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Partie théorique



Introduction

Depuis I’antiquité, les hommes s’interrogent sur les mécanismes impliqués dans le
développement du sexe d’un enfant : méle ou femelle. La question généralement posée
est la suivante : qui détient la supériorité ? La terre qui recoit la semence ou la semence
qui fertilise la terre ? (Badinter E, 1986). Il a longtemps été pensé que la femme n’était
qu’'un récipient dans lequel I’homme insérait un enfant microscopique pour qu’il s’y
développe.

Le sexe représente a I’évidence un déterminant essentiel de 1’identité. L’existence de
deux sexes est quasi universelle malgré cela ; le mécanisme de la détermination du sexe

varie considérablement d’une espéce a un autre (Identité sexuelle et expression de I'identité

sexuelle. Commission ontarienne des droits de ’homme).

L’expression de I’identité sexuelle fait référence a la maniere dont une personne
exprime ouvertement son genre. Cela peut inclure ses comportements et son apparence,
comme ses choix vestimentaires, sa coiffure, le port de maquillage, son langage
corporel et sa voix. De plus, I’expression de 1’identité¢ sexuelle inclut couramment le
choix d’un nom et d’un prénom pour se définir (Marro, 1998). Il arrive parfois que le
sexe d’une personne ne peut pas étre défini. Ces individus ne sont ni homme, ni femme.
Heureusement, la venue de la science médicale, de la génétique et de la biologie
moléculaire nous a fait faire un bond incroyable dans la compréhension de ce mystere.
On parle d’anomalies de la détermination sexuelle (DSD) ,lorsqu’on est devant
I’existence d’une discordance entre le sexe génétique et le sexe gonadique, le sexe
biologique et le sexe morphologique. Il s’agit d’un groupe de pathologies complexes.
Les anomalies du développement sexuel (disorder of sex developpemnt :DSD) touchent

environ une naissance sur 10000 (Woodward M, 2010).

Il est trés important de dépister une pathologie de la détermination sexuelle dés le
premier examen, d’une part, parce que certaines d’entre elles exposent a un risque vital,
comme certains blocs de I’hormonogenése cortico-surrénalienne, et & un syndrome de
perte des sels urinaires, d’autre part, toute erreur dans le choix du sexe d’¢élevage peut
avoir des conséquences dramatiques psychologiques et sociales pour le patient et sa
famille.

Ainsi, toute suspicion d’une DSD est considérée comme une urgence qui doit

conduire, a rechercher une étiologie menacante sur le plan vital et, et a choisir le sexe




d’¢levage. Un ensemble d’atteintes dont le degré de gravité et les conséquences sont

variables (Kassis M, 2002).

La prise en charge précoce d’une DSD constitue 1'un des plus grands
challenges entrepris par une équipe multidisciplinaire spécialisée comportant
endocrinologue, pédiatre, généticien et du psychologue, et du chirurgien.

La détermination du sexe obéit a une cascade d’événements et est sous controle de
plusieurs genes dont le gene SRY et de nombreuses hormones. Toute faille ou erreur
dans ces étapes engendrera une discordance entre les organes génitaux externes visible,

internes, et les caractéres sexuels secondaires constituant une DSD.

Le caryotype et la recherche du géne SRY sont d’une grande importance pour la
précision du sexe d’un enfant présentant une ambiguité sexuelle. Par conséquent, tout
laboratoire possédant un thermocycler et un équipement d'électrophorése sur gel peut
effectuer une recherche moléculaire du géne SRY sur du sang périphérique chez ces

patients et de préciser le sexe de I’enfant en 2 a 3 jours.

La rapidité de cette méthode garantit un temps de traitement de I'échantillon beaucoup
plus court et plus attrayant pour les cliniciens référents pour éviter toute erreur
d’attribution de sexe dans lequel I’enfant sera élevé, erreur dont les conséquences

psychologiques et sociales sont trés graves pour le patient et sa famille.

Dans ce contexte, nous avons réalisé ce travail dont les objectifs étaient de :

-Décrire les aspects anatomo-cliniques, paracliniques et thérapeutiques des ambiguités

sexuelles,

-Rechercher le géne SRY chez une famille présentant plusieurs cas d’ambiguité

sexuelle.

-Déterminer le type d’ambiguité sexuelle présente dans cette famille et sa prise en

charge.



I. Définition

L’existence d’une contradiction entre les organes génitaux externes (OGE) qui
est la partie initialement visible, les organes génitaux internes (OGI) et les caractéres
sexuels secondaires constituant ce qu’on appelle : «une ambiguité sexuelle » qui
regroupe un ensemble d’états intersexués de nature et d’intensité variable. Elles
correspondent aux atypies congenitales chromosomiques, gonadiques ou anatomiques
du développement sexuel.

La contradiction totale entre le sexe génétique et le sexe phénotypique
constituant une réversion sexuelle compléte ou un hermaphrodisme vrai (M.Alaoui,
2001). Une contradiction entre les organes génitaux externes et les organes génitaux

internes donne un pseudohermaphrodisme masculin ou féminin (Khezouz A, 2018).
I1. Historique
Le mythe d’hermaphrodite illustre a merveille 1’idée d’étre homme et femme a

la fois. Fils d’hermés et d’Aphrodite, hermaphrodite rencontra la nymphe sal macis qui

séduite par sa beauté se jeta dans ses bras priants les dieux de ne jamais les séparer.
Au 4éme siécle avant JC, Aristote suggéra que le sexe était déterminé par la

température du male au moment de I’acte sexuel. Aristote a émis 1’hypothése que les
femelles sont des males mutilés, dont le développement a été stoppé car la froideur de la
matrice a prédominé sur la chaleur de la semence male .11 a défendu que la femme est

un homme ‘inachevé’ justement a cause de sa froideur.
Cing siecles plus tard. L’anatomiste et médecin Grec Galien mentionna « tout

comme I’espece humaine est la plus parfaite des espéces animales. L’homme est plus
parfait que la femme. La raison de cette perfection résidant dans son exces de chaleur.
Les organes de reproduction se forment dans le feetus mais la formation des organes
féminins ne se poursuit pas a cause d’un défaut de chaleur nécessaire pour qu’ils se

projettent a I’extérieur ».

