, d'abord
par de petites doses d'éthinyl-oestradiol (EE): 10 mg par jour pendant 3 mois, puis
par une association oestroprogestative (EP) permettant des cycles artificiels et des
menstruations s'il existe un utérus.

B-2- Conduite vis a vis des gonades : [124]

Dans les anomalies 46,XX DSD, les ovaires sont normaux. La fertilité est normale si
la freination d'un éventuel bloc surrénalien est satisfaisante. Les ovaires sont donc laissés
en place.

En revanche, parmi les anomalies 46,XY DSD, un certain nombre de causes
prédisposent a une néoplasie gonadique comme les dysgénésies gonadiques ou les
troubles da la réceptivité aux androgéenes; de plus, dans les troubles de la sensibilité aux
androgenes, la masculinisation pubertaire est insuffisante. De méme, les ovotestis DSD
(exemple hermaphrodisme vrai) sont associés a un risque accru de néoplasie gonadique.

Les enfants subissent soit une gonadectomie précoce lorsque le déroulement
spontané de la puberté risque d'entrainer un développement opposé au sexe choisi,
soit apreés la puberté, si les sécrétions hormonales des gonades laissées en place

permettent un certain développement pubertaire en accord avec le sexe choisi [124].
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| Risk group Disorder Malignancy  Recommended Mo. studies  No. patients
| risk (%) action in) in)
! High GD® (+Y)"® intra-abd. 15-35 Gonadectomy® 12 =330
' PAIS non-scrotal 50 Gonadectomy® 2 24
Frasier 60 Gonadectomy® 1 15
_ Denys-Drash |+Y) 40 Gonadectomy® 1 5
| Intermediate  Tumer (+Y) 12 Gonadectomy® 1 43
17[-H5D 28 Monitor ‘. 7
GD (+Y)® scrotal Unknown Biopsy” and irrad.? 0 ]
| PAIS scrotal gonad Unknown Biopsy® and irrad.? 0 0
| Low CAIS 2 Biopsy® and 777 2 a5
Ovotest DSD 3 Testis tissue removal ? 3 426
Tumer (~Y) 1 Mone " 557
|No (?) 54-Reductase 0 Unresolved 1 3
_ Leydig cell hypoplasia 0 Unresolved 1 2

| " Gonadal dysgenesis (including not further specified, 46XY, 46X /46XY, mixed, partial, complete).

B GBY region positive, including the TSPY gene.

< At time of diagnosis.
| ® At puberty, allowing investigation of at least 30 seminiferous tubules, preferentially diagnosis based on OCT3/4
| immunohistochemistry.

Tableau 5 : Les cas nécessitant une gonadectomie [71].

B-3- La chirurgie de féminisation :
La réparation chirurgicale pour ces enfants qui doivent étre élevés comme
femelles inclue :
L’enlevement du corps pénien en laissant le gland et son innervation pour préserver
la sensibilité clitoridienne ;
La création d’un introitus d’aspect normal ainsi que la petite et la grande levre ;
La réalisation d’une vaginoplastie pour fournir une ouverture perméable et satisfaisante

du vagin. [139]

G La clitoridoplastie :

En association avec la vaginoplastie, la reconstruction clitoridienne chez les
patients présentant des anomalies de différenciation sexuelle était I'un des principaux
sujets de recherche et de discussion scientifiqgue d’autant plus qu’il est important
d’avoir des résultats postopératoires satisfaisants aussi bien sur le plan cosmétique que
sur le plan de la fonction sexuelle chez ces patients. Plusieurs techniques de
reconstruction clitoridiennes ont été publiées, y compris Il'utilisation de tissus érectiles

ou non érectiles. Ces techniques ont subis une évolution impressionnante.
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G La vaginoplastie :

Le choix de la technique chirurgicale la plus appropriée est conditionné par les
résultats de I'examen clinique, de I’échographie, de la génitographie et de I’exploration
endoscopique précédemment réalisés. |l dépend du niveau de confluence entre vagin et
urétre.

La cavité vaginale peut fusionner a tout niveau avec la paroi postérieure de
l'uretre entre le col vésical (sinus uro-génital haut) et la partie distale de l'urétre (sinus
uro-génital bas). Habituellement plus le sinus uro-génital est long, moins la cavité
vaginale est développée. Les sinus uro-génitaux doivent étre distingués des hypospades
féminins [140] qui correspondent a une malformation rare ou l'urétre féminin fusionne

avec la paroi antérieure du vagin a tout niveau entre la partie haute et basse du vagin.
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Analomis Meminane Normale

Hypospade féminin

Figure 41 : Anatomie des sinus uro-génitaux comparée a I'anatomie féminine

normale et a I'anatomie de I'hypospade féminin [125]

G La reconstruction vaginale : [141,142,143]

Dans de rares cas, la cavité vaginale résiduelle est trop petite pour étre descendu
jusqu'au plancher pelvien et, une vaginoplastie de substitution apparait nécessaire. Dans
leur grande majorité, les chirurgiens pédiatres préconisent l'utilisation d'un substitut
intestinal pour remplacer le vagin, plutét que [l'utilisation d'un lambeau périnéal ou
d'autres techniques impliquant la réalisation de  dilatations vaginales qui sont
particulierement mal acceptées chez I'enfant. Cette technique consiste a isoler un
segment intestinal de faible longueur (10 a 20 cm) prélevé aux dépens de l'iléon ou
du colon sigmoide. Le méso de ce segment intestinal est largement libéré dans le but de
réaliser une anastomose au périnée avec le minimum de tension. L'iléon est préféré par
certains chez I'enfant, alors que le colon sigmoide est plutdt utilisé lors de reconstruction

vaginale chez les adolescentes.
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B-4- La chirurgie de masculinisation :
La chirurgie de masculinisation nécessite, une orchidopexie, la réparation d’un
hypospadias et I’enlevement des structures miulleriennes persistantes.
G Réparation de I’hypospadias :
L’hypospade se définit comme une hypoplasie de la face ventrale de la verge.
Trois anomalies sont associées a des degrés variables : un abouchement ectopique de
I’orifice urétral; une courbure ventrale de la verge; une anomalie du prépuce avec exces de
peau a la face dorsale et un manque cutanée a la face ventrale. Le segment manquant d’urétre
est remplacé par une plaque urétrale allant de I'orifice ectopique jusqu’au sommet du
gland entre les deux corps caverneux.
Objectifs :
Corriger la brieveté de l'urétre en amenant un canal de calibre normal au bout
du gland.
Assurer a la verge sa rectitude a I’érection.
Assurer au gland un aspect le plus proche de la norme et au méat une forme
normale.
Assurer une fonction normale en assurant une miction franche vers I’avant sans
dispersion, ni bavure.

Enlévement des structures miilleriennes persistantes :

C/

La persistance des canaux de Miuller chez des individus de sexe masculin peut
avoir comme conséquences: la présence d’utricule prostatique élargi (kystes de
I'utricule), des kystes des canaux de Miller ou l’association des deux, ceci étant un
évenement fréquent chez les sujets souffrant de troubles de différenciation sexuelle.

L’utricule prostatique est un diverticule élargi au niveau de I'urétre postérieur. Il est la
plupart du temps asymptomatique. |l se manifeste parfois par des infections a répétitions du
tractus urinaire. Il présente le risque de formation de calculs, des troubles urinaires,
des épididymites récurrentes, l'infertilité et finalement le risque de dégénérescence

néoplasique.
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L’excision chirurgicale est le traitement de choix. L’excision chirurgicale constitue le
traitement définitif pour les cas symptomatiques. La gestion chirurgicale de ce probleme
constitue un challenge pour les chirurgiens a cause de la proximité de ces anomalies
des canaux éjaculateurs, des nerfs de la région pelvienne, des canaux déférents et de
I'urétre.

II'y a eu plusieurs approches chirurgicales éditées précédemment, y compris les
approches: abdominale trans-vésicale (trans-trigonale), périnéale et antérieure ou
postérieure transrectale sagittale.

La prise en charge est basée sur les symptdmes et la taille des restes mullériens
d’apres les résultats des examens complémentaires réalisés.

Chez tous les garcons, la présence du col et de I'utérus est considérée comme
une indication absolue au déplacement des structures mulleriennes. Une confluence basse
de l'utricule et de l'urétre, qui est un cas habituel dans les troubles de différenciation
sexuelle, rend l'intervention beaucoup plus facile a exécuter, et ceci explique les larges
indications pour le déplacement de l'utricule.

Une technique laparoscopique pour I’excision d’un utricule prostatique est récemment
décrite.

G Orchidopexie :

L’orchidopexie peut s’avérer difficile a exécuter car les testicules en situation
intra-abdominale peuvent avoir des vaisseaux et des canaux spermatiques courts
atteignant a peine le cou du scrotum.

Ainsi une technique laparoscopique en une ou deux étapes de Fowler-Stephens a été
préconisée avec des pourcentages élevés de succes.

B-5- L'age de I’'intervention : [124]

La génitoplastie féminisante comme la génitoplastie masculinisante doit répondre a
trois impératifs :

- une chirurgie précoce ;

- le moins de temps opératoire possible ;

- un bon résultat avant I'age scolaire.
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L'dage moyen de lintervention se situe dans une série récente a 12 mois pour
des extrémes de 4 mois et 36 mois. D'une facon générale, l'dge ou est pratiquée
I'intervention n'influe pas sur le taux de complication. La tendance actuelle est d'opérer
les enfants entre 4et 6 mois. Les résultats esthétiques a moyen terme sont, pour les premiéres
génitoplasties précoces en un temps, satisfaisants, permettant de reconstruire une anatomie
proche de la normale.

Au plan fonctionnel, sur le bourgeon génital, I'étude des potentiels évoqués
somesthésiques donne des résultats encourageants, mais qui restent incomplets et au
stade de I'étude préliminaire.

Que la génitoplastie soit masculinisante ou féminisante, sa réalisation précoce est
souhaitable. Ceci permet de rassurer les familles et d'améliorer l'identification de I'enfant dans
son milieu. Les résultats actuels sur les génitoplasties en un temps sont satisfaisants
sur une large série. Cependant, il faut souligner que ces résultats sont de meilleure
qualité dans les génitoplasties féminisantes que dans les génitoplasties masculinisantes.

B-6- Prise en charge psychologique :

Le choix du sexe d'un enfant porteur d’'une anomalie de développement sexuel
nécessite, parallelement une évaluation précise de la dimension psychologique [55].

Money et Hampson [144] ont étudiés 172 cas d’anomalies de développement
sexuel, dont 39 cas sont 46,XY DSD. Pour eux, l'orientation psychosexuelle ne dépend
ni de leur sexe génétique, ni de leur sexe gonadique, mais elle est liée essentiellement
a I'ambiance familiale et surtout a I'éducation.

Wilkins[145] qui a étudié 30 cas d’anomalies de développement sexuel, estime
lui aussi que I'élément important a considérer dans la détermination du sexe est le
«gender role» qu'on peut appeler tout simplement le «comportement sexuel» (par
opposition au comportement génital). Selon Wilkins, ce comportement sexuel est déterminé
par le sexe assigné a la naissance, et par I'éducation quel que soit les autres
déterminants du sexe: chromosomique, gonadique, hormonal, génital interne et externe.

I semble que le sexe psychologique prime le sexe chromatinien, le sexe

gonadique et le sexe gonophorique interne. Par contre, le sexe gonophorigue externe

Mr. Jaouad FARAJ 111



Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle Thése N° 145/15

ne doit pas étre négligé, ni les parameétres fonctionnels offerts par une opération
plastique.

Les parametres psychologiques qui devront guider le choix du sexe seront
appréciés par un examen psychologique approfondi des parents et de l'enfant et sont:
- Le désir des parents inscrits dans leur propre histoire familiale et dans un contexte
socio-culturel.

- Les comportements et les conduites éducatifs adoptés a I'égard de I'enfant.

Une fois le choix clinique du sexe décidé, aprés confrontation des parametres
médicaux, chirurgicaux et psychologiques, il faut faire percevoir aux parents qu'on a
découvert le vrai sexe et non pas qu'il a été choisi. Il est aussi important de les prévenir
des conséquences pratiques de l'orientation choisie :

U Le calendrier des interventions chirurgicales ;

U La nature du traitement substitutif ;

U La stérilité éventuelle ;

U Le conseil génétique ;

U La vigilance constante vis-a-vis des gonades lorsqu'elles ont pu étre conservées
et une éventuelle castration devront étre progressivement annonceées.

Hélas, quand le choix du sexe est fait, et I'enfant pris en charge médicalement,
le suivi psychologique est souvent trés difficile a obtenir, ne permettant pas d'évaluer

le devenir a long terme de ces enfants [138].

7. Conseil génétique [146]

Le conseil génétique est une consultation spécialisée de médecine préventive
qui, a partir du diagnostic précis d’une affection génétique survenue dans une famille,
tache a évaluer le risque de récidive dans cette méme famille. Il s’adresse a des
couples ayant eu un enfant atteint ou s’avérant inquiets sur un éventuel risque pour

leur descendance parce qu’ils sont eux-mémes atteints, ont des apparentés atteints

ou appartiennent a des populations a risque.
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Dans ce cas, une enquéte familiale doit étre minutieusement établie et aboutir
a un arbre généalogique le plus complet possible. Le conseil génétique sera donc
évoqué dans deux grandes situations :

la présence d’antécédents familiaux ayant une affection au diagnostic connu
et confirme.

des antécédents familiaux ayant une maladie potentiellement héréditaire au
diagnostic non certain.

Le conseil génétique doit expliquer, avec une formulation adaptée a
I’interlocuteur, le mode de transmission et le type d’analyse effectuée ainsi que ses
résultats et leurs conséquences, afin de lui permettre de bien comprendre la situation
dans le but de prendre les décisions qui lui conviennent le mieux.

Le conseil génétique doit également, lorsque le risque est faible ou ne differe
pas de celui de la population générale, rassurer les personnes ayant des craintes

génétiquement non justifiées.