En 1543, I’anatomiste bruxellois André Vésale considéra que 1’hypothése de
Galien concernant la formation des organes génitaux était exacte, mais il osa émettre

I’idée que la femme avait le méme nombre de cbtes que I’homme.
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Au 17eme siécle, grace aux travaux de Graaf, 1’idée que les femmes
produisaient des ceufs a pu étre congue. Cependant, on ne connaissait pas le role
exact de ces ceufs, ni méme des spermatozoides dans la constitution du descendant.
Il a fallu attendre les travaux du prétre Spallanzani au 18 éme siecle pour accepter
I’idée de la participation des 2 types de gametes dans la création d’un nouvel

individu.

L’année 1890 amorc¢a un nouveau virage lorsque le biologiste allemand

Herman Henking isola le chromosome X. En 1902, Mc Clung, qui travaillait sur les
insectes (Orthopteres et Hémipteres surtout), essaya de montrer que I’environnement

n’influe en réalité pas sur le déterminisme du sexe.
En 1905 Nettie M. Stevens et le professeur Edmund B. Wilson, tous deux

américains, publiérent des observations similaires : chez certains insectes, le sexe est
déterminé par la présence d’un petit chromosome chez le male et d’un grand en

I’occurrence X, chez les femelles.

An 1912 Diffenbach, un généticien américain remarqua le caractére

héréditaire des troubles. Puis Barr en 1949, définit la chromatine sexuelle.

En 1950, Jost fit d’importants travaux sur le mécanisme de déterminisme des

sexes gonophoriques internes et externes.

En 1953, Morris fut le premier a utiliser le terme de féminisation testiculaire.

Il rapporta une description détaillée de ce syndrome a propos de 81 cas.

En 1956, Tijo et Levan ont appliqué la méthode de détermination du caryotype.

En 1966, Mauvais et Jarvais réalisérent d’importants travaux sur la pathogenie

du testicule féminisant.



I11. Embryologie et physiologie de la différenciation sexuelle
111.1. Organogenése génitale
111.1.1. Formation des gonades

A la fin de la 4éme semaine de la vie intra utérine apparait sur la face
antéro-interne du mesonéphros ou rein primitif , un épaississement de I'épithélium
ccelomique représentant les crétes génitales (M.Alaoui,2011). Ces ébauches gonadiques
neutres se présentent sous la forme de 2 invaginations longitudinales. La gonade
embryonnaire apparait au cours de la 5°™ semaine du développement. Elle est
constituée d'un élément somatique mésodermique et d'un élément germinal (M. Alaoui,
2011).

A la fin de la 6°™ semaine, les gonocytes primordiaux vont gagner les crétes
génitales. Leur migration est dirigée par la sécrétion de substances chimiotactiques par
les crétes. De plus, pendant la colonisation des crétes génitales par les gonocytes, on
assiste a la prolifération de I'épithélium ccelomique. Ce qui entraine la formation des

cordons sexuels primitifs en contact avec la surface épithéliale (Bargy F, 2008).

Sous I’influence de nombreux genes et d’hormones, les tubes séminiféres sont
visibles a la septiéme semaine (9SA) et les ovocytes a la huitieme (10 SA). Durant cette
période, des lésions peuvent survenir soit par un accident de croissance, soit par un
dysfonctionnement du processus de développement. A ce stade, la séreuse péritonéale
descend jusqu'au niveau des bourrelets génitaux pour former le processus vaginal au
long duquel migrera la gonade du fait de la croissance différentielle du pdéle caudal
(Hani Ghassan Abousalah 2011).

111.1.2. Evolution des gonades

Bien qu’il s’agisse d’organes distincts (El zaiat, 2015), les voies génitales
internes indifferenciées sont identiques quel que soit le sexe et ont une origine
embryonnaire commune. Elles sont constituées d'un double systéme de canaux pairs et
symétriques : d'une part les canaux de Wolff et d'autre part les canaux de Muller
(M.Alaoui, 2011).

Ces canaux forment les gonoductes. Ils viennent se déverser au niveau du
cloaque, formé de l'allantoide ventralement et de l'intestin caudal dorsalement. Le

cloisonnement du cloaque s'effectue progressivement entre la quatrieme et la huitieme
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semaine. Ce qui rapproche les gonoductes de la ligne médiane (Hani Ghassan
Abousalah ,2011).

Au 30°™ jour, apparaissent les bourgeons urétéraux qui sont issus des canaux de
Wolff. lls induiront la formation du rein définitif et seront a l'origine du systéme
excréteur de l'urine (M. Alaoui, 2011).

L'apparition du métanéphros (rein définitif) et la disparition du mésonéphros (9-
10 SA) laissent au canal mésonéphrotique (Wolff) un caractere purement gonoductal
chez le méle. Ces deux systemes canalaires coexistent tant que la différenciation

gonadique n'est pas achevée dans tous les embryons.