8. Gestion de 'information :

L’éducation médicale et sexuelle des enfants DSD et de leurs parents et le
conseil (y compris ce gu’il convient de faire avec la parentéle et les amis) est une partie
d’importance cruciale dans la gestion psychosociale. La question la plus difficile est
I’annonce de leur statut médical et de leur histoire aux patients DSD eux-mémes,
spécialement a ceux qui ont été assignés a un genre qui est en désaccord avec le sexe
chromosomique et ou la structure des gonades. Les réglements légaux donnent
généralement aux patients le droit a leur information médicale et beaucoup de
cliniciens expérimentés sont d’accord qu’au moment de la fin des études secondaires,
un patient DSD devrait étre pleinement informé en fonction de son niveau de capacité
cognitive. Les faits tirés d’études de patients ayant d’autres conditions médicales

chroniques et d’adoptés montrent que I’annonce est associée a une adaptation
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psychologique accrue [147], bien que ce ne soit pas toujours bénéfique. Bien des
parents sont anxieux et aimeraient que I’annonce complete soit différée, voire
définitivement. Depuis le moment du diagnostic, le processus d’annonce devrait étre
planifié avec les parents dans un dialogue continu sur ce qui peut étre dit et quand
[148]. Le moment adéquat pour I’annonce est important. Une annonce précoce se
heurte aux limites cognitives. Une annonce tardive implique une occultation et une
tromperie et peut entrainer une méfiance a long terme et une colére a I’égard des
professionnels médicaux et méme mettre en danger I’utilisation future appropriée des
services médicaux.

L’annonce peut étre conceptualisée au mieux comme un processus a long terme
commencant a la fin de I’age préscolaire, en plusieurs temps, de préférence en
conjonction avec des événements médicaux significatifs comme I’'induction de la
puberté par le traitement hormonal ou la chirurgie génitale a I’adolescence.

Il'y a la question de la chirurgie génitale antérieure et de ses signes révélateurs,
a savoir les cicatrices sur I’'abdomen, les anomalies éventuellement persistantes de
I’'apparence génitale, et les projets de chirurgie ultérieure ; le besoin d’induire la
puberté par un traitement hormonal sexuel et de maintenir les caractéristiques
sexuelles secondaires par sa prolongation tout au long de la vie ; la question de
I'infertilité ou, mieux, de la réalisation potentielle de la parentalité par des moyens
autres que la grossesse ou I'insémination ; la question de la variabilité du réle de
genre parmi les individus ayant le méme noyau d’identité de genre ; et le potentiel
pour les aventures sentimentales, la sexualité et la formation d’un couple — sans parler
de I'orientation sexuelle. Toutes ces questions du potentiel fonctionnel sont, pour la
moyenne des personnes DSD, plus importantes que les détails de la structure
moléculaire des genes, les variantes de la synthese des hormones, les déficiences des
récepteurs, les anomalies enzymatiques et I’organisation et I’activation des réseaux

neuraux — bien que tel ou tel patient adolescent ou adulte puisse avoir des intéréts
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spécialisés ou méme choisir une carriere dans les sciences biologiques
correspondantes et chercher une compréhension aussi compléte que possible
actuellement de sa condition biologique.

Pour I’enfant et I’adolescent en cours de développement, I’'information médicale
doit étre taillée sur mesure en fonction du niveau de sa maturité cognitive. Le fait que
la signification et les connotations des termes difféerent grandement entre le personnel
médical et les profanes rend nécessaire un choix réfléchi et précautionneux de la
terminologie. La « veérité » meédicalement formulée peut étre dramatiquement
différente de ce que le patient ou les parents percoivent. Des aides visuelles peuvent
étre tres utiles.

A chaque stade, tous les membres de I’équipe soignante ont besoin d’étre
conscients de ce que le patient sait.

A la fois pour les patients et les parents, discuter les aspects médicaux de
Ilintersexualité tend a étre chargé d’émotion, si bien gqu’une rétention adéquate est
problématique. La procédure idéale pour l'information médicale d’une famille
nouvellement référée est que le médecin en charge de la coordination d’ensemble des
soins, d’ordinaire un pédiatre endocrinologue ou urologue, fasse aux parents un
résumé soigneusement formulé de I’'information médicale en présence du personnel
de santé mentale qui prend la reléve. Nous demandons aux parents de nous redire en
détail ce qu’ils ont compris de la condition médicale, de son origine et de son
pronostic. Puis nous répétons I’éducation, corrigeons ce que les parents n’ont pas
compris et répondons a leurs inquiétudes particulieres. Aux visites suivantes, nous
répétons la procédure si nécessaire, gardant a I'esprit que de nouvelles
incompréhensions et des inquiétudes différentes se développent au cours du temps.
Nous utilisons des procédures similaires avec les enfants avec DSD quand ils ont assez
ageés, sauf qu’en plus nous leur faisons expliquer (en notre présence) ce qu’ils ont

appris de nous, ouvrant ainsi les canaux de la communication [149].
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9. Les groupes de soutien :

Un des problémes récurrents des personnes souffrant de troubles rares et de
leur famille est le sentiment d’isolement et de n’avoir personne a qui parler qui
comprennent réellement ce qu’ils ont a affronter. Ces derniéres années, de nombreux
groupes de soutien ont surgi, y compris des groupes spécifiques aux personnes DSD
et/ou a leurs parents, et Internet a grandement contribué a leur développement.
Quelgques-uns ont développé leurs propres lignes de conduite pour la gestion
psychosociale des patients DSD [150,151]. En général, ces groupes ont apporté une
grande aide a de nombreux patients et a leur famille. Cependant, la qualité de ces
groupes est hautement variable et I'information médicale et autre qui vient d’eux
induit parfois quelque peu en erreur. Aussi recommandons-nous des échanges
fréquents entre les groupes de soutien et les professionnels et les participants de ces

groupes devraient_étre fortement encouragés a chercher un second avis aupres des

médecins et autres soignants en ce qui concerne I'information_recue.
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MATERIELS
E7 METHODES
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. But de I’étude :

Le but de notre travail est la mise en évidence de la diversité des troubles de
difféerentiations sexuelles et la détermination de I'importance de la cytogénétique et

de la biologie moléculaire dans leur prise en charge.

Il. Matériels :

Il s’agit d’une étude rétrospective descriptive menée au niveau du laboratoire de
génétique médicale et d'oncogénétique, ce travail concerne 62 patients.

Ont été inclus tous les patients porteurs de trouble de différentiation sexuelle.

Le travail est fondé sur I’exploitation des dossiers cliniques des patients vus
au laboratoire de génétique médicale et d'oncogénétique durant une période comprise
entre 2009 et 2014. Pour extraire les informations des dossiers, nous nous
sommes aidés d’une fiche d’exploitation.(voir annexe 1)

Nous avons classés nos patients, selon la nouvelle classification des troubles de
différenciation sexuelle, comme suit :

troubles 46,XX DSD.
troubles 46,XY DSD.

Troubles de différentiation sexuelle d’origine chromosomique.
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lll. Tableaux des observations :

A- Patients avec troubles de différenciation sexuelle d’origine chromosomique

1- Identité, motif d’hospitalisation :

Origine Age Etat matrimonial Assurance Consanguinité Motif de consultation

Masculin Fes 7 Non marié Assuré Non Micropénis.
Féminin Fes 34 Non marié Assuré _ Hypertrophie clitoridienne.
Masculin Taza 33 Marié _ Non Stérilité
n Masculin Fes 27 Marié Non assuré Non Retard staturopondéral.
Masculin _ 34 Marié _ Non Stérilité
n Féminin Taza 35 Non marié Non assuré Non Dysmorphie.
Féminin Fés 24 Non marié Assuré Qui Aménorrhée
“ Masculin Taounate 27 Non marié _ Oui Micropénis.
n Féminin Fes 30 Non marié _ Non Aménorrhée
Indéterminé Taza 43 Non marié _ Non Hypertrophie clitoridienne.
Féminin Fes 6 Non marié Assuré Non Retard staturopondéral.
Féminin Taza 21 Non marié Assuré Non Aménorrhée.
Masculin Hoceima 42 Marié _ Non Stérilité.
Féminin Taounate 5 Non marié Assuré Non Retard staturopondéral.
Féminin Tanger 1 Non marié Non assuré Non Dysmorphie.
Féminin Fes 15 Non marié Assuré Non Retard staturopondéral.
Féminin Chaouen 32 Marié Non assuré Non Dysmorphie.
Masculin Oujda 9 Non marié Non assuré Oui Dysmorphie
Masculin Oujda 16 Non marié _ Non Retard staturopondéral
Féminin Fes 17 Non marié Assuré Non Retard pubertaire
Féminin Taounate 20 Non marié Non assuré Non Retard staturopondéral.
Féminin _ 15 Non marié Non assuré Non Retard staturopondéral
Féminin Fes 1 Non marié Assuré Non Retard staturopondéral
Masculin Fes 15 Non marié Assuré Non Gynécomastie
Féminin Taza 12 Non marié Non assuré Non Retard staturopondéral
Féminin Errachidia 5 Non marié Assuré Non Retard staturopondéral
Masculin Errachidia 23 Non marié Non assuré Non Retard pubertaire.
Féminin Fes 6 Non marié Non assuré Non Retard staturopondéral
Féminin Meknes 16 Non marié Non assuré Non Retard staturopondéral
Féminin Fes 10 Non marié Assuré Non Retard staturopondéral
Féminin Fes 20 Non marié _ Non Aménorrhée
Féminin Fes 18 Non marié Assuré Non Aménorrhée
Masculin Taounate 33 Marié Non assuré Non Stérilité
Féminin Fes 17 Non marié Assuré Non Retard pubertaire
Féminin Fés 1 Non marié _ Non Dysmorphie.
Féminin Oujda 13 Non marié Assuré Non Retard staturopondéral
Féminin Fes 11 Non marié Assuré Non Retard staturopondéral
Féminin Oujda 1 Non marié Non assuré Non Retard staturopondéral
Féminin Fes 30 Marié Non assuré Non Aménorrhée.
m Féminin Fes 21 Non marié Non assuré Non Aménorrhée.
Masculin Fes 32 Marié _ Non Stérilité
Féminin Taounate 4 Non marié _ Oui Retard staturopondéral
Féminin Oujda 15 Non marié Assuré Oui Retard staturopondéral
m Féminin _ 6 Non marié _ _ Retard staturopondéral
Masculin 15 Non marié Oui Insensibilité a la douleur

Tableau 6 : Identité, motif d’hospitalisation des patients avec troubles de

différenciation sexuelle d’origine chromosomique.
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Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle These N° 145/15

B- Troubles de différenciation sexuelle 46.,XY - 46 XY DSD

1- Identité, motif d’hospitalisation :

Etat

Origine . . Assurance Consanguinité Motif de consultation
matrimonial

Indéterminé  Errachidia 1 Non marié _ Non Hypertrophie clitoridienne.
Indéterminé Fes 10 Non marié _ Non Micropénis.
Indéterminé Taounate 1 Non marié Non assuré Oui Hypertrophie clitoridienne.
n Indéterminé Fes 1 Non marié Assuré Non Hypospadias.
Indéterminé Oujda 1 Non marié Non assuré Non Cryptorchidie.
n Indéterminé Fes 1 Non marié Assuré Non Hypospadias.
Indéterminé Taounate 4 Non marié Non assuré Oui Micropénis.
“ Féminin Azrou 23 Non marié - Non Aménorrhée.

Tableau 9 : Identité, motif d’hospitalisation des patients avec troubles de

différenciation sexuelle 46,XY - 46,XY DSD.

2-  Renseignement cliniques, Exploration radiologique :

Retard staturopondéral, Hypertrophie clitoridienne.
Retard staturopondéral, micropénis, bourrelets génitaux lisses évoquant Echographie pelvienne : testicules présents et
les grandes levres, cardiopathie. eutrophique.

Hypertrophie clitoridienne, bourrelets génitaux striés d’aspect scrotal,
testicules palpés.

Echographie pelvienne : ectopie testiculaire,
absence de structures évoquant I’'utérus
Cryptorchidie, micropénis, bourrelets génitaux lisses évoquant les levres, Echographie pelvienne : ectopie testiculaire,

malformation anorectale. absence de structures évoquant I’'utérus
Retard staturopondéral, hypospadias, cryptorchidie.

Hypospadias, micropénis, cryptorchidie, retard psychomoteur.

. - - - . . N Echographie pelvienne : pénis hypotrophique,
Micropénis, cryptorchidie, bourrelets génitaux lisses évoquant les lévres. i i i
ectopie testiculaire.

Retard staturopondéral, retard age osseux, retard psych omoteur,

impubérisme.

Tableaul0 : Renseignement cliniques, Exploration radiologique des patients avec

troubles de différenciation sexuelle 46,XY - 46,XY DSD.

Mr. Jaouad FARAJ] 124



Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle These N° 145/15

3-  Bilans biologiques et Diagnostic :

Bilan hormonal Cytogénétique et biologie moléculaire Diagnostic
Caryotype : 46,XY. Dysgénésie gonadique

MULTIPLEX-PCR SRY : absence du gene SRY. compléete

Testostérone bas, FSH LH normaux ) ;
) Caryotype : 46,XY. Anomalie du récepteur du LH.
progestérone normaux.

Caryotype : 46,XY. Déficit en 5 O réductase.

Caryotype : 46,XY.

) A Déficit en 5 O réductase.
MULTIPLEX-PCR SRY : présence du géene SRY

Testostérone LH FSH normaux.

ST | A Trouble de
pels e I’hormonosynthése.
Caryotype : 46,XY. Dysgénésie gonadique
MULTIPLEX-PCR SRY : absence du géene SRY. partielle.
Caryotype : 46,XY. Déficit en 5 O réductase.
Testostérone élevé, prolactine normal, Insensibilité compléte aux
. Caryotype : 46,XY. R
FSH LH bas, cestradiol bas. androgéenes

Tableau 11 : Bilans biologiques et Diagnostic patients avec troubles de

différenciation sexuelle 46,XY - 46,XY DSD.

C- Troubles de différenciation sexuelle 46 XX - 46, XX DSD :

1-  ldentité, motif d’hospitalisation :
- Etat L . -
Origine ! . Assurance Consanguinité Motif de consultation
matrimonial

Indéterminé Fés 1 Non marié Assuré Non Hypospadias.
Féminin Fes 20 Non marié Assuré Oui Ameénorrhée.

Indéterminé Nador 1 Non marié Non assuré Oui Hypospadias.
n Indéterminé Kenitra 1 Non marié _ Non Retard staturopondéral
Indéterminé Fes 2 Non marié Non assuré Non Micropénis.
n Indéterminé  Errachidia 1 Non marié Non assuré Oui Déshydratation aigue
Indéterminé Fés 1 Non marié Non assuré Oui Déshydratation aigue
n Indéterminé Hoceima 1 Non marié _ Oui Cryptorchidie.
n Indéterminé Taza 1 Non marié Non assuré Oui Déshydratation aigue

Tableau 12 : Identité, motif d’hospitalisation des patients avec troubles de

différenciation sexuelle 46,XX - 46,XX DSD.
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2- Renseignement cliniques, Exploration radiologique :

Hypospadias, bourrelets génitaux lisses évoquant les grandes lévres,
cryptorchidie.