Entre la huitieme et la douziéme semaine (10-14 SA), sous une influence
hormonale, il est observe la fusion des canaux para-méso-néphrotiques sur la ligne
médiane et la régression des canaux méso-néphrotiques dans I'évolution féminine, et la
disparition ou transformation des canaux de Miller dans I'évolution masculine. Les
trompes, l'utérus et le vagin proviennent de la fusion millérienne par contre I'appareil
vésiculo-déférentiel est d'origine wolffienne (Hani Ghassan Abousalah 2011)
(Capucine, 2016).
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Figure 01 : La différenciation sexuelle chez I’étre humains (Boudechiche
Khadidja, 2015)




I1.1.3. Evolution de I’appareil copulatoire

Le bourgeon génital, les bourrelets génitaux et les replis génitaux encadrent et
limitent un infundibulum génital qui se situe juste au-dessous du sinus urogénital lors du
développement du pole caudal. Au cours du stade indifférencié, la transformation de
ces structures se fait en parallele avec le cloisonnement du cloaque. L'appareil
copulatoire effectue sa différenciation masculine ou féminine entre la huitiéme et la
douziéme semaine (10-14 SA) (Hani Ghassan Abousalah 2011).

La différenciation des voies génitales externes débute au 3°™ mois
(M.Alaoui,2011). Chez un homme, la production de I'hnormone testiculaire prénatale
antimallérienne (AMH) par les cellules de Sertoli induit la régression des structures
Muillériennes «les trompes de Fallope, 1’utérus et la partie supérieure du vagin » et

induit la production de testostérone par les cellules de Leydig.

La formation des structures sexuelles méales internes, comme 1’épididyme, les
canaux déférents, les vésicules séminales et le canal éjaculateur est induite par la
testostérone (Boudechiche Khadidja, 2015). Sous I’effet de la testostérone transformé
par la 5 alpha réductase en dihydrotestostérone, le tubercule génital s’allonge entre la

8°™e et la 14°™ semaine, pour former le pénis (Boudechiche Khadidja, 2015).

Parallelement, les replis genitaux limitant la fente urogénitale fusionnent pour
donner l'uretre pénien. Le raphé pénien témoigne a la face inférieure du pénis, d'une
fusion normale des replis génitaux. Les bourrelets génitaux sont a I'origine du scrotum
ou les testicules, venus de la région lombaire mésonéphrotique sont mis en place a la
32°™ semaine (M.Alaoui, 2011).

Chez la femme, en 1’absence de dihydrotestostérone et de AMH, le tubercule
génital devient le clitoris, les replis urogénitaux forment les petites levres et les
bourrelets génitaux forment les grandes levres. Les canaux Mulleriens ne régressent pas
et se développent en tractus génital féminin : utérus, trompe et la partie supérieure du

vagin (Francoise, 2003).

Leur extrémité caudale entre en contact avec le sinus urogénital qui se différencie
et forme le tiers inférieur du vagin. Le mésonéphros régresse passivement en 1’absence

de testostérone (Francoise, 2003).
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Figure 02 : développement de I’appareil copulatoire (Francoise, 2003).
111.2. Physiologie de la différentiation sexuelle
111.2.1. Le sexe génétique ou chromosomique

Le sexe genétique ou chromosomique (XX ou XY) est déterminé au moment de
la fécondation. Il repose sur le chromosome sexuel X ou Y apporté par le
spermatozoide, et sélectionné pour la fécondation par I’ovocyte. Deux propositions sont

possibles :

Les ovocytes comportent tous 23 chromosomes dont un chromosome X (on dit

qu’ils sont [23, X]) alors que les spermatozoides sont soit [23, X] soit [23,Y].

* lorsqu’ il s'agit d'un chromosome X qui est sélectionné donc l'embryon sera

une femelle.

* lorsque il s'agit d'un chromosome Y qui est sélectionné, I' embryon sera un male
(El zaiat,2015).

o Ovocyte [23, X] + Spermatozoide [23, Y] — 46, XY = sexe masculin
o Ovocyte [23, X] + Spermatozoide [23, X] — 46, XX = sexe féminin
Soit le spermatozoide fécondant comporte un chromosome Y sur lequel figure le
géne SRY (sex determining factor) qui a été identifié au testis determining factor (TDF)




qui est le signal déclenchant la formation des testicules et par 1’activation d’une cascade

d’autre geénes transformera 1’étre en male .

Le chromosome sexuel permet [’accés des récepteurs aux androgenes. Les
autosomes assistent au développement sexuel harmonieux. Ils contrélent
particuliérement les enzymes de la biosynthése de la testostérone et de la transformation
de la testostérone (T) en dihydrotestosterone (DHT), par I’intermédiaire de la 5 alpha -
réductase (Mamad , 2008).

Dans le cas contraire lorsque le spermatozoide apporte un chromosome X qui ne
contient donc pas le géne SRY et donc I’étre en cours de développement sera une

femelle.

Le chromosome Y n’a donc pas d’autre fonction que la détermination du sexe. Et
quel que soit le nombre de chromosomes X présents, I'existence d'un seul chromosome

Y entraine toujours un phénotype méale (Boudechiche K,2015).

111.2.2. Le sexe gonadique et évolution des gonades

L’appareil génital est mis en place lors du développement embryonnaire. Les
gonades génitales commencent a se former durant la 5éme semaine du développement
embryonnaire sous forme de masses indifférenciées. Ce phénomeéne est sous le controle
de plusieurs genes et hormones, en relation avec les chromosomes sexuels présents. Le
début de ce développement est commun aux deux sexes.

Les cellules germinales primordiales sont bipotentes et peuvent s’engager soit vers

la spermatogenese soit vers ovogenese selon la nature de leur environnement.