Retard pubertaire, aménorrhée.

Micropénis, hypospadias, cryptorchidie.

Retard staturopondéral, cryptorchidie, micropénis.

Déshydratation aigue, cryptorchidie.

Déshydratation aigue, mélanodermie.

Hypospadias, bourrelets génitaux lisses évoquant les lévres,
mélanodermie.

Micropénis, cryptorchidie, bourrelets génitaux lisses évoquant les lévres,

Déshydratation, micropénis.

Echographie pelvienne : aspect d’un vagin
IRM pelvienne : présence de structures rappelant
I'utérus et les ovaires.

Echographie pelvienne : absence de visualisation
des ovaires et de I'utérus.

IRM pelvienne : absence de structures rappelant
I'utérus et les ovaires.

Echographie pelvienne : présence de structures
rappelant I'utérus.

Echographie pelvienne : présence de structures
rappelant I'utérus.

Echographie pelvienne : présence de structures
rappelant I'utérus, absence de visualisation
d’ovaires et les testicules.

Echographie pelvienne : visualisation de I’utérus,
absence de visualisation des testicules.

Echographie pelvienne : présence de structures
rappelant I'utérus.

Echographie pelvienne : présence de structures
rappelant I’'utérus, absence de visualisation des
ovaires.

Tableau 13 : Renseignement cliniques, Exploration radiologique des patients avec

troubles de différenciation sexuelle 46,XX - 46,XX DSD.
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3- Bilans biologiques et Diagnostic :

Testostérone normal, FSH LH élevés,
prolactine normal.

Testostérone normal, progestérone
élevé.

Testostérone normal, FSH LH bas.

Testostérone FSH LH normaux.

Estrogenes éleve.

Testostérones élevé.

Caryotype : 46,XX.
MULTIPLEX-PCR SRY : absence du
gene SRY.

Caryotype : 46,XX.

FISH : absence du chromosome Y.
Caryotype : 46,XX.
MULTIPLEX-PCR SRY : absence du
gene SRY.

Caryotype : 46,XX.

FISH : absence du chromosome Y.
Caryotype : 46,XX.
MULTIPLEX-PCR SRY : absence du
gene SRY.

Caryotype : 46,XX.
MULTIPLEX-PCR SRY : absence du
gene SRY.

Caryotype : 46,XX.

FISH : absence du chromosome Y.
Caryotype : 46,XX.
MULTIPLEX-PCR SRY : présence du
gene SRY.

Caryotype : 46,XX.

FISH : absence du chromosome Y.

Hyperplasie congénitale des surrénales.

Hyperplasie congénitale des surrénales.

Hyperplasie congénitale des surrénales.

Hyperplasie congénitale des surrénales.

Hyperplasie congénitale des surrénales.

Hyperplasie congénitale des surrénales.

Hyperplasie congénitale des surrénales.

male 46,XX SRY-positif.(testicular DSD)

Hyperplasie congénitale des surrénales.

Tableau 14 : Bilans biologiques et Diagnostic patients avec troubles de

différenciation sexuelle 46,XX - 46,XX DSD.
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Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle Thése N° 145/15

IV. Méthodes :

A.Prélevement sanguin et Conservation

Pour chaque patient, on a effectué un prélevement de sang veineux (de 3 a 5ml)

qui a été stockés dans deux tubes :

@ Tube Hépariné (Lithium Heparin) consacré pour I'étude cytogénétique. Ce
tube est conservé a +4°C et ne doit pas dépasser trois jours de stockage
pour obtenir une culture optimale.

@ Tube EDTA (Ethylene Diamine Tétra-acétique acide) consacré pour la DNA

theque

B. Caryotype par marquage aux bandes R

1. Principe

Le caryotype est le processus d'appariement et de mise en ordre des
chromosomes d’un individu, qui sert a détecter les anomalies chromosomiques que
se soient de nombres ou de structures.

Les lymphocytes sanguins sont mis en culture stimulés par la
phytohémagglutinine (PHA), puis bloqués en métaphase par colchicine qui perturbe
les fuseaux mitotiques.

Par la suite, les chromosomes seront dispersés par un choque hypotonique, puis
fixés par un fixateur a base d'alcool et d'acétate.

Ces chromosomes seront sujets a une technique de marquage par bandes :
permettant de mettre en évidence 400 a 500 bandes constantes et caractéristiques
d’une paire chromosomique donnée.

Plusieurs marquages sont utilisés notamment celui des bandes R obtenues

aprées dénaturation thermique ménagée des chromosomes puis coloration par Giemsa.
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Enfin un logiciel va permettre de classer les différents chromosomes ainsi
obtenu sous un ordre de taille décroissant.

2. Réactifs nécessaires (annexe 3)

Les réactifs utilisés dans le protocole du caryotype sont :
* Milieu de culture contenant principalement :
+ Sérum
+ Mitogene (PHA)
+ Antibiotique
Colchicine CaryoMax 10mg/ml
KCL 0.065M (1.4g de KCI gsp 300ml)
Carnoy | (3V méthanol-1V acide acétique)

Earl

- £ & ¥ ¥

Giemsa 7% qui est un colorant.

w

Protocole

a) Mise en culture des cellules sanguines

On préleve a partir du sang préalablement conservé dans le tube héparinég,
500pul gu'on ajoute, sous héte, a un tube de 15 ml contenant un milieu de culture prét
a l'emploi (PB-MAX Karyotyping middle d'Invitrogéne). On note sur ce tube les
données du patient (nom, numéro du dossier, date de culture).Le tube est ensuite
incubé en position inclinée a 37°C pendant 72h.

b) Blocage des cellules en métaphase

Aprés 72h de culture, on y ajoute sous héte 100pul de colchicine qui a pour role
de bloquer les cellules en métaphase. Apres avoir bien mélangé les constituants on
remet le tube a I'étuve a 37°C pendant 50 minutes.

(9) Choc hypotonique

On prépare d'abord la solution hypotonique de KCI 0.065 M qui sert a éclater

les cellules. Cette solution doit étre a 37°C lors d'utilisation.
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Aprés 50 minutes, on mélange le tube, on centrifuge a 1500 tr/mn a 25°C
pendant 5 mn et on élimine le surnageant pour ne garder que le culot. On suspend
ce dernier dans quelques gouttes de la solution de KCI 0.065M a l'aide d'une pipette,
puis on compléte a 12 ml par la méme solution. On homogénéise bien et on incube a
37°C pendant 20 mn.

d) Fixation

Le fixateur ou solution de Carnoy doit étre préparé juste avant I'utilisation. Il est
constitué de trois volumes de méthanol additionnés d'un volume d'acide acétique.

Apres incubation, on effectue une série de fixations précédée par une
préfixation :

* Préfixation :

On ajoute 1ml du fixateur au tube, soit 13 ml au total. On centrifuge a 1500
tr/mn a 25°C pendant 5 mn et on élimine le surnageant.

- Premiére fixation :

On suspend le culot dans quelques gouttes de Carnoy | et on compléte a 10 ml
par la méme solution. On homogénéise et on incube pendant 20 mn a température
ambiante. Puis on centrifuge a 1500 tr/mn a 25°C pendant 5 mn, on retire le
surnageant jusqu'a environ 0.5 ml.

* Deuxiéme fixation :

On remet le culot en suspension dans quelques gouttes du fixateur et on
compléete a 8 ml. On homogénéise et on laisse fixer a température ambiante pendant
au moins 45mn. Ensuite, on centrifuge a 1500 tr/mn a 25°C pendant 5 mn et on retire

le surnageant jusqu'a environ 1ml. Ensuite on procede a I'étalement.
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e) Etalement

D'abord on prépare une piece sous conditions de température de 22°C+2 et
d'humidité d'au moins 45%+5. On prépare également des lames a bord rodé sur lequel
on note les références du patient.

On remet le culot contenant les leucocytes en suspension dans quelques
gouttes du Carnoy |, on aspire dans l'effilure de la pipette pasteur. Dans la zone
humidifiée, on tient la pipette pasteur horizontalement au-dessus de la lame avec une
distance d'a peu prés 25 cm, et on laisse tomber 2 a 3 gouttes de la culture d'une
facon a couvrir I'ensemble de la lame. Puis on laisse sécher a température ambiante.

Une fois séchées, on incube les lames a 37°C pendant 4 jours pour permettre la
déshydratation des chromosomes et pour rendre fragile les liaisons hydrogenes qui
lient les deux brins d'ADN, a fin de les préparer pour I'étape de dénaturation.

f) Dénaturation et coloration

Au quatrieme jour d'incubation on récupere les lames et on procéde a la
dénaturation thermique ménagée qui vise les liaisons A=T. On met les lames dans la
solution saline Earl a 87°C pendant 1h25mn, ensuite on rince les lames et on les met
dans une solution de Giemsa 7% (colorant) pendant 8 mn a fin de colorer les
chromosomes en bandes claires et sombres. En effet les liaisons A = T dénaturées
dans I'étape précédente ne peuvent plus absorber le colorant et apparaissent claires
sous microscope, alors que les liaisons G = C qui sont restées intactes absorbent le
colorant et apparaissent sombres sous microscope.

On laisse sécher la lame pour la lire sous un microscope relié a un ordinateur
qui va permettre a lI'aide du logiciel "Applied Imaging CytoVision™ 3.6" d'organiser les

chromosomes sous la forme du caryotype classique.
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C.Hybridation in situ fluorescente (FISH) via la sonde

LS| SRY/CEPX

1. Principe

La FISH consiste a faire hybrider une sonde marquée (par fluorochrome) avec sa
séquence spécifique (locus spécifique, partie télomérique ou centromérique, ou
encore un chromosome entier) supposée présente au niveau d'une préparation
chromosomique grace a la complémentarité de bases, et ceci selon des conditions de
température, de salinité et de pH bien précises. La fluorescence est ensuite visualisée

sous microscope a épifluorescence.

2. Réactifs nécessaires (annexe 3)

—

Solution de 1XPBS

Solution 2XSSC

Solution 2XSSC/0,1% NP40

Solution 0,4XSSC/0,3% NP40

Pepsine 0.4 mg/ml

Ethanol 100%, 85% et 70%

Sonde SRY Probe LSI SRY Spectrum Orange CEPX Spectrum Green (=120 Kb)

DAPI

- £ = + & £ &£ #

Eau distillée
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3. Protocole expérimental

La FISH suit dans ses premieres étapes le protocole du caryotype jusqu'a
obtention des lames étalées et séches. Sur ces lames on délimite la zone riche en
mitoses qui sera ciblée par les étapes qui suivent.

Avant de débuter la technique, on met au bain marie les solutions qui seront

utilisées a chaud.

a) Prétraitement
On immerge les lames, en premier lieu, dans la solution de 2XSSC (solution de
lavage) a 37°C pendant 30mn, ensuite dans du PBS 1X (solution de lavage) a

température ambiante pendant 1 minute.

b) Traitement a la pepsine

On place les lames sur le Thermobrite (un systeme permettant d’automatiser
les étapes de dénaturation et d’hybridation pour les protocoles de la FISH), a 37°C, on
recouvre la zone délimité par la pepsine diluée (pour éliminer les impuretés) et on
laisse incuber entre 10 et 20mn. Ensuite on immerge les lames dans du PBS 1X
pendant 2mn, puis on déshydrate la lame dans un gradient d'éthanol 70%, 85% et
100%, 2mn chacun. On laisse sécher les lames avant de procéder a I'étape

d’Hybridation.

=7

A
> il

o

/.// > = 512’““( 2’"“{. T -

r

1XPBS ETOH 70% ETOH 85% ETOH 100%

Figure 42 : Traitement a la pepsine et lavages
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C) Hybridation des échantillons

On prépare d'abord la sonde qui sera utilisée dans cette étape : on met dans un
tube de 0.2 ml, dans l'ordre suivant, 7ul de tampon d'hybridation, 2ul d'H20 et 1 ul
de sonde. On met au vortex et on centrifuge pour faire descendre les gouttes de la

paroi. Puis on dépose les 10 ul de la sonde préparée sur une lamelle.

Figure 43 : Dépot de la sonde

On reprend, ensuite, la lame échantillon et on la retourne sur la lamelle
exactement au niveau de la zone délimitée. On retourne immédiatement la lame et on
scelle la lamelle a I’'aide de Rubber Cement a fin de créer une sorte de "chambre" ou

va se dérouler la réaction d'hybridation.

Figure 44 : Création de la chambre d'hybridation

On place la lame dans le Thermobrite et on laisse incuber a 37°C pendant 5 mn

avant de lancer le programme de dénaturation/hybridation :

Température de dénaturation : 73°C / temps de dénaturation : Tmn

Température d'hybridation : 37°C / temps d'hybridation :20h
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d) Lavage Post-Hybridation

A partir de cette étape on travaille en lumiere réduite de maniére a préserver les
fluorochromes des sondes présentes sur les lames.

A la fin de I’hybridation, on récupére les lames du Thermobrite, on retire le
Rubber Cement et on place la lame (avec la lamelle dessus) dans la solution de lavage
2XSSC/0,1%NP40 a t° ambiante pendant quelques secondes pour faciliter le
décollement de la lamelle. On retire ensuite délicatement la lamelle et on transfere la
lame dans la solution 0,4XSSC/0,3%NP40 a 73°C pendant 2 mn. On effectue un ringcage
a température ambiante 30s & 1mn, puis, on laisse sécher la lame a I’obscurité.

e) Contre-Coloration des noyaux au DAPI

On déposel0 ul de DAPI sur une lamelle, puis on retourne la lame échantillon
sur la lamelle (de la méme fagon que pour la sonde d’hybridation).

On place les lames a 4°C pendant au moins 5mn avant de procéder a la lecture

SOuUs microscope.

D. Extraction d'ADN par sel sur suspension cellulaire

1. Principe

L’extraction d’ADN sur suspension cellulaire est une technique qui permet
d'isoler I'ADN a partir d'une suspension cellulaire par lyse des cellules suivie d'une
élimination des protéines et tout débris cellulaire, puis une précipitation de I'ADN par

I'alcool.

N

Réactifs nécessaires (voir annexe 3)

Tris-EDTA 20mM/5mM

Tris-EDTA 10mM/1mM

+

+

+ SLB a +42°C
+ Protéase K 10 mg/ml
+

Na Cl 5M
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+ Ethanol 75% a +4°C
+ Eau Distillé stérile

3. Protocole expérimental

On utilise pour I'extraction d'ADN, le sang conservé dans le tube EDTA qui a été
stocké a -20°C. Donc on le laisse décongeler juste avant la manipulation.

a) Lyse des globules rouges

On récupére le sang dans un tube de 15 ml, on ajoute deux volumes du tampon
d'extraction TE 20/5 qui va lyser les globules rouges, puis, on incube dans la glace
pendant 20 mn.