Une cascade de genes intervient dans un ordre chronologique précis et contribuera a la
différenciation d’une gonade primitive vers la structuration anatomique d’un ovaire ou
d’un testicule (Boudechiche K, 2015). Sur tout chromosome Y, est présent un gene
responsable de la masculinité. Ce géne se nomme SRY (Sex determining Region on Y
chromosome). Ce géne code pour la protéine TDF (Testis Determining Factor) dont le
role est d’activer de nombreux geénes dont I’action combinée aboutit a la différenciation

des gonades en testicules.

L'expression du gene SRY dans la gonade méle entraine toute une série d'événements :
d'une part I'activation de genes testicule-spécifiques mais également la migration et la
9




prolifération cellulaire engageant la gonade dans la voie de différentiation testiculaire.
En présence d'un chromosome Y porteur du géne SRY, la gonade bipotente se
différencie en testicule, produisant de I'hormone antimillérienne (AMH) puis de la
testostérone a 1’origine du développement des canaux de Wolff qui se différenciant en
épididyme, canaux déférents et vésicules séminales et son dérivé la 5 alpha-
dihydrotestostérone entraine la différentiation du tubercule urogénital en pénis et
scrotum (Boudechiche K, 2015).

Une fois ces evénements accomplis, les cellules de Leydig vont commencer a exprimer
les génes impliqués dans la stéroidogenése mais les cellules germinales primordiales

restent bloguées au stade de pro-spermatogonies.

En I’absence du chromosome Y, il n’y aura pas de production de la protéine TDF car les
chromosomes X ne portent pas le géne SRY. Ainsi donc, a ma fin de la 8™ semaine de
gestation, les gonades indifférenciées se transforment en ovaires. , les canaux de Muiller
persistent et se développent en constituant les trompes de Fallope, 1’utérus et la partie
supérieure du vagin. Les cellules germinales primordiales entament quant a elles leur
méiose (Boudechiche K, 2015).

111.3. Le sexe phénotypique ou somatique
111.3.1. Tractus geénital
111-3-1-1. Tractus genital masculin :

L'appareil reproducteur masculin est composé de deux testicules (ou gonades
males), des voies excrétrices (canaux efférents, épididymes, canaux déférents)
permettant la sécrétion des spermatozoides vers l’extérieur, des glandes annexes
(vesicules séminales, prostate et glandes de Cowper) sécrétrices du liquide qui permet
de constituer avec les spermatozoides le sperme et du tractus uro-génital formé par
I'urétre (prostatique, périnéal et pénien) qui s'ouvre a I'extérieur par le méat urinaire.
L’appareil reproducteur a pour role la production du sperme et son dép6t dans les vois

génitales femelles ou se réalise la fonction de fertilisation (Barone, 1978).
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Figure 03 : appareil génital de I’homme (Barone, 1978)

111-3-1-1-1 Le testicule :

Les testicules sont des glandes ovales paires qui mesurent 5 cm de long et 2,5 cm
de diametre. Chaque testicule pése de 10 al15 g (Tortora ,2007), leur surface est lisse de
coloration blanchéatre avec une grande sensibilité (Michel, 2015). Les testicules sont
situés en annexe de la verge, a I'extérieur de la cavité pelvienne dans une poche entourée
d'une peau plissée appelée "scrotum™ . lls sont directement entourés d'un tissu conjonctif
solide et protecteur appelée "albuginée™ (Nedjma, 2013).

Le testicule joue un role de la puberté (13 ans-14 ans) a la vieillesse ils produisent :
-les spermatozoides (cellules sexuelles).

-la testostérone (hormone sexuelle méle) (Frangoise et al, 2002).

vessie

\.. Vésicules séminales

prostate.........\..........

Urétre .-eeeeon /., ..J..Colon
pénis ./ ..... Canal deférent
... Epididyme
Testicule
Gland ..
prépuce.\ --- Bourse

APPAREIL GENITAL DE L'HOMME (Coupe de profil)

Figure 04 : le testicule (Nedjma, 2013).
111-3-1-1-2 Les voies génitales

-L'épididyme
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L'épididyme est un organe en forme virgule d'environ 4 cm de long (Tortora,
2007) plaqué sur l'arriere de testicule, reliant les canaux efférents (a la sortie du
testicule) au canal déférent. 1l est divise en trois parties : la téte , le corps et la queue.

La paroi de ce tube est entourée d'une mince couche de fibres musculaires lisses

dont la contraction permet le transit des spermatozoides (Kamli ,2016).

C‘est dans 1'épididyme que se produit la maturation des spermatozoides (Tortora,

2007).
-Canal déférent :

Le canal déférent a un mesure 45 cm de long et 2 mm diamétre de forme
cylindrique (Michel,2015) ; il permet d’acheminer les spermatozoides de 1’anse
épididymo-déférentielle jusqu’a la prostate en se terminant par I’ampoule différentielle

participant ainsi a I’¢laboration du sperme. Il est formé de 3 couches :
-la muqueuse mince

-la musculeuse épaisse

-I'adventice (Houri,2016).

Le canal déférent est sous-péritonéal et s'abouche dans l'urétre ou il se termine par
I'ampoule différentielle. Cette ampoule sert de réservoir aux spermatozoides entre les
éjaculations (Francoise,2002).

111-3-1-1-3 Les glandes annexes
-Les vésicules séminales

La vésicule séminale c'est une structure paire contournée en forme de sac (Tortora
et Derrickson ,2007) d’une dizaine de centimetres de long et de 2 a 4 centimétres de
large. Elles pesent environ 60 grammes. Les veésicules séminales sont logées dans le
tissu conjonctif rétropéritonéal. Toutefois leur partie craniale est libre et trés Iégerement
mobilisable (Marzouk, 2017).

Elle délimite deux réservoirs musculo-membraneux dans lesquels s’accumulent
leurs secrétions entre les éjaculations (Everchoune R, 2017). Elle secrete un liquide
alcaline visqueux renfermant du fructose (Tortora, 2007). Ce liquide appelé le liquide

séminal entre dans la composition du sperme (Francois et al., 2003).
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La prostate :

La glande exocrine la plus volumineuse de I’appareil urogénital masculin est la
prostate (Abderrahmane, 2017). Elle mesure environ 4 cm d'un c6té a l'autre ,3 cm de
haut en bas et 2 cm de I'avant vers l'arriére (Tortora, 2007). Elle est située au croisement
des voies génitales et urinaires. Et est entourée par des pédicules vasculo-nerveux
participant a la réponse sexuelle masculine (Abderrahmane, 2017). La prostate se

compose de 3 parties :

la zone périphérique

la zone transitionnelle

la zone centrale (Edery, 2018).

La prostate joue un réle dans la sécrétion du liquide prostatique qui ajouté a celui
produit par les vésicules séminales sert au transport et a la nutrition des spermatozoides.

Le sperme est I'ensemble de tous ces composants (Francoise et al ,2003).
-Les glandes de Cowper :

Ce sont deux petites glandes de 3 a 4 mm (Francoise, 2003) situées a la jonction

del’uretre membraneux et pénien (L'évéque, 2003). Elle sécrete un liquide albumineux

transparent. L'érection comprime les glandes de Cowper, favorisant ainsi 1’élimination

de leur contenu lors de 1’¢jaculation (Alimant, 2010).

111-3-1-2: Tractus génital féminin :

L'appareil génital féminin joue un role dans 1’élaboration des gamétes et des

hormones sexuelles. Il est le siége de la fécondation, de la gestation (Poissonnier, 2009).
L'appareil génital féminin est compose :
-des ovaires

-des trompes
-de l'utérus

-du vagin (L'évéque, 2003).
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Figure 05 : I’appareil génital de la femme (L'évéque, 2003).
-Les ovaires :

L'ovaire est une glande sexuelle paire. C'est le lieu de production des ovocytes et
de la sécrétion des hormones sexuelles. L’ovaire est un organe ovoide, long de 35 mm,
large de 15 a 20 mm, épais de 10 a 15 mm selon un diameétre antéropostérieur chez la
femme en période génitale (Benser,2014). 11 est constitué d’une zone centrale en liaison
avec le hile, la médulla, et d’une zone périphérique, le cortex, qui peut représenter les

deux tiers de I’organe chez la femme adulte (Diarra, 2019).

L'ovaire joue un réle de la puberté (de I'age 11 ans jusqu'a la ménopause de I'age

48 & 52 ans) dans la production :
-des ovules qui sont considérées comme les cellules sexuelles

-des cestrogenes et la progestérone qui sont des hormones sexuelles (Frangoise et

al., 2002).

FoSicute Follicute Follicute
rirmordial  prmaire  secondaire
Fomicule

Corps afbicans Cwvulation
Corps jaune

Owaire normal

Figure 06 : coupe d’un ovaire (Chaine C, 2019)
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-Les trompes :

La trompe de Fallope située de part et d'autre de l'utérus (Tortora, 2007) est un
conduit musculo-membraneux pair ; elle permet le passage des gametes et leur chambre
de fécondation. Il fait communiquer par le biais de son canal les cavités utérines et

péritonéales (Fogang, 2013).

Chaque Trompe de Fallope contient les quatre parties suivantes : le pavillon
I'ampoule, I'isthme et la partie interstitielle (michal, 2015).
-L'utérus :

L'utérus est un petit organe qui a la grosseur et la forme d'une poire inversée. Il
est situé dans le bassin de la femme, entre la vessie et le rectum (Sextone,2006) leur

taille est variée selon les étapes de la vie sexuelle de la femme :

Chez une femme qui n’a jamais été enceinte, il mesure environ 7.5 cm de long, 5
cm de large et d'épaisseur

Chez une femme qui a déja enfanté, il est plus gros.

Plus petit chez une femme dont la sécrétion des hormones sexuelle a diminuée
(atrophié) (Tortora, 2007). L'utérus contient de 3 parties :

-Le corps

- L'isthme

- Le col (Michal, 2015).
Les role de l'utérus:

- Organe de la grossesse

- La nidation puis le développement

- La destruction de la muqueuse utérine constituera le sang des menstruations en
Absence de grossesse (Francoise, 2003).
-Le vagin :

C'est un conduit musculo-membraneux, de 7 a 9 cm de long, qui s’étend de
I’utérus au vestibule de la vulve, ’extension de sa paroi lors du coit et le passage du

feetus lors de I’accouchent grace a la grande ¢lasticité de sa paroi (L'évéque, 2003).
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Le vagin se termine en bas en s'ouvrant dans la cavité vulvaire par un orifice

partiellement obturé chez la fille vierge par un repli muqueux appelé ’hymen (Michal,

2015).