Aprés incubation, on centrifuge a 2500tr/mn pendant 5 mn, on élimine le
surnageant jusqu'a 1ml.

On refait les étapes précédents (ajout de deux volumes de TE 20/5,
incubation.....) jusqu'a obtenir un culot blanc ne renfermant que les globules blancs.

b) Lyse des globules blancs

On suspend le culot dans 3ml de SLB, on homogénéise, puis on ajoute 100ul de
protéinase K. Ensuite on incube 42°C pendant une nuit sous agitation douce.

(o)) Dénaturation et précipitation des protéines et impuretés

Le lendemain, on ajoute 4 ml d'eau distillée stérile et 4 ml de NaCl 5 M, on
homogénéise bien, puis on centrifuge a 3000 tr/mn pendant 30 mn.

d) Précipitation et lavage de I'ADN

On récupere le surnageant dans un nouveau tube de 50ml, on ajoute deux
volumes d'éthanol absolu froid et on homogénéise pour faire apparaitre "la méduse"
d'ADN.

On récupére la méduse dans un tube eppendorff de 1.5 ml, on réalise un lavage

a I'éthanol 75% et on laisse évaporer les traces de I'éthanol.
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Aprés évaporation, on dilue I'ADN dans 200ul de TE et on le stocke a +4°C pour

toute utilisation ultérieure (pour un stockage prolongé il est préférable de conserver

I'ADN a -20°C).

E. Extraction d'ADN par Kit sur suspension cellulaire

1.

Principe

L’extraction d’ADN par Kit sur suspension cellulaire est une technique qui

permet d'isoler I'ADN a partir d'une suspension cellulaire grace a un kit muni de billes

magnétiques qui apres lyse cellulaire va permettre de collecter I'ADN dispersé dans la

solution sur une plaque magnétique permettant ainsi de le purifier avec un rendement

maximal. Ce qui rend cette technique avantageuse lorsqu'il y a un faible volume de

sang.

2.

Réactifs nécessaires

+ Kit Gene Catcher TM DNA (3-10 ml de Sang) contenant les solutions

suivantes :

»

L

+

+

Gene Catcher TM tampon Lysis (L13)
Protéase

Tampon Protéase

Gene Catcher TM billes Magnétiques
Gene Catcher TM tampon de lavage (W12)

Gene Catcher TM tampon Elution (E5)

+ Isopropanol absolu

+ Isopropanol 50 %
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3. Protocole expérimental

a) Extraction de I'ADN

Dans un premier temps on met dans un tube de 50 ml le volume adéquat du
tampon de Lysis (L13) et des billes magnétiques suspendues préalablement selon le
tableau suivant :
Tableau 15 : Volumes de billes magnétiques et du tampon de lysis correspondant au

volume du sang

[ Blood (ml) 3 T[4 [5
[ Beads qa Ja5—

."i L13 (mD) /9

On homogénéise le mélange en tourbillonnant le tube jusqu’a ce que les billes
soient dispersées, puis on y ajoute le sang conservé préalablement dans le tube EDTA
apres décongélation.

On incube le tube a température ambiante pendant 5 mn tout en agitant de
temps en temps pour permettre a I'ADN de se lier aux billes, puis on place le tube sur

le support du Séparateur Magnétique pendant 3 minutes.

LN

Figure 45 : Séparateur magnétique

.

Sans enlever le tube du séparateur magnétique, on élimine soigneusement le

surnageant a l'aide d'une pipette de 5 ml sans toucher les billes.
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On enleve le tube du séparateur magnétique, on ajoute 5 ml du tampon de Lysis
(L13), on inverse doucement le tube 3 fois pour enlever les contaminations résiduelles
par lavage, puis on incube a la température ambiante pendant 30 secondes.

On place le tube sur le séparateur magnétique pendant 20 secondes et sans
déplacer le tube, on élimine le surnageant a l'aide d'une pipette de 5 ml sans toucher
les billes.

b) Purification de I'ADN

On met le bain marie a 65°C.

On enléeve le tube du Séparateur Magnétique puis on ajoute le volume de la

Protéase et du tampon de Protéase selon le volume initial du sang (tableau 16).

Tableau 16 : Volumes de protéase et du tampon de protéase correspondant au

volume du sang

Blood (ml) 73_ g T5— / 6 /'_; T, — _
; | / j - 7 / bel g J‘_{_}
{ Protease f 3 /3 /3 /_;, /r PY: f!,ll y (/IJ . .f 5

Buftfer (mi)

On met au vortex le tube pendant 30s pour disperser les billes, puis on incube
le tube & 65°C pendant 10 minutes et ensuite a la température ambiante pendant 10
a 20 minutes.

Apreés incubation on inverse doucement le tube deux fois pour resuspendre les
billes, on ajoute 5 ml d'isopropanol (IPA) 100 % et on tourbillonne le tube pour

précipiter I'ADN. On remarque l'apparition d'une forme d’agrégation visible.
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On place le tube sur le séparateur magnétique pendant 30 secondes, on élimine
le surnageant et on ajoute 3 ml d’IPA 50% (v/v) apres avoir enlevé le tube du séparateur
magnétique.

On inverse doucement le tube 5 fois, on le place sur le séparateur magnétique
pendant 30 secondes, puis, Sans enlever le tube du séparateur magnétique, on élimine
soigneusement le surnageant a l'aide d'une pipette de 5 ml sans toucher les billes.

(o)) Lavage de I'ADN

Sans déplacer le tube, on ajoute doucement 250 p | du tampon de lavage (W12),
on incube pendant 1 minute et on élimine le surnageant.

On répéte ces étapes deux fois, puis on enléve le tube du séparateur
magneétique.

d) Elution de I'ADN

On ajoute au tube 1 ml du tampon d’Elution (E5), puis on l'incube a 65°C
pendant 1h.

Apres incubation, on mixe le contenu du tube par une pipette et on place le
tube sur le séparateur magnétique jusqu'a clarification du surnageant.

Une fois claire, on récupeére le surnageant contenant I'’ADN épuré dans un tube
d'eppendorff de 1.5.

De méme, I'ADN sera stocké a +4°C pour toute utilisation ultérieure.

F. Amplification du gene SRY par réaction de polymérisation

en chaine (PCR).

Pour le géne SRY on a réalisé La PCR multiplexe dans laquelle on a utilisé dans
le méme mix deux types d'amorces, celles amplifiant I'exon du géne SRY et celles
amplifiant le marqueur du chromosome X, DXS1684. Cette premiére PCR avait pour
but de détecter la présence du géne SRY tout en signalant la présence du chromosome

Y.
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1.  Principe

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est une technique qui permet, via
un programme de cycles dénaturation/hybridation/élongation, d'amplifier in vitro une
séquence spécifique d'un ADN donné grace a une ADN polymérase thermorésistante

(Taq polymérase) afin d'en tirer une quantité suffisante pour le détecter et I'étudier.

2. Réactifs nécessaires et programme PCR

Tableau 17 : MULTIPLEX-PCR SRY/DXS1684

Geéne | SRY | Locus | Yp11.31 | Nombre d'exons | 1
Taille de I'amplifia Amorce Forward (5'>3") Amorce Revers (5'>3")
648 pb GTCGCACTCTCCTTGTTTTTGAC CCGATTGTCCTACAGTTTGTC
Marqueur ‘ DXS1684 | Locus | Xq28 | Nombre d'exons ‘ -
Taille de I'amplifia Amorce Forward (5'>3") Amorce Revers (5'>3")
128-148 pb AGCACCCAGTAAGAGACTGAAC CCTCAGTGGCAACCACTCAAG
Conditions expérimentales Programme PCR
L Concentratio
Réactif V (ul) Temp
n Etape T (°C) s Cycles
Tampon 5X 5
MgCl2 25mM 2.5 Dénaturati
: enaturation 1 gaec | 7min | 1
Dntp 10mM 0.5 initiale
Al SRYF 10mM 2
rmorees Dénaturation 94°C 30s
SRY SRYR 10mM 2
Amorces | DXS1684 F 10mM 2 L
Hybridation 68°C 30s 30
DXS164 | DXS1684 R 10mM 2
H20 Qsp 6.8 .
Elongation 72°C 30s
Taq Su/ul 0.2
ADN 100 ng/ul 2 . . . .
Elongation finale 72°C | 7min 1
Volume total 25 ul
3. Protocole

Dans un premier temps, on prépare les tubes eppendorff de 0.2ml selon le
nombre des ADN qu'on veut amplifier. On utilise les deux contrdles positifs (I'ADN
d'un homme 46,XY normal et d'une femme 46,XX normale), le contrbéle négatif (ne
contenant aucun ADN) et I'ADN de(s) patient(s) gu'on veut tester. On note sur chaque
tube les données correspondantes, puis on prépare le mix PCR qui contient le volume
des différents constituants signalés précédemment, chacun multiplié par le nombre

des ADN qu'on veut amplifier.
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On aliquote le mix préparé dans les différents tubes en raison de 23pl par tube
puis on ajoute dans chaque tube 2ul d'ADN correspondant.

On met les tubes dans le Thermocycleur et on lance le programme de
dénaturation/hybridation/ élongation illustré précédemment.

A la fin de la réaction on récupére les tubes et on les conserve a +4°c jusqu'a

utilisation.

G. Visualisation du produit PCR par électrophorése sur gel

d'agarose

1. Principe

L'électrophorése sur gel d'agarose est une technique qui permet la séparation
des molécules chargées sous l'action d'un champ électrique en fonction de leur taille
et de leur charge électrique. A pH neutre, les molécules d'ADN chargé négativement
en raison de la présence du phosphate migrent vers I'anode. Le BET s'étant intercalé
entre les bases de I'ADN va permettre de visualiser les bandes d'ADN sous UV.

2. Réactifs nécessaires (voir annexe 3)

Poudre d'agarose
TAE 1X

BET

T R -

Solution de charge

3. Protocole expérimental

Dans un premier temps, on prépare le gel d'agarose 1.5%. Pour ceci on met dans
un récipient 0.75g de poudre d'agarose et 50 ml de TAE 1X, on porte a ébullition puis
on ajoute 2ul de BET qui est un agent révélateur par sa fluorescence sous U.V et qui

va s'intercaler entre les bases.
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On coule le gel dans le moule a électrophorese, on y installe un peigne qui sera
retiré aprés refroidissement du gel en laissant & sa place des puits ou sera déposé
I'ADN.

Apreés refroidissement, on installe le moule dans la cuve qui est remplie du
tampon de migration (TAE 1X), on dépose dans chaque puits un mélange de 8.5 pul de
produit PCR et de 1.5 pl de solution de charge qui a pour role de stabiliser I'ADN au
fond du puits et on lance la migration a 100V. Finalement, on visualise les bandes

d'ADN fluorescentes sous UV.
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RESULTATS
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1. Introduction :

62 patients atteints de troubles de différentiation sexuelle ont été inclus dans
I’étude.
Ce nombre, 62 cas, ne représente en aucun cas la fréquence réelle de cette

catégorie de troubles dans la population. Ceci s’explique par plusieurs raisons, on cite

U La tendance des sujets atteints a cacher leur maladie.

U Le sujet atteint ou le tuteur, si le trouble est mineur, ignore tout de la maladie
et des possibilités thérapeutiques. Ces derniéres sont d’ailleurs parfois
impressionnantes et peuvent permettre une parfaite rémission avec une
anatomie des organes génitaux et une vie sexuelle tout a fait normale.

Le niveau socio-économique, du moment que le colt des différents

C

examens complémentaires peut s’avérer au-dessus des moyens financiers
du sujet.
Ces 62 patients ont été répartis en 3 groupes :
+ Groupe 1 : 72,58 % présentent des troubles de différenciation d’origine
chromosomique.
+ Groupe 2 : 12,90 % présentent des troubles de différenciation sexuelle
46,XY.
+ Groupe 3 : 14,52 % présentent des troubles de différenciation sexuelle

46,XX.
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2.Répartition générale des patients :

a- répartition en fonction de I’age de diagnostic :

L’age moyen de diagnostic des troubles de différentiations sexuelles est 14,3
ans, ce qui représente un age tardif de diagnostic avec les difficultés de prise en
charge qui en découlent.

Dans la répartition en fonction de I’age, nous avons choisi comme repére de
trois ans et de six ans, et ceci pour les raisons suivantes :

U L’age de trois ans: Parce gque a cet age, l'identification sexuelle est complete
et I’enfant se reconnait comme appartenant au sexe masculin ou féminin. Ainsi le
choix de sexe d’élevage doit s’effectuer avant cet age, permettant une bonne
évolution psychologique de I’enfant, sinon les répercussions sont nombreuses et
de gravité variable.

U L’age de six ans : Du moment que les différentes interventions plastiques doivent
s’effectuer avant cet age, permettant ainsi a I’enfant une bonne intégration
sociale.

L’objectif est d’évaluer dans quel pourcentage cette démarche théorique a été

respectée.

HAge<3ans
m3<Age<6ans

Age > 6 ans

Graphique n°1 : Répartition des patients de I’étude en fonction de I’age de

diagnostic.
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Dans 61,3 % des cas, la découverte d'un trouble de différentiation sexuelle s'est
faite a un age supérieur a 6 ans, relativement éleveé surtout vu les complications
psychiques et physiques qui vont en découler.

Dans des 11,29 % cas, le diagnostic du trouble est fait entre I'age de 3 ans et 6
ans. Dans ce cas I’enfant n’est pas encore scolarisé, cependant I’identification
sexuelle est terminée. Ce qui rend la prise en charge plus aisée, puisque le choix
du sexe et les premieres interventions plastiques peuvent étre réalisées avant
la scolarisation, mais aussi délicate que dans le cas précédent.

Et dans 27,41 % des cas, le diagnostic est fait avant I'age de 3 ans, répondant

aux normes d'une bonne prise en charge.

b- La répartition en fonction du sexe :

|
d m Masculin
B Féminin
Indéterminé

Graphique n°2 : Répartition des patients de I’étude en fonction du sexe.

La répartition des 62 patients en fonction du sexe a mis en évidence une
Prédominance féminine avec 53 % (33 patients), contre 26 % de patients de sexe

indéterminé (16 patients), alors que 21 % (13 patients) sont de sexe Masculin.
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La répartition géographigue
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Graphique n°3 : Répartition géographique des patients de I’étude.

Ce graphigue montre une nette prédominance des patients originaires de la
région de Fés de point de vue fréquence. En seconde place viennent les patients
originaires des villes de Taounate, Oujda, Taza et Errachidia. Ceci s’explique par la

distance entre I’habitat de la population et le centre hospitalier.

c- La répartition en fonction de I’état matrimonial :
Le graphique n°4 montre une nette prédominance des patients non mariés avec
un pourcentage égale a 87,1% contre 12,9% des patients mariées. Ceci revient au petit

age de nos patients, aux désordres sexuels et aux probléemes de santé associés.
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Non marié
87%

m Marié ®Non marié

Graphique n°4 : Répartition des patients de I’étude en fonction de I’état matrimonial.

d- La répartition en fonction du statut d’assurance :

—

Non assuré

Assuré
0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00%
Assuré Non assuré Indéterminé
] 33,87% 37,10% 29%

Graphique n°5 : Répartition des patients de I’étude en fonction du statut d’assurance
(assuré=CNOPS/CNSS/RAMED)

Le graphigue montre un pourcentage élevé des patients non assurés, ce qui
concorde avec la supposition qui dit que la vraie fréquence des troubles de
différentiation sexuelle est plus importante le nombre de cas diagnostiqué. Le niveau
socio-économique bas et le colt élevé des différents examens complémentaires sont

des parametres qui ne peuvent étre surmontés que par une couverture universelle.
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e- Répartition des patients de I’étude en fonction des antécédents :
On ne note aucun antécédent de cas de trouble de différentiation sexuelle dans
les familles de nos patients. La consanguinité a été retrouvée chez 23% des patients

de notre étude.

H consanguin
= Non consanguin

Indéterminé

Graphique n°6 : Répartition des patients de I’étude en fonction de la consanguinité.
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f- Répartition en fonction du motif de consultation :

Insensibilité & la douleur
gynécomastie
cryptorchidie
Déshydratation aigue
Retard pubertaire
Hypertrophie clitoridienne
Hypospadias
Micropénis

Dysmorphie

Stérilité

Aménorrhée

Retard staturopondéral

0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00% 25,00% 30,00% 35,00%

Graphique n°7 : Répartition des patients de I’étude en fonction du motif de

consultation

L’analyse du graphique montre les résultats suivants :

Retard staturopondéral 32,25%
Ameénorrhée 14,51%
Stérilité 8,06%
Dysmorphie 8,06%
Micropénis 8,06%
Hypospadias 6,45%
Hypertrophie clitoridienne 6,45%
Retard pubertaire 4,83%
Déshydratation aigue 4,83%
Cryptorchidie 3,28%
gynécomastie 1,61%
Insensibilité a la douleur 1,61%

Le retard staturopondéral est le signe le plus fréguent, il est retrouvé dans
32,25% des cas. Il est généralement associé a d'autres symptémes.
L'aménorrhée, la stérilité, la dysmorphie et le micropénis viennent en second

plan.
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3.Groupe 1 : les troubles de différenciation sexuelle d’origine

chromosomique.

a-répartition en fonction de I’age de diagnostic :

L’age moyen de diagnostic des troubles de différentiation chromosomique est
18,18 ans, il est relativement élevé par rapport a I’dge de diagnostic de I’ensemble
des troubles de notre étude (14,3 ans). Ceci peut étre expliqué par les manifestations
tardives des troubles en question.

L’age moyen de diagnostic est de 24 ans chez le sexe masculin, alors qu’il est
de 15 ans chez le sexe féminin.

Ainsi la prise en charge, en se limitant a I'dge du diagnostic, est meilleure

chez les sujets féminins que chez les sujets masculins du méme groupe.

Age <3 ans
9%

3<Ages<6ans
13%

Graphique n°8 : Répartition des patients du groupe 1 en fonction de I'dge de

diagnostic.

L’analyse du graphique n°7 nous montre que la grande majorité des
patients de ce groupe (77 ,78% - 35 patients) ont un age dépassant les six ans,

et viennent en seconde place la catégorie d’age situé entre trois et six ans (13,3% -
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6 patients), pour laisser la derniére place aux patients agés de moins de trois ans

(8,89% - 4 patients).

b-La répartition en fonction du sexe :

69,00%

29,00%

2,00%

MASCULIN FEMININ INDETERMINE

Graphique n°9 : Répartition des patients du groupe 1 en fonction du sexe.

Ce graphique montre un pourcentage de sexe civil féminin de 69%, contre 29%
pour le sexe civil masculin et 2% pour le sexe dite indéterminé. Il démontre ainsi la

nette prédominance Féminin.

c- Répartition en fonction de la consanguinité.

L’analyse du graphique n°10 montre que 82,2% des patients de ce groupe sont

issus d’un mariage non consanguin.
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,00%
80,00%
70,00%

82,20%

40,00%
30,00%

13.30%

20,00%
10,00% ﬂ

0,00%
CONSANGUIN NON CONSANGUIN INDETERMINE

Graphique n°10 : Répartition des patients du groupe 1 en fonction de la

consanguinité.

d-Répartition en fonction du motif de consultation :

Insensibilité a la douleur W 2%
gynécomastie W 2%
Retard pubertaire IE—_—— 7%
Hypertrophie clitoridienne . 4,50%
Micropénis [ 4,50%
Dysmorphie I 11%
Stérilité I 11%

Aménorrhée GGG 16%

Retard staturopondéral I 4 2%

Graphique n°11 : Répartition des patients du groupe 1 en fonction du motif de

consultation.

Selon les données de ce graphique nous pouvons déduire que le retard
staturopondéral (42%) représente le signe clinique le plus fréquent dans ce groupe.

Viennent en second lieu I’'aménorrhée (16%) et la stérilité (11%) et la dysmorphie (11%).
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Nous allons répartir les résultats des signes d’appel selon le sexe car il existe

une différence importante de sexe dans ce groupe de patients.

e—-Répartition en fonction du signe d'appel dans le sexe féminin :
Le signe d’appel le plus fréquent est le retard staturopondéral. Elle est
retrouvée dans 55% des cas. En second lieu vient I'aménorrhée (23%) et la dysmorphie

(13%).

HRetard staturopndéral EAménorrhée m Dysmorphie

m Hypertrophie clitoridienne mRetard pubertaire

Graphique n°12 : Répartition des patients du groupe 1 en fonction du signe d'appel

dans le sexe féminin.

f- Répartition en fonction du signe d'appel dans le sexe masculin :
Le signe d'appel le plus fréquent est la stérilité (38%), vient ensuite le retard

staturopondéral (15%), et le micropénis (15%).
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m Retard staturopondéral
| Stérilité

m Dysmorphie

m Micropénis

m Retard pubertaire

m Gynécomastie

m Insensibilité a la douleur

Graphique n°13 : Répartition des patients du groupe 1 en fonction du signe d'appel
dans le sexe masculin.

g-Répartition en fonction du diagnostic retenu :
On a commencé par exposer les résultats des diagnostics retenus avant les
résultats des explorations génétiques afin de faire une répartition des résultats

génétiques en fonction des diagnostics si nécessaire.

Syndrome double Y E 2%
Syndrome triple X W 2%
Chimérisme W 2%

Dysgénésie gonadique mixte [N 9%

Syndrome de klinfelter [ EEEGEGGEGE 25%

Syndrome de Turner — 60%

0% 10% 20% 30% 40% 50%  60%  70%

Graphique n°14 : Répartition des patients du groupe 1 en fonction du diagnostic

retenu.
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Ce graphique montre que le syndrome de Turner est le trouble de différentiation
chromosomique le plus fréquent (60%), en seconde lieu vient le syndrome de
Klinefelter (25%). Le pourcentage de la dysgénésie gonadique mixte est non
négligeable (9%). Le chimérisme, le syndrome triple X et le syndrome double Y sont
minoritaires dans notre échantillon, ils sont représentés par un seul cas pour chacun,

ils représentent ainsi 2% pour chacun.

h-Répartition en fonction du caryotype :

47,XYY mm 222%
mos 48, XXX,+18/47 XX,+18 mmm 2,22%
mos 46,XY/46, XX mm 2,22%
mos 45,X/46,XY e 8 88%
48 XXY,+21 mm 2,22%
47 XXY e 22,22%
46,X,r(X) mm 2,22%
46,X,der(X) t(X,X)(pter,pter) mm 222%
45,X avec translocation entre Xet Y mmm 2,22%
Mos 46 X,i(X)/45X/46 XX mmmmm 4,44%
46,X,i(X)  m——— 6,66%
mos 45 X/46, XX e 11,11%
45X I 31,11%

Graphique n°15 : Répartition des patients du groupe 1 selon le caryotype.

Ce graphique montre une nette prédominance de la monosomie X (31,11%), en
seconde place vient la formule chromosomique 47,XXY.

On va faire une nouvelle répartition en fonction du caryotype pour les patients
atteints présentant un syndrome de Turner.

Le graphique N°16 montre une diversité des formules caryotypiques dans le
syndrome de Turner avec une prédominance de la monosomie (51,85%), en seconde

place vient la formule en mosaique (18,51%).
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46,X,r(X)

46,X,der(X) t(X,X)(pter,pter)

45,X avec translocation entre X et Y

Mos 46,X,i(X)/45,X/46 XX

46,X,i(X)

mos 45,X/46,XX

45X

0,00%

M 371%

M 371%

Ml 371%

I 7,40%

I 11,11%

I 18,51%

I 51,85%

10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00%

Graphique n°16 : Répartition des patients turnériens du groupe 1 en fonction du

caryotype.

i— Répartition selon I’hybridation in situ fluorescente (FISH)

Cette exploration génétique était faite pour 33,33% des patients de ce groupe,

les résultats obtenus de la FISH sont répertoriés dans le graphique suivant :

PRESENCE D'UNE MOSAIQUE XY/XX
PRESENCE DE 2 CHROMOSOMES Y
PRESENCE D'UNE MOSAIQUE X0/XX
PRESENCE DE 3 CHROMOSOMES X

PRESENCE DU CHROMOSOME Y

ABSENCE DU CHROMOSOME Y

0% 40% 60%

Graphique n°17 : Répartition des patients du groupe 1 en fonction de la FISH.

Dans les résultats de la FISH, on constate une diversité des résultats en fonction

de I’objectif pour lequel le test est fait. Autres résultats peuvent étre notés s’il y avait
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une autre indication. L’absence du chromosome Y est le résultat prédominant (40%),

la présence du chromosome Y vient en seconde lieu.

j— Répartition en fonction du MULTIPLEX-PCR SRY :

Le test est fait pour 20 % des patients du groupe, ceci revient aux indications

limités de ce teste. Les résultats notent I’absence du géne SRY dans 66% des cas

explorés contre 34% de présence du géne.

34%

66%

Présence du géne SRY Absence du gene SRY

Graphique n°18 : Répartition des patients du groupe 1 en fonction du MULTIPLEX-
PCR SRY.

4, Groupe 2 : les troubles de différenciation sexuelle 46,XY.

a. Répartition en fonction de I’age de diagnostic :

L’age moyen de diagnostic des troubles de différentiation sexuelle 46,XY est
5,25 ans. Il dépasse 3 ans, I’age ou l'identification sexuelle est compléete et I’enfant
se reconnait comme appartenant au sexe masculin ou féminin, ce qui veut des

répercussions psychologiques importantes et une mauvaise intégration sociale.
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= Ape < 3ans
= 3z Age<6ans

m Age > 6 ans

Graphique n°19 : Répartition des patients du groupe 2 en fonction de I’dge de

diagnostic

L’analyse du graphique N°19 apporte les éléments suivants :

‘= dans 62,5% des cas, la découverte du trouble de différentiation est faite a un

age inférieur a 3 ans, répondant aux normes d'une bonne prise en charge.

4 Dans 25% des cas, le diagnostic est fait a un age supérieur a 6 ans, relativement

élevé surtout vu les complications qui vont en découler.

= Et dans 13% des cas, le diagnostic est fait & un age situé entre 3 et 6 ans, Le

meilleur age de la détermination du sexe d'élevage est dépassé.
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b. La répartition en fonction du sexe :

0,00%

12,50%

Masculin

Féminin Indéterminé

87,50%

Graphique n°20 : Répartition des patients du groupe 2 en fonction du sexe

L'analyse de ce graphique montre les résultats suivants :

U 87,5% sont de sexe indéterminé.

U 12,5% sont de phénotype féminin.

U Aucun patient de phénotype masculin.

Ceci nous conduit a nous demander si cette prédominance de sexe

indéterminé témoigne de la gravité du trouble chez les patients du groupe, ce

qui a motiver les parents a consulter trés top.

c. Répartition en fonction de la consanguinité.

i

Non
consanguin
75%

consanguin

|
" \“

Graphique n°21 : Répartition des patients du groupe 2 en fonction de la

consanguinité
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L’analyse du graphique montre que 75% des patients de ce groupe sont issus

d’un mariage non consanguin.

d. Répartition en fonction du motif de consultation :

Aménorrhée
12%

Graphique n°22 : Répartition des patients du groupe 2 en fonction du motif de
consultation.

L’hypospadias, le micropénis et I’hypertrophie clitoridienne sont les motifs de
consultation les plus fréquents, en seconde lieu viennent I'aménorrhée et

I’hypertrophie clitoridienne. lls peuvent étre isolés ou associés a d'autres symptomes.

e. Répartition en fonction du caryotype :

Le caryotype est fait pour tous les patients du groupe 2, le résultat commun

était 46,XY sans anomalies associées (100%).

f. Répartition en fonction du MULTIPLEX-PCR SRY :
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La MULTIPLEX-PCR SRY était faite pour 37,5% des patients du groupe, les

résultats étaient comme le montre le diagramme suivant :

m Absence du gene SRY ~ mPrésence du géne SRY

34%; 34%

66%; 66%

Graphique n°23 : Répartition des patients du groupe 2 en fonction du MULTIPLEX-
PCR SRY.

Le graphique montre que l'absence du gene SRY était majoritaire comme

résultat.

g. Répartition en fonction du diagnostic retenu :

Insensibilité compléte aux androgénes 12,50%

Trouble de I'normonosynthése 12,50%

37,50%

Déficit en 5a réductase

Anomalie du récepteur LH 12,50%

Dysgénésie gonadique compléte 12,50%

Dysgénésie gonadique partielle 12,50%

Graphique n°24 : Répartition des patients du groupe 2 en fonction diagnostic retenu.

Ce graphique montre une prédominance du déficit en 5 « Réductase (37,5%)

comme diagnostic retenu dans le groupe 2.
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5. Groupe 3 : les troubles de différenciation sexuelle 46,XX.

a. répartition en fonction de I’age de diagnostic :

89%

Age <3 ans 3<Age<6ans Age > 6 ans

Graphique n°25 : Répartition des patients du groupe 3 en fonction de I’age de
diagnostic

L’age moyen de diagnostic des troubles de différentiation sexuelle 46,XX est
3,22 ans.