111.3.2. Organes génitaux externes

111-3-2-1 Organe masculin :

Les organes genitaux externes situés entre les cuisses et I'arche du pubis (Fatagom,
2018) sont situes de :

- Pénis

- Scrotum (Elaine, 2008).
111-3-2-1-1- Le pénis :

Le pénis est aussi appelé la verge c'est un organe génito-urinaire, il permet a

I'hnomme d'uriner et aussi il est considéré comme un organe copulateur (francoise,
2003). Le penis est destiné a déposé les spermatozoides dans les voies génitales de la

femme (Elaian,2008). Il est constitué par des organe érectile entouré par des enveloppes

les mesure de la verge sont variées selon les cas :

-A 'état de flaccidité, 9 cm de long et 9 cm de circonférence,

- A I'état d'érection : 13 cm de long et 12 cm de circonférence (khalide,2012) ; le
pénis comprend un corps mobile qui se termine par une extrémité renflé le glande du
pénis (Elaiane,...). Ce dernier est recouvert par le prépuce qui est c'est une petite peau
mobile. Le tissu qui le constitue est appelée : tissu érectile. Il a la particularité de

pouvoir de gonfler de sang (frangoise ,2002).
111.3.2.1.2. Scrotum :

Scrotum est la couche extérieure du testicule constituée d'une peau mince et
particulierement extensible (Aznague, 2011) divisée en deux moitiés et est accroché a
I'extérieur de la cavité abdominale entre les jambes et au niveau de la racine de pénis,
elle présente de nombreux plis transversaux dus a la contraction des fibres musculaires
du dartos .1l est subdivisée par une cloison conjonctive qui s'appelle le septum du
scrotum, la thermorégulation du testicule se fait par le dartos avec le scrotum (Maataoui
,2010).
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111.3.2.2 . Organes féminins :

Les organes génitaux féminins externes visibles représentes par : la vulve
(Lejeune, 2011) qui comprend : le vestibule , L'nymen, les petites levres , le clitoris, le

méat urinaire , les grandes lévres, Le sillon génito-crural et le périnée (Corre,2012).
-Le vestibule

C’est le point central de la vulve et qui est considéré comme 1’ouverture qui fait
le lien avec les organes génitaux internes (Corre, 2012).

-L'hymen

L’hymen c’est le membrane qui existe juste chez la fille vierge (Francoise,
2002) et qui se trouve a I’extrémité inférieure du vagin. Il sépare la cavité vaginale de

la vulve (Lejeune ,2011).
- Les petites levres

Les petites levres sont des replis cutanéomuqueux contenant des glandes
sudoripares sébacées, elles sont dépourvues de poils (Frangoise, 2003). D’aprés une
étude la largeur moyenne des petites levres est de 2.5cm sachant qu’elle présente une
grande variation qui peut aller de 7mm a 25 cm (Charalambos, 2013). Les petites lévres
dérivant des mémes tissus embryonnaires donnant la partie spongieuse de 1’urétre chez
I’homme (Elaine, 2008).

-Le clitoris

C’est un organe tres sensible situé au niveau de 1’extrémités antérieures des deux
petites lévres (Lejeune,2011). 11 est homologue du pénis chez I’homme et compose de

tissus érectile qui se gonfle de sang lors de 1’excitation sexuelle (Elaine,2008).

-Le méat urinaire

Le méat urinaire est s’ouvre au niveau de la fente de la vulve (Hoellinger, 2017)

Méat urinaire

Figure 07 : Méat urinaire (Bernad, 1.2020).
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-Les grandes levres

C’est une peau rose et humide. Elle contient des poils de chaque cété de la vulve
(El Houssi, 2011). Les grandes lévres sont riches en tissus adipeux ,glandes sébacées et
en glandes sudoripares aporines , et une structure homologue du scrotum chez I’homme
(Tortora , 2007).

-Le Sillon génital-crural
-Le périne

Le périné est I’ensemble des parties moelles qui ferment en bas 1’excavation
plavienne (HUGOT, 2011), la disposition est comparable a celle du périné de ’homme ,

Il est composé de deux parties:
Le périnée antérieur : est qui s’appelle aussi uro-génital,

Le périnée postérieur : anus avec I’orifice de I’anus (MICHEL, 2015).

La vulve

clitoris grandes
i levres
orifice )
urétral + petites
orifice levres
vaginal glande de
périnée Bartholin
(B)——————————e anus

Figure 08 : I’appareil génital externe de femme (Fanny R, 2010)
IV. Les différents génes intervenant dans le déterminisme du sexe
I. 1. Les génes impliqués dans le déterminisme de ’ovaire

La différenciation de I’ovaire a été considérée pendant plusieurs décennies
comme un processus passif, se mettant en place par défaut puisqu’aucun gene-clé de
la différenciation ovarienne, homologue a sex determining region Y (SRY) pour le
testicule, n'ait été décrit chez la femme. Des études récentes ont cependant montré
une cascade génetique comportant des genes anti-testiculaires, ainsi que des genes

pro-ovariens conduisant a la différenciation de la gonade bipotentielle en ovaire
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comme les génes WNT4, R Spondinel (RsPO) , FOXL2 et DAX1 (Adrienne Baillet,
2011). Et c’est ainsi que la détermination des cellules somatiques de I’ovaire est
sous le contrdle de deux voies majeures, I'une régulée par le facteur de transcription
FOXL2 avec ou sans les cestrogénes selon les espéces, et celle de la voie B-caténine
(Rspol,Wnt4, B-caténine). Ces deux cascades geniques agissent simultanément sur

I’activation de la voie femelle et I’inactivation de la voie male.

Une nouvelle étude vient de demontrer le role de Sf1 dans la différenciation de
I’ovaire en activant 1’expression de Wnt4 et FoxI2 (Combes et al., 2010). Sf1 ou NR5A1
(Steroidegenic factor 1), un récepteur nucléaire dont le ligand n’a pas encore été
identifié. Sf1, en plus de son réle dans la formation des gonades, contréle la synthése de
nombreuses hormones stéroidiennes au cours du développement embryonnaire, d’ou sa
localisation dans de nombreux tissus ayant une activité endocrine : les gonades, les
glandes surrénales, I’hypophyse et I’hypothalamus (Ingraham , 1994 ; lkeda , 1995 ;
Luo, 1995).

2. Les génes impliqués dans le déterminisme testiculaire et principalement le
Geéne SRY

Il existe des dizaines de génes impliqué dans le développement précoce des
gonades chez 1’homme, y compris le principal déterminant du sexe masculin qui est le
géne SRY (Valard F, 2002) porté par le chromosome Y. Le géne SRY est un initiateur
des stades précoces du déterminisme testiculaire (Ravel C, 2004).Tous ces genes codent
pour des facteurs de transcription et tous les produits de ces genes sont sensibles a la
dose : une carence individuelle ou une duplication de ces génes entraine une inversion

du sexe chez les hommes (Vialard F, 2002).

Le géne SRY est un gene dominant; il code une protéine nécessaire a la
détermination testiculaire c’est le Facteur du Déterminisme Testiculaire ou TDF.En
I’absence du TDF, le développement ovarien se met en place et le phénotype femelle est
obtenu.Trois génes du chromosome Y codant pour des molécules aux expressions et

fonctions tres différentes se sont successivement vus attribuer ce role : HY, ZFY et SRY.
IV.2.1. Le géne H-Y

Le géne HY code pour un antigéne du groupe sanguin HY.Il a été proposé comme

TDF en 1970.En fait, on s’est vite apercu que les males XX n’exprimaient pas HY.
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L'antigene HY ou antigéne d'histocompatibilité est une molécule glycoprotéique,
découverte en 1955. Il a été déterminé lorsque les greffes de peau des donneurs males
étaient rejetées par des receveuses femelles non histocompatibles.

D’autres données génétiques attribuerent un role a H-Y dans 1’expression du

phénotype méle.
Ces hypotheses furent remises en question pour les raisons suivantes :

- La séparation physique du locus H-Y (bras long du chromosome Y humain) et du

locus TDF (bras court du méme Y).
- L’antigéne H-Y est détecté chez les femmes normales fertiles.

- Mc Laren et collaborateurs ont pu sélectionner une lignée de souris dont les males

n’expriment pas cet antigene.

IV.2.2. Le géne ZFY

Le géne ZFY (Zinc Finger Y), qui a été localisé par Page et coll. sur le bras court
du chromosome Y en 1987, avait de nombreuses caractéristiques attendues du géene de
la détermination sexuelle ; il s’exprime dans les gonades males des souris avant la
détermination gonadique et est trés conservé dans 1’évolution. Par ailleurs, il code pour
un facteur de transcription a doigt de zinc pouvant controler 1’expression d’autres génes
impliqués dans la différenciation testiculaire (Leroux I, 1999). Divers arguments ont pu
écarter ZFY dans cette fonction de détermination du sexe. On s'oriente plut6ét pour un
role au cours de la spermatogenese de la protéine ZFY. Il a fallu attendre 1989,
lorsqu’une nouvelle catégorie, d'hommes a caryotype 46, XX a pu étre décrite. Certains
d'entre eux ne sont en effet porteurs que d'une fraction minimale de chromosome Y sur
leur chromosome X d'origine paternelle. Cette fraction limitée a 35 kb qui exclut le géne
ZFY, suffit donc pour engendrer le développement testiculaire que nous qualifierons de

somatique. TDF doit obligatoirement s'y trouver localisé.

IV.2.1. Le géne SRY

Le géne SRY est localisé sur le chromosome Y. Il code pour la protéine TDF
(Testis Determining Factor) qui détermine la formation des testicules au cours de

I’embryogenéese des mammiferes (Denny P, 1992).
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Glycoprot%C3%A9ine

C’est un gene a copie unique. Il a été¢ localisé par hybridation in situ (FISH).

(fernandez R, 2002).

IV.2.1. La découverte du géne SRY

Les chromosomes sexuels ont été découverts en 1921, tandis que le réle
de ces chromosomes dans la détermination du sexe remonte aux années 1960 en
observant des individus présentant des caryotypes anormaux « turner XO et Klinefelter
XXY ».La différenciation des gonades en testicules dépend du chromosome Y
indépendamment du nombre de chromosomes X. Cependant, le facteur du déterminisme
testiculaire, codé par un géne sur le chromosome Y, c’est-a-dire le TDF (testis
déterminant factor) a longtemps été insaisissable, ce n’est qu’ en 1985 qu’il a été
identifié par I’analyse de d’ADN d’une femme ayant un caryotype 46,XY et de trois
hommes ayant un caryotype 46,XX (Barbaux S, 1995).

Le séquencage et le clonage de I’ADN de ces individus ont permis d’isoler une

partie du chromosome Y impliquée dans la détermination du sexe.

IV.2.2. Organisation du géne SRY

SRY est un gene situé dans la partie terminale du bras court du chromosome Y, a
proximité de la région pseudo-autosomique. Ce géne, constitué d'un unique exon, est
composeé d'une phase ouverte de lecture de 669 paires de bases. Il code pour une
protéine longue de 223 acides aminés qui possede un domaine central conservé par
rapport a son homologue murin et dans d'autres espéces.

Cette protéine appartient a la famille des protéines a domaine HMG, qui est un motif
protéique de liaison a I’ADN. Ce domaine HMG occupe une position centrale sur le
géne SRY. Il a un role crucial dans I’activité de SRY, comme en témoignent les
différentes mutations retrouvées chez les femmes XY, qui se situent a son niveau (une

seule mutation décrite en dehors de la boite (I. Leroux, 1999).