Les pourcentages d'ages sont nettement meilleurs que chez le groupe 2. En
effet, le pourcentage diagnostiqué avant l'dage de 3 ans est de 89% contre
62,5%. De méme, le pourcentage diagnostiqué aprés 6 ans est de 11% contre 25%
chez le groupe2. Ainsi la prise en charge, en se limitant a I'age du diagnostic, est

meilleure chez les sujets du groupe 3 que chez les sujets du méme groupe 2.
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b. La répartition en fonction du sexe :

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

0,00%

11,00%

Masculin

Féminin

89,00%

Indéterminé

Graphique n°26 : Répartition des patients du groupe 3 en fonction du sexe.

Ce graphique montre un pourcentage de sexe indéterminé de 89 %, contre

11% pour le sexe civil féminin. Il démontre ainsi la nette prédominance du sexe

indéterminé.

c. Répartition en fonction de la consanguinité.

1 consanguin

m Non consanguin

Graphique n°27 : Répartition des patients du groupe 3 en fonction de la

consanguinité.
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Ce graphique montre que 67% des patients de ce groupe sont issus d’un

mariage non consanguin.

d. Répartition en fonction du motif de consultation :

CRYPTORCHIDIE
AMENORRHEE
DESHYDRATATION AIGUE
HYPOSPADIAS

11%

MICROPENIS

ETARD STATUROPONDERAL 11%

0% 5% 10%  15%  20%  25%

30%

35%

Graphique n°28 : Répartition des patients du groupe 3 en fonction du motif de

consultation.

Le signe d’appel le plus fréquent est la déshydratation aigue (34%), vient ensuite

I'nypospadias (22%). Ces signes d’appel sont le plus souvent associés a d’autres

signes.

e. Répartition en fonction du caryotype :

Le caryotype est fait pour tous les patients du groupe 2, le résultat commun

était 46,XX sans anomalies associées (100%).

f. Répartition selon I’hybridation in situ fluorescente (FISH)

Cette exploration génétique était faite pour 44% des patients de ce groupe, les

résultats obtenus de la FISH montrent I’absence du chromosome Y chez tous les cas.
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g. Répartition en fonction du MULTIPLEX-PCR SRY :

La MULTIPLEX-PCR SRY est faite pour 56% des patients du groupe, les résultats

étaient comme le montre le diagramme suivant :

H Présence du gene SRY  EAbsence du géne SRY

Graphique n°29 : Répartition des patients du groupe 3 en fonction du MULTIPLEX -
PCR SRY.

Le graphique montre que l'absence du geéne SRY était majoritaire comme

résultat.
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h. Répartition en fonction du diagnostic retenu :
‘ 11%
Male 46,XX SRY positif ( testicular DSD) | 4
Hyperplasie congénitale des surrénales
89%
0%
20%
40%
60%
80%
100%

Graphique n°30 : Répartition des patients du groupe 3 en fonction du diagnostic

retenu.

Ce graphique montre une prédominance de I’hyperplasie congénitale des

surrénales (89%) comme diagnostic retenu dans le groupe 3.
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DISCASSION
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1. Introduction :

Nous avons procédé a une étude descriptive en raison de la petitesse de
I’échantillon. L’ensemble des cas étudiés, correspondent a 62 cas, a été subdivisé
en trois groupes avec un pourcentage respectif de :

@ Groupe 1 : 72,58 % présentent des troubles de différentiation sexuelle
d’origine chromosomique.

@ Groupe 2 : 12,90 % présentent des troubles de différenciation sexuelle
46,XY.

@ Groupe 3 : 14,52 % présentent des troubles de différenciation sexuelle
46,XX.

Le groupe 1 est nettement plus important. Il correspond aux patients atteints
de troubles de différenciation sexuelle d’origine chromosomique. A travers notre
étude, on a conclu que le caryotype est le pilier du diagnostic de ces troubles. En effet,
I’'interrogatoire et I’examen clinique permettent d’orienter le diagnostic, alors que le
caryotype permet de confirmer le diagnostic dans la plupart des cas. Dans certains
cas, d’autres examens, comme la FISH ou la MULTIPLEX-PCR SRY, sont nécessaires.

Quant aux groupes 2 et 3, qui correspondent respectivement aux patients
atteints de DSD 46,XY et DSD 46,XX. Dans ces cas, le caryotype est un élément clé

dans I’enquéte étiologique.

Mr. Jaouad FARAJ 170



Apport de la cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiation sexuelle These N° 145/15

2. Etude comparative :

Une étude comparative des trois groupes s’avere intéressante, elle a pour but

de souligner les caractéristiques de chaque groupe. (Tableau n°18)

Consanguinité Motif de consultation Diagnostic

<3ans 3-6ans > 6 ans

G1 73% | M=29% 9% 13% 78% 13% Retard Syndrome de Turner=60%
F=69% staturopondéral=42%
1=2%

G2 13% | M=0% 62% 13% 25% 25% -Micropénis=25% Déficit en 5 x
F=12,5% -Hypospadias=25% réductase=37,5%
1=87,5% -Hypertrophie

clitoridienne=25%

G3 14% | M=0% 89% 0% 11% 33% Déshydratation Hyperplasie congénitale
F=11% aigue=34% des surrénales=89%
1=89%

Tableau 18 : Tableau comparatif des 3 groupes de I’étude.

a- Etude comparative en fonction du sexe civil :

Le groupe 1 montre une prédominance féminine, alors que les groupes 3 et 2
montrent une prédominance du sexe indéterminé. Ceci témoigne de I'importance des
ambiguités sexuelles dans les troubles de différentiation sexuelle DSD 46,XX et DSD
46,XX par rapport aux troubles de différentiations chromosomiques dans notre série.

b- Etude comparative en fonction de I’age :

Dans I’ensemble, les tranches d’ages ou le diagnostic est réalisé sont trés
variables. Néanmoins, le plus grand pourcentage de patients aprés 6 ans
correspondant a celui des patients du groupe 1.

Alors que les groupes 2 et 3 répondent a la norme de la meilleure prise en

charge, en se limitant a I’age du diagnostic.
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c- Etude comparative en fonction de la consanguinité :

L’étude comparative en fonction de la consanguinité montre les résultats
suivants :

+ G1:13% des patients sont issus d’un mariage consanguin.
+ G2 :25% des patients sont issus d’un mariage consanguin.
+ G3: 33% des patients sont issus d’un mariage consanguin.

Tout en sachant que la consanguinité est un facteur favorisant de survenue de
la pathologie héréditaire autosomique récessive, I'importance de la consanguinité
dans les groupes 2 et 3 par rapport au groupe 1 permet de suspecter I'existence
d’une aberration génétique a transmission récessive causant les troubles de
différentiation sexuelle type DSD 46,XX et DSD 46,XX dans notre série.

d- Etude comparative en fonction du signe d’appel :

Le retard staturopondéral est le signe le plus fréquent, il est retrouvé dans
32,25% des cas de toute I’étude. L’étude par groupe a montré une grande difféerence
dans les signes d’appel.

Les signes d’appels prédominants différent d’un groupe a un autre ce qui peut
vouloir dire un éventail des troubles de différentiation sexuelle en cause.

e- Etude comparative en fonction du type pathologique :

Comme nous I’'avons déja mentionné, I’ensemble de cette étude est effectuée
sur des patients atteints de différents troubles de différentiation sexuelle répartis en
3 groupes :

4+ Groupe 1 : dans ce groupe, il y a une prédominance du syndrome de
Turner et du syndrome de klinefelter dont les manifestations cliniques
sont souvent tardives ce qui explique I’age relativement tardif du
diagnostic. Le caryotype et le reste du bilan génétique sont primordiaux

pour le diagnostic étiologique.
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#+ Groupe 2 : dans ce groupe, il y a une légére prédominance du déficit en
5a réductase. Ce trouble cause une absence de virilisation des organes
génitaux, ce qui est responsable d’une ambiguité sexuelle a la naissance,
celle-ci entraine une demande précoce de prise en charge de la part des
parents. Le caryotype, avec les données cliniques, permet d’orienter le
diagnostic.

+ Groupe 3 : dans ce groupe, I’hyperplasie congénitale des surrénales est
I’étiologie prépondérante parmi les troubles de différentiation type DSD
46,XX. Le diagnostic est orienté par la clinique et la précision du sexe
chromosomique, les explorations biologiques permettent de confirmer le

diagnostic dans la plupart des cas.

3. Etude analytigue :

L’analyse et la comparaison des résultats de cette étude, avec les autres

études de la littérature, permettent de faire certains commentaires.

a—- Groupe 1 : troubles de différentiation sexuelle d’origine

chromosomique :

] Donnée épidémiologique et clinique :

Les patients atteints de trouble de difféerentiation chromosomique représentent
72,58% de I’ensemble des patients de notre étude, ce pourcentage est supérieur a
celui retrouvé dans la série égyptienne de Rabah M. Shawky (2012)[152] (41,29%) et
encore plus supérieur a celui dans la série danoise de Johannes Nielsen (1991)[153]
(23,4%).

Le sexe d’élevage prédominant dans ce groupe est le sexe féminin (69%)

contrairement au sexe d’élevage de la série de Rabah M. Shawky [152] ou le sexe
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masculin est prédominant (60,35%). Ceci est di a I'importance du syndrome de
Turner par rapport aux autres troubles dans notre échantillon.

Dans ce groupe, I’dge moyen de diagnostic est 18,18 ans. Selon Rabah M.
Shawky [152], I’age moyen de diagnostic est de 12,46 ans. Selon la série écossienne
de N. MACLEAN (1964) [154] est un an. Ainsi, I’age de diagnostic est relativement
élevé dans ce groupe par rapport aux séries de comparaison.

Le taux de consanguinité dans le groupe 1 est de 13%. Ce taux est inférieur a
celui de la série de Rabah M. Shawky [152] (55,5%).

Le retard staturopondéral constitue le signe d’appel le plus fréquent dans ce
groupe de patients. Rabah M. Shawky [152] rapporte que infertilité est le motif de
consultation le plus fréquent (48,55%). Quant a la série malienne de SIDIBE AT(2005)
[155] le premier signe d’appel était I'ambiguité sexuelle. Par conséquence, le signe
d’appel est variable d’une série a une autre.

a Diagnostic, cytogénétigue et biologie moléculaire :

Selon la classification suggérée par Hughes et coll, les troubles de
différentiation chromosomique comprennent plusieurs entités pathologiques : le
syndrome de Turner, syndrome de Klinefelter, la dysgénésie gonadique mixte et le
chimérisme.

Dans notre série, ce groupe de trouble de différentiation sexuelle représente
72,58% de I'’ensemble des troubles. Selon la série de Luigi Laino (2013) [156], les
troubles de différentiation chromosomique constituent 88% des troubles. D’apres
Rabah M. Shawky [152], ils représentent 41,29% de la série. 45,5% est le pourcentage
de ces troubles dans la série de Johannes Nielsen [153].

On remarque que les troubles de différentiation sexuelle d’origine

chromosomique sont prépondérants.
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Le syndrome de Turner, dont le diagnostic est fait par caryotype, touche 60 %
des patients du groupe. Rabah M. Shawky [152] rapporte 26,98% de cas de Turner et
Johannes Nielsen [153] parle de 5,3% de cas de Turner.

Le syndrome est di a une anomalie de nombre ou de structure. Théoriquement,
I’anomalie de nombre constitue 70 % des cas de Turner ; 50% homogene et 20% en
mosaique, le pourcentage des anomalies de structure est estimé a 30% y compris :
Ilisochromosome X, les translocations X, le X en anneau (5%) et les délétions (5%).

Dans notre groupe, la monosomie X constitue 51,85% des cas de Turner, la
monosomie en mosaique (18,51%), isochromosome (11,11%), X en anneau (3,71%),
les translocations (7,42%). Donc les résultats du groupe 1 concordent avec les
données admises. Les différences de la formule chromosomique entre notre groupe

et les autres séries sont illustrées dans le tableau suivant :

Monosomie Monosomie en Isochromosome Xen translocations Délétions

X mosaique X anneau
Rabah M. 33,46% 64,89% 0,81% - - 0,81%
Shawky [152]
Johannes 11% 22% 11% 11% - 11%
Nielsen [153]
Groupel 51,85% 18,5% 11,11% 3,71% 7,42% -

Tableau 19 : Tableau comparatif entre le groupe 1 et les autres séries concernant les

différentes formes de Turner

Le syndrome de Klinefelter constitue 25% des troubles de différentiations
chromosomique, dont 91% sont homogénes et 9 % en mosaique, ceci est conforme
avec les données admises. Les différences de la formule chromosomique entre notre

groupe et les autres séries sont illustrées dans le tableau suivant :
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Homogéne en mosaique
Rabah M. Shawky [152] 83,84% 11,35%
Johannes Nielsen [153] 90% 10%
Groupel 91% 9%

Tableau 20 : Tableau comparatif entre le groupe 1 et les autres séries concernant les

différentes formes du syndrome de klinefelter.

La dysgénésie gonadique mixte constitue 8,88% des troubles chromosomiques dans
notre série. Selon Johannes Nielsen [153] la DGM représente 0.3% des patients de sa
série. La série malaysienne de Kannan TP.[157] montre un pourcentage de 7,1% de
DGM. Le pourcentage de la DGM est tres different d’une série a une autre.

Le chimérisme 46,XX/46,XY représente 2,22% des troubles de différentiation
sexuelle de notre série. Johannes Nielsen [153] rapporte 0,3% de cas de chimérisme
dans sa série d’étude. Selon Rabah M. Shawky[152], 8,25% est le pourcentage du
chimérisme dans sa série. Ainsi, le taux du chimérisme est variable d’une série a une
autre.

Le syndrome de double Y représente 2% de I’ensemble des patients du groupe.
Tandis que Rabah M. Shawky[152] rapporte 1,61% de ce syndrome.

L’analyse des résultats de ce groupe de patients atteints de troubles de
différentiation sexuelle d’origine chromosomique montre que le caryotype est le pilier
du diagnostic. Bien que la classification soit basée sur les résultats caryotypiques,
notre série montre que le caryotype permet le diagnostic dans la plupart des cas.
L’utilisation de nouvelles techniques d’exploration génétique, telle que la FISH et la

PCR, a permet une approche plus approfondie des troubles de différentiation sexuelle.
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La technique de la FISH a été appliquée chez 33,33% des patients de ce groupe.
Les spots verts correspondent a la région centromérique du chromosome X (CEPX),

alors que les spots orange correspondent a la région Ypl11.3.

D’aprés nos résultats, La FISH permet :

@ La confirmation de la monosomie homogéne en cas de syndrome de
Turner.

@ Diagnostic rapide d’un mosaisme en cas de Turner ; 45,X dans certaines
mitoses et 45,XX dans autres.

@ La confirmation du diagnostic DGM ; 46,XY dans certaines mitoses et
45,XX dans autres.

@ Présence de 3 chromosomes X dans un syndrome triple X.

@ Confirmation du diagnostic du chimérisme ; présence d’un mosaisme
46,XX/46,XY.

@ Confirmation d’un syndrome double Y ; présence de 2 chromosomes Y.

Exemple :

Chez le patient P18, le résultat de la FISH a permis de mettre en évidence la
présence d'un mosaisme 45,X/46,XY. En effet, on observe sur la figure 46 une
premiére mitose contenant un spot vert correspondant aux régions hybridées des
deux chromatides du chromosome X , et un spot orange correspondant a celles du
chromosome Y. alors que la figure 47 montre une deuxieme mitose renfermant un

seul spot vert indiquant la présence exclusive du chromosome X.
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Figure 46 : Résultat de FISH du P18 montrant un spot vert et un spot orange

Figure 47 : Résultat de FISH du P18 montrant un seul spot vert

Ainsi, le résultat de la FISH confirme celui du caryotype pour le patient P 8.

Le comptage sur lame, quant a lui, indique la présence de formule 46,XY sur 50
noyaux et mitoses et 45,X sur 18 noyaux et mitoses.

Ainsi, le diagnostic définitif pour ce patient est le syndrome de dysgénésie
gonadique mixte 45,X/ 46,XY avec la formule chromosomique "mos46,XY[50]/

45,X[18].

La littérature indique que le phénotype des patients 45,X/46,XY est trés
diversifié, allant d'un phénotype complétement féminin a un phénotype complétement
masculin passant par I'ambiguité sexuelle et ceci selon la proportion des cellules 45,X

par rapport aux cellules 46,XY. Vu ceci, on peut déduire que le phénotype du P18, qui
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tend vers un profil masculin, pourrait étre da au fait que les cellules 46,XY sont plus
importantes que celles 45,X.

Dans ce groupe, la PCR du géne SRY a été appliqué pour 20% des patients. Ces
derniers sont principalement des turnériens dont théoriquement 12% disposent du
gene SRY dans leur génome (ce qui indique la présence de risque de développer des
gonadoblastomes. On a constaté que les 11,11% des turnériens testés possedent un

geéne SRY positif avec un risque néoplasique. Ainsi, une gonadectomie est indiquée.

b- Groupe 2 : troubles de différentiation sexuelle 46,XY:

U Donnée épidémiologique et clinique :

Les troubles de différentiation sexuelle 46,XY constituent 12,90 % de 'ensemble
des troubles de différentiation sexuelle. Ce taux est supérieur a celui de la série de
Rabah M. Shawky [152] (7,26%). Sallahi (1990-2000) [158] rapporte 28% de DSD
46,XY. Les DSD 46,XY constituent 50% de la série de Borer et coll (1985-1995)[159].

Le sexe indéterminé est prédominant dans ce groupe de patients (87,5%). Selon
Sallahi [158], parmi les 6 cas d'anomalies 46,XY DSD étudiés, 3 ont été élevés
comme garcon (50%), et 3 comme fille (50%). Selon Ftouhi[160], parmi les 29
cas d'anomalies 46,XY DSD étudiés, 18 ont été élevés comme fille (62%) et 11
comme garcon (38%). Le sexe est tres différent d’une série a une autre.

L’age moyen de diagnostic est 5,25 ans dans ce groupe, dans 62% des cas le
diagnostic est fait avant 3 ans. Alors que dans la série de Sallahi [158], I’age moyen
de diagnostic est de 4 ans avec des extrémes allant de 4 mois a 9 ans, le
diagnostic est porté a la premiére année dans 50% des cas. Dans la série de Borer
[159], le diagnostic des ADS est fait a la naissance dans 50%, et dans la série
de Aguilar Martinez (1979-1990)[161], le diagnostic a la naissance est fait dans
100% des cas. Dans ce groupe, le diagnostic est porté tardivement par rapport

aux autres séries.
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Chez les patients de ce groupe, la consanguinité est retrouvée chez 25% des
patients. Pour Ftouhi [160], la consanguinité est retrouvée dans 62% des cas. Chez
Sallahi [158], la consanguinité est retrouvée dans 50% des cas. La consanguinité est
moins importante par rapport aux autres séries.

Les OGE ambigus constituent dans ce groupe de patients la circonstance de
découverte la plus importante (75%), dans une autre série, Ftouhi [160] rapporte
également que I'ambiguité des OGE constitue le motif de consultation le plus
fréquent (59%). Aussi dans la série de Sallahi [158], I'ambiguité des OGE constitue
la circonstance de découverte la plus importante (83%). Alors, I'ambiguité des OGE

reste le motif de consultation le plus fréquent dans les anomalies 46,XY DSD.

x  Diagnostic, cytogénétique et biologie moléculaire :

Selon la classification des troubles de différentiation sexuelle, basée sur le
consensus de Chicago, les DSD 46,XY regroupent plusieurs pathologies : les troubles
du développement gonadique (testiculaire), les troubles de synthése ou d'action des
androgéenes, anomalie de ’AMH et de son récepteur, anomalie du récepteur de la LH.

Dans notre groupe, les diagnostics retenus étaient suit :

+ le Déficit en 5 & réductase est diagnostiqué chez 37,5%,

+ Dysgénésie gonadique (25%),

+ Troubles de I’hormonosynthése de la testostérone (12,5%),

+ Insensibilité completes aux androgenes (12,5%),

+ Anomalie du récepteur du LH (12,5%).

D'apres la série de Sallahi [158], le déficit en testostérone est diagnostiqué dans
3 cas (50%), I'insensibilité aux androgenes dans 1 cas (16,6%). ABBADI [162] a trouvé
8 cas d'insensibilités aux androgenes soit 29,6%. Ainsi, la répartition des étiologies

est variable d’une série a une autre.
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Dans les anomalies 46,XY DSD, tous les patients ont bénéficiés d'un
caryotype. Ce dernier était masculin 46 XY dans tous ces cas. Ceci rejoint les 2 séries
de Sallahi [158] et de Rabah M. Shawky[152], dans laquelle le caryotype était
masculin dans tous les cas. Le Résultat du caryotype dans ce groupe a permet
d’orienter le reste des investigations paracliniques afin de poser le diagnostic.

La MULTIPLEX-PCR SRY est faite pour 3 sujets soit 37,5% des patients du groupe,
chez qui on suspecte I'absence du gene SRY comme étiologie de I’'ambiguité sexuelle,
le géne SRY était absent chez 2 patients soit 66%, les diagnostics retenus pour ces 2
patients étaient les dysgénésies gonadique partielles et complétes. La théorie dit que
15% des patients souffrant du DGC présentent des mutations ou délétions au niveau
du géne SRY. Il faut impérativement enlever les gonades qui présentent, dans ces 2

cas, un risque potentiel de malignité.

c- Groupe 3 : troubles de différentiation sexuelle 46 XX :

U Donnée épidémiologique et clinique :

Les troubles de différentiation sexuelle 46,XX constituent 14,52 % de 'ensemble
des troubles de différentiation sexuelle. Cette derniere est supérieure a celle
retrouvée dans la série de Rabah M. Shawky [152] (7%). Sallahi [158] rapporte 5 cas
d'anomalies 46,XX DSD, parmi 18 cas d'ADS diagnostiqués entre 1990 et 2000,
soit 28%.

Le sexe indéterminé est prépondérant dans ce groupe de patients (89%). Ceci
est différent de la série de Sallahi [158], selon laquelle le sexe d'élevage est
féminin chez 60% des patients, et masculin chez 40%.

L’age moyen de diagnostic est 5,25 ans dans ce groupe 3,22 ans, Selon Sallahi
[158], I'age moyen de diagnostic est de 7 mois pour les filles et 18,5 mois

pour les gargcons. Selon Amri [163], I’age moyen de diagnostic est de 20 mois pour
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les filles et 18 mois pour les garcons. L’age de diagnostic est relativement tardif dans
ce groupe par rapport aux séries de comparaison.

Le taux de consanguinité dans le groupe 3 est de 33%. Ce taux est inférieur a
celui de Sallahi [158] (80%), et celui d’Amri [163] (78%). Le taux de consanguinité est
relativement élevé dans les différentes séries.

Dans le groupe des DSD 46,XX, le motif de consultation était une ambiguité
sexuelle chez 44 % patients, une déshydratation aigue chez 34 %, une aménorrhée
chez 11% et un retard staturopondéral chez 11%. Selon Amri [163], sur 36 cas
d'anomalies 46,XX DSD, le motif de consultation est une ADS chez 10 patients(27%) ,
allant du stade | au stade V de Prader; une déshydratation aigue ayant entrainé un
état de choc chez 6 patients (17%) et un dépistage néonatal chez 2 autres
enfants (6%). Selon Sallahi [158], le motif de consultation est une ADS chez 4
patients (80%), et une déshydratation aigue chez 1 patient (20%). La répartition des

signes d’appel est variable d’une série a une autre.

x  Diagnostic, cytogénétique et biologie moléculaire :

Les troubles de différentiation sexuelle 46,XX comprennent : les troubles de
développements gonadique(ovarien), I’hyperplasie congénitale des surrénales, le
déficit en aromatase placentaire et enfin I’hyperandrogenie d’origine maternelle.

Dans ce groupe, dans les anomalies 46,XX DSD, le diagnostic d' HCS a
été retenu chez 89% des patients et un cas de male 46,XX SRY positive DSD testicular.
D’aprés la série de Mohamed El-Sherbiny [152], Hyperplasie congénitale des
surrénales concerne 70% des patients de la série. Selon Amri [163], I’'HCS constitue
100% des cas de DSD 46,XX. On remarque que I’hyperplasie congénitale des
surrénales est la plus fréquente des 46,XX DSD dans toutes les séries.

Dans les Trouble 46,XX DSD, le caryotype a été fait pour tous les patients. Ce

dernier était féminin 46 XY dans tous ces cas. Alors que dans la série de Sallahi [158],
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le caryotype était 46,XX chez tous les cas, sauf un, qui présentait une anomalie :
46,XX,-11,-19.

Les données cliniques et le résultat du caryotype a permet d’orienter le
diagnostic étiologique. Ainsi plusieurs explorations paracliniques sont nécessaires
notamment hormonales.

La fiche a été appliquée chez 44% des patients du groupe, I’objectif était de
confirmer les résultats caryotypiques en affirmant I’absence du chromosome Y (les
spots orange correspondent a la région Yp11.3). Le chromosome Y était absent dans
tous les cas.

La MULTIPLEX-PCR SRY est faite pour 56% des patients du groupe. Le gene SRY
était présent chez un seul patient (20%), la théorie dit que 90% des patients atteints
de testicular DSD disposaient de fragments comprenant le gene SRY sur leur
chromosome X, ainsi le diagnostic de male 46,XX SRY-positif testicular DSD) a été

retenu.
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CONCLUSTON
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Les troubles de différenciation sexuelle constituent le résultat d'anomalies ayant
survenues au cours de la différenciation sexuelle de l'individu. Le diagnostic de ces
anomalies nécessite des analyses et des bilans divers, notamment, les analyses
cytogénétiques et moléculaires.

A travers I'étude de 62 cas de patients adressés au laboratoire de génétique
médical et d'oncogénétique du CHU Hassan Il de Fés, on a pu mettre en évidence le
réle de chacun des examens génétiques dans I'établissement du diagnostic, de
I'étiologie et de la démarche thérapeutique de certains troubles de différenciation
sexuelle.

Dans un premier temps on a pu classer les patients en catégories selon leur
formule génotypique, ensuite, grace au caryotype on a pu diagnostiquer certains
troubles de différenciation sexuelle tels que le syndrome de Turner et de Klinefelter.
D'autre troubles ont été diagnostiqués grace a la combinaison avec les résultats
biologiques, cliniques et radiologiques, c'est le cas de I'hyperplasie congénitale des
surrénales. (annexebs)

Ainsi on a pu prendre en charge les patients atteints et leur prescrire les
traitements convenables. Par contre, le diagnostic de certains troubles a été difficile
par cytogénétique seul.

La FISH, de son c6té, a permis de confirmer le résultat du caryotype et de
préciser les proportions du mosaisme (syndrome de Turner et DGM) sur une
population plus large dans un temps court. D’autres diagnostics ont été confirmés
grace a la réalisation de la FISH ; notamment le syndrome triple, le syndrome 2Y et le
chimérisme.

La MULTIPLEX-PCR SRY, quant a elle, nous a permis d'établir une prise en charge
assez compléte pour les patients Turner par élimination du souci de gonadoblastome.

Pour les femmes XY, la PCR a contribué a la compréhension de I'étiologie par
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élimination de certaines hypothéses (tels que la délétion du géne SRY), la PCR a permet
également de confirmer un diagnostic de testicular DSD en notant la présence du gene
SRY avec un caryotype 46,XX.

On a pu déduire a travers notre étude que le résultat de la cytogénétique et de
la biologie moléculaire ne peut étre utile en absence de constatations cliniques,
biologique et radiologiques bien illustrées, et que la recherche d'étiologie nécessite
I'exploration d'autres géenes aussi importants que le géne du déterminisme sexuel.

On conclut finalement, que la génétique et la biologie moléculaire, aussi
spécifique et fiable qu'elle soit, ne permettent pas de prendre en charge les troubles
de différenciation sexuelle sans contribution des autres disciplines. Ainsi, une prise
en charge multidisciplinaire est recommandée (annexe 4).

Afin de présenter la meilleure prise en charge aux patients souffrants de
troubles de différenciation sexuelle, on pourrait explorer d'autres génes aussi
importants que celui du déterminisme sexuel, tels que le gene du récepteur aux

androgenes (AR) et le géne codant pour la 21-hydroxylase.
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RESUME

Le but de ce travail, est de mettre le point sur [I'apport de la

cytogénétique et de la biologie moléculaire dans les troubles de différentiations
sexuelle.

Les troubles de différenciation sexuelle constituent le résultat
d'anomalies ayant survenues au cours de la différenciation sexuelle de l'individu. Le
diagnostic de ces anomalies nécessite des analyses et des bilans divers, notamment,
les analyses cytogénétiques et moléculaires.