IVV.2.3. Expression du gene SRY

L’expression du géne SRY correspond a la période de détermination du sexe et
est exprimée dans les cellules somatiques des bords des organes génitaux masculins. Le
facteur de transcription codé par le gene SRY (représenté par une protéine composée de
204 acides aminés) possede un domaine HMG « groupe a haute mobilité » (renfermant

environ 80 acides aminés qui lui permet de se lier a ’ADN en lui traduisant une

21




courbure. Cette modification de la formation de la chromatine aura un role en
permettent 1’assemblage et ’interaction des facteurs de transcription en stimulant
I’expression d’autres genes qui stimulent la formation des testicules et d’autres structure
reproductrices males. Cependant , les génes cibles SRY restent a ce jour inconnus et

leur mécanisme d’action exact n’a pas été élucidé (Brennan J et al .2004).

IV.2.4. La protéine SRY

La liaison du domaine HMG a I’ADN se fait par ’intermédiaire d’une
séquence d’oligonucléotides bien définie (AACAATG). Elle est responsable d’une
altération de la géométrie de I’ADN, avec torsion des doubles brins, qui pourrait étre a
I’origine de la régulation de la transcription d’autres geénes. Par cet effet de torsion, SRY
rapprocherait des facteurs protéiques et des séquences d’ADN jusque-la séparés,
permettant la réalisation d’un complexe multiprotéique transcriptionnel (Barbaux S,
1995).

La protéine SRY humaine se lie a I’ADN double brin par I’intermédiaire de la

séquence 5S’A/TAACAAA/T3’ via son domaine HMG. Cette boite HMG se lie a ’ADN
au niveau du sillon mineur.
Elle est responsable d’une altération de la géométrie de I’ADN, avec une torsion des
doubles brins, qui pourraient étre a 1’origine de la régulation de la transcription d’autres
génes. Par cet effet de torsion, SRY rapprocherait des facteurs protéiques et des
séquences d’ADN jusque-la séparés, permettant la réalisation d’un complexe multi-
protéique transcriptionnel (Barbaux S, 1995).

La fonction précise du repliement causé par I’action de la protéine n’est pas
connue, mais il a été proposé que le repliement établirait une structure particuliére dans
I’ADN de la chromatine. En effet, une étude sur la chromatine a démontré que SRY
était capable de déplacer un nucléosome sur le promoteur fra-2 (Ng KW ,1997).

Etant donné que la protéine SRY est présente dans le noyau des cellules germinales, ce
gene permet non seulement la différenciation gonadique male, mais possede également

d’autres fonctions (Jauzien F, 2001).

IV1.2.5. Régulation de I’expression du géne SRY

La spécificité spatiale et temporelle de I’expression de SRY implique des
mécanismes précis de régulation. Ainsi, 1’étude du promoteur du géne SRY a pour but

d’identifier les facteurs assurant cette régulation. Les facteurs les plus impliqués sont :
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SF1 « steroidogene factor 1» est un facteur de transcription faisant partie de la
superfamille des récepteurs nucléaires possédant un domaine de liaison a ’ADN en
doigt de zinc dans sa portion N-terminale ainsi qu’un domaine de liaison aux ligands en

C-terminale. 1l semble donc que SF1 soit requis pour I’expression de SRY humain.

Spl, un facteur de transcription ubiquitaire impliqué dans la régulation de

plusieurs génes et qui reconnait les séquences consensus riches en GC.

Il a été démontré que Spl pouvait se lier aux éléments consensus présents sur le
promoteur SRY humain a -150 pb et -130 pb (Desclozeaux M 1998) et que SF1 pouvait
se lier au site consensus a -315 pb (de Santa BP 2001)

WT1 (Wilms Tumor 1) est exprimé dans les mémes lignees cellulaires que le géne
SRY. Une équipe a étudié I’effet de WT1 sur I’expression du géne SRY humain dans la
lignée cellulaire NT2D1, une lignée humaine de tissus testiculaire. L’expression
endogene de SRY est augmentée lors de la transfection stable d’un vecteur d’expression
contenant la séquence codante pour I’isoforme WT1 (-KTS), mais reste au méme niveau
avec un vecteur codant pour I’isoforme WT1 (+KTS). L’activation du promoteur de
SRY par WT1 (-KTS) requiert la présence d’un élément de liaison consensus se trouvant

vers -78 a -87 pb par rapport du codon initiateur ATG (Brennan J, 2004).
1V.2.6. Mécanismes d’action du géne SRY

Les génes cibles de SRY restent néanmoins a ce jour encore inconnus et son
mécanisme d'action précis n'est pas encore élucidé. Aussi est-il important de garder a
I'esprit que la différenciation sexuelle est soumise a une «cascade d'activation
génétique» et que de nombreux autres facteurs interviennent, aussi bien avant, qu'apres
I'expression du SRY (Brennan J, 2004).

1VV.2.7. Les mutations de SRY

Il a été rapporté que des mutations du géne SRY sont associées a une dysgenésie
gonadique pure XY (jauzien F, 2001). La majorité d'entre elles sont des mutations de
novo affectant un seul individu dans une famille. Seul un petit sous-ensemble de

mutations est partagé entre le pere et un ou plusieurs de ses enfants.

Les mutations du gene SRY représentent environ 15 % des cas d'inversion du sexe

masculin vers féminin. A ce jour, environ 46 mutations ont été identifiées dans le cadre
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de lecture ouvert du gene SRY. La plupart de ces mutations familiales sont localisées
dans la boite HMG soulignant ainsi le réle critique de ce domaine, et seulement 10
mutations en dehors de la boite