Il s’agit d’une étude rétrospective descriptive menée au niveau du laboratoire de
génétique médicale et d'oncogénétique, ce travail concerne 62 patients. Ont été inclus
tous les patients porteurs de trouble de différentiation sexuelle.

Le travail est fondé sur I’exploitation des dossiers cliniques des patients vus
au laboratoire de génétique médicale et d'oncogénétique durant une période comprise
entre septembre 2009 et décembre 2014.

L’age moyen de diagnostic des troubles de différentiations sexuelles est 14,3 ans,
ce qui représente un age tardif de diagnostic avec les difficultés de prise en charge
qui en découlent. Le retard staturopondéral est le signe le plus fréquent, il est retrouvé
dans 32,25 % des cas. Il est généralement associé a d'autres symptémes.
L'aménorrhée, la stérilité, la dysmorphie et le micropénis viennent en second plan.

72,58 % des cas étudiés présentent des troubles de différentiation sexuelle
d’origine chromosomique dont le syndrome de Turner est le plus fréquent. 12,90 %
des sujets étudiés présentent des troubles de différenciation sexuelle 46,XY dont le

déficit en 5 @ réductase est le plus fréquent . 14,52 % présentent des troubles de
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différenciation sexuelle 46,XX dont I’hyperplasie congénitale des surrénales est
I’étiologie la plus fréquente.

On a pu déduire a travers notre étude que le résultat de la cytogénétique
et de la biologie moléculaire ne peut étre utile en absence de constatations cliniques,
biologique et radiologiques bien illustrées, et que la recherche d'étiologie nécessite
I'exploration d'autres géenes aussi importants que le géne du déterminisme sexuel.

On conclut finalement, que la cytogénétique et la biologie moléculaire, aussi
spécifique et fiable qu'elle soit, ne permettent pas de prendre en charge les troubles
de différenciation sexuelle sans contribution des autres disciplines. Ainsi, une prise

en charge multidisciplinaire est recommandée.
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SUIMARLY

The aim of this study is to put the item on the contribution of cytogenetics

and molecular biology in disorders of sexual differentiation.

The disorders of sexual differentiation constitute the result of the deficiencies
that occurred during the sexual differentiation of the individual. The diagnosis of
these anomalies requires various analyzes and assessments, in particular, cytogenetic
and molecular analyzes.

It is about a descriptive retrospective study conducted in the Laboratory of
medical genetics and oncogenetics, this work concerns 62 patients.
All the patients carrying disorder of sexual differentiation were included.

The work is based on the exploitation of the clinical files of the
patients seen in the laboratory of medical genetics and oncogenetics during
a period between September 2009 and December 2014.

The average age of diagnosis of disorders of sexual differentiation is 14.3
years, which represents a late age of diagnosis with health care difficulties that result.
Growth delay is the most frequent call sign; it is found in 32.25% of the cases. It is
generally associated with other symptoms. Amenorrhea, infertility, dysmorphia and
micropenis come in second place.

The chromosomal disorder of differentiation account for 45 % of the studied
cases whose syndrome of turner is most frequent. 12.90 % of the studied subjects
present disorders of sexual differentiation 46,XY whose deficit in 5 « reductase is
most frequent. 14,52 % have disorders of sexual differentiation 46,XX whose

congenital hyperplasia of the suprarenals is the most frequent etiology.
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One could deduce through our study that the result of cytogenetics and
molecular biology cannot be useful in the absence of clinical, radiological and
biological observations good illustrated, and that the search for etiology requires
exploration of other genes as important as the gene of sex determination.

We finally concluded that the cytogenetics and molecular biology, as specific
and reliable it is, does not allow to support disorders of sexual differentiation without

contribution of other disciplines. Thus, a multidisciplinary approach is recommended.
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ANNEXES
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ANNEXE | : Fiche d’Exploitation

I-1dentité

& Nom :

© Prénom :

u Sexe :

% Origine :

o Age :

wEtat matrimonial :
x Assurance :

ll- ATCDs :

lll- Consanguinité :

IV-Motif de consultation :

V-Clinigue :

1/Sexe Masculin :

a Taille :

o Retard pubertaire :

® Taille des testicules :

= Malformation ou ectopie testiculaire :

o Autres malformations génitales :

= Si oui, type de malformations génitales :
n Caractéres sexuels secondaires :

o Infertilité :

X Spermogramme :

a Si anormal :

© Gynécomastie :

® Dysmorphie :

= Si oui, type de dysmorphie :

» Malformation osseuse :

= Si oui, type de malformations osseuses :
® Etat buccodentaire :

© Retard psychomoteur :

n Retard mental :

® Troubles socio-émotionnels :

= Si oui, type de troubles socio-émotionnels :

® Atteinte d’organe :
© Si oui, Type d’atteintes d’organes :

u Atteinte endocrinienne :

1-Masculin 2-Feminin  3-Indéterminé

1- Marié 0-Non marié
1-Assuré  0-Non assuré
1-Sporadique 2-Familial

1-Consanguin  0-Non consanguin

1-Retard statural 2-Normal 3-Haute
1-Oui  0-Non

1-Normal 2-Hypotrophique

1-Oui 0-Non

1-Oui 0-Non

1-Développés 0-Non Développés
1-Oui 0-Non

1-Normal 2-anormal
1-Anomalie de Nombre

1-Oui 0-Non

1-Oui 0-Non

1-Bon 0-Mauvais
1-Oui 0-Non
1-Oui 0-Non

1-Oui 0-Non

2-Anomalie de structure
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= Si oui, type d’atteintes endocriniennes :

2 /Sexe féminin :

© Retard staturo-pondéral :

® Dysmorphie :

= Si oui, type de dysmorphie :

x Retard dge osseux :

® Atteinte d’organe :

u Si oui, type d’atteintes d’organes :
u Troubles endocriniens :

= Si oui, type de troubles endocriniens :
x Retard psychomoteur :

o Retard mental :

x Retard pubertaire :

o Impubérisme :

B Aménorrhée :

n Caractéres sexuels secondaires :
o Régles

o Infertilité :

n Gestité :

o Parité :

1 Troubles socio-émotionnels :

3 /Sexe indéterminé :

o Aspect des organes génitaux externes :

® Bourgeon génital :
u Orifice urogénital :
® Position d’orifice :

= Bourrelets génitaux :

o Testicules palpés :

® Sinus urogeénital :

® Si oui, type de sinus urogénital :
o Retard staturo-pondéral :

» Dysmorphie :

© Atteinte d’organe

® Si oui, type d’atteintes d’organes :
= Probléme orthopédique :

= Probléme endocrinien :

1-Oui  0-Non
1-Oui 0-Non
1-Oui 0-Non
1- Oui 0-Non
1-Oui 0-Non
1-Oui 0-Non
1-Oui 0-Non

1-Développés 2-Non Développés

1-Réguliéres O-lrrégulieres

1-Oui 0-Non
1-Oui  0-Non
1-Oui 0-Non
1-Oui  0-Non

1-Masculin  2-Féminin
1-Petite taille 2-Grande taille
1-Un orifice 2-Deux orifices ou plus.
1-Base du bourgeon  2-Périnéal

1-Striés d’aspect scrotal

2-Lisses évoquant les grandes lévres

3-Combinés
1-Oui 0-Non
1-Présent 0-Absent

1-Muqueux 2-Cutané

1-Oui 0-Non
1-Oui 0-Non
1-Oui 0-Non
1-Oui 0-Non
1-Oui 0-Non
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o Retard psychomoteur :

x Retard mental :

® Troubles socio-émotionnels :

VI-Paraclinigue :

1 /Bilan biologique :
n Testostérone :

& FSH :

®LH:

n Progestérone :

n (Estradiol :

© Prolactine :

2 /Imagerie :

A/ Echographie pelvienne :

B/IRM pelvienne :
VII-Caryotype :

xTechniques utilisées :

X Résultats :
VIlI-Cytogénétique :

© Sonde(s) utilisée(s) :

X Résultats :

IX-_MULTIPLEX-PCR SRY:

X-Diagnostic Retenu :

1-Oui 0-Non
1-Oui 0-Non

1-Oui 0-Non

1- Valeur basse
1- Valeur basse
1- Valeur basse
1- Valeur basse
1- Valeur basse

1- Valeur basse

2-valeur normale
2-valeur normale
2-valeur normale
2-valeur normale
2-valeur normale

2-valeur normale

4-valeur élevée
4-valeur élevée
4-valeur élevée
4-valeur élevée
4-valeur élevée

4-valeur élevée
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ANNEXE |11 : Classification selon lan A. Aaronson et coll.

a, b, c et d : les quatre catégories de troubles de différenciation sexuelle selon lan A.

a b 2

o L
b Lo
| :
O‘UAHITN DsD OVOTESTICULAR DSD
MATERHAL FETAL
l ‘ v L]
GEaT a COMGENITAL PLACEMTAL oEYDD AVOTESTICULAR
mocanon | “ricn’ | wrem |, ame, | SO | e o
o .-/ ."I d /'ff:l
- =
TESTICULAR DSD DYSGENETIC DSD
LEYDIG CELL SERTOLI CELL FERIPHERAL CELL

MULLERIAN DIFCT

]

TURHER 5YHOACME
'
TESTOSTERONE PERSIETANT ANORJGEN MIKED
H oereer T || mrosynTEsts | uiena ougr| |SRECHEISE 2 | nsensmvTy sy BORADAL
DEFECT SYNDROME STHDROME DYSGENESIS

TESTICULAR
DYSGENEEHS

Aaronson et coll.
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ANNEXE |11 : Constitution des reactifs

1/ Réactifs du caryotype :

v Earl:
NaCl
KCI
MgSo4
Glucose
CaCl2
NaH2, PO4
Eau distillée gsp
v Giemsa
Giemsa
Glycerol

Methanol

2/ Réactifs de la FISH :

v 20X SSC
20X SsC pH 5.3
Eau gsp

v 2X SSC
20X SSsC pH5.3

Eau distillée gsp
v 2 XSSC/0.1% NP 40 pH 7
NP40

20X SSC

6.8 9
049
0.1g
lg
0.2g
0.14 g

100 ml

7.59

250ml

750ml

669

250 ml

10 mli

100 ml

100 ml
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Eau distillée 850 ml

Vv 0,4XSSC/0.3% NP40 pH7

NP40 3 ml
20X SSC 20 ml
Eau distillé 950 ml

3/ Réactifs par Extraction d'ADN par sel :

v TE 20/5 : (1L)

Tris-HCI 1M pH 7,6 20 ml
EDTA disodique 0,5 M pH 8 10 ml
H20 distillée

v Solution SLB (Lyse des globules blancs)

Tris-HCI 1 M pH 7,6 10 ml
EDTA disodique 0,5 M pH 8 20 ml

SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) 10% 20 ml
NaCl 5 M 10 ml

Eau stérile

v TE 10/1 : (200 ml)
Tris-HCI 1 M pH 7,6 2 ml

EDTA disodique 0,5 M pH 8 400 pl

4/ Gel d'agarose :

v TAE 50X
Tris-base 242,29
EDTA 0,5M pH =8 100ml
Acide Acétique Glacial 57ml
Eau distillée gsp 1L

v Solution de charge (2 mg/ml) :
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Bleu de bromophénol 200 mg

TRIS-HCI 1M pH 7,6 10 ml
Glycérol 50 ml

Eau distillée qsp 100 mi
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ANNEXE 1V : Prise en charge multidisciplinaire

-Ceelioscopie Sulvi des

QIOSSESSES 4
risque pour
~Chirurgle de 2 dépister et traiter
féminisation et de

masrulinitatinn
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Annexe V : Exemple des résultats de la Cytogénétique et biologie moléculaire
des patents de notre étude.

_EmEa
Ty

LL I L I

Caryotype d’un syndrome de Turner (45,X)
Do on ou N e ¥ 0 K
tn o u u n i Howon owouon o

T L LR U U L

ol

L L :
L1 L L B (1] I

Caryotype d’un syndrome de Turner (45,X/46,XX)

s -
g ¢ TSR T ¥ S
LSO L B D | G

%% é t ¢ te
}_@: ¥R B H B
HoH e N O i
(1 " b i i

Caryotype d’un syndrome de Turner avec isochromosome X (46,X,i(X))
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Caryotype d’un syndrome de Turner (45,X avec translocation X-Y)

S | SN S | A 1

b n -
3¢ 8% 8rr i & 83 &g
g o b a3 & b

Caryotype d’un syndrome de Turner (46,X, der(X) t(X,X)(pter,pter))
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1 | WE v e
U g8 5’ IO [ O 1
1‘ ll lI Ii' ‘u‘ Il-l ii E: EJE ﬁ.E E; E; E E E E

R L e I T T TR T

T S N N TRV 1

n H n n w

oo oo
1IN IR R IR
8 Bk af ¥V d8 ag

W

A% B ad aa b

™ ] H

Caryotype d’un syndrome de Turner (45,X/46,X,i(X)/46,XX)

N w8 u w 15 JR | B L TR 1

CLOR LR LI U TR U T T T L O TR T

UL IR U Y R ¥ N T B "

Caryotype d’une dysgénésie gonadique mixte (45,X/46,XY)
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W % n u

i ] L] L1

] ) ] * (1] i iz

at LY e 38 is Y

1} " {11 1" 1] [E

Caryotype d’un syndrome de Klinefelter (47,XXY)

Caryotype d’un syndrome de Klinefelter + trisomie 21 (48,XXY,+21)
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NN o o wlllon

) BE BE ORE BE 33 Wn P ER KB 88 ue dw R 83

ad B4 4d xx  AF  dse § 2% Bi @B Y B8 a8

L2

-

3% A b o ll ‘ AR &b sa s 1 5 5

Caryotype d’un syndrome triple X + trisomie 18 (48,XXX,+18/47,XX,+18)

.
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I“;I 24 “é B se

Syndrome double Y (47,XYY)
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14
T

Caryotype 46,XX

Caryotype 46,XY
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FISH d'un patient 46,XX

FISH d’un patient 45,XY
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FISH d’un syndrome de Turner (46,X, der(X) t(X,X)(pter,pter))

FISH d’un syndrome de Turner (45,X avec translocation X-Y)
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T M PS5 P4 P1 MT(pb)

2.652

300
350

SRY

Profil d’électrophorése sur gel d’agarose de séquences d’ADN du géne SRY amplifié par PCR

T2 T(1) M(2) M(1) P3{2) P3(1) P2(2) P2(1) MT (pb)
2.652

800
350

SRY1
SRY?2

Profil d’électrophorése sur gel d’agarose de séquences d’ADN du SRY1 et SRY2 amplifié par PCR
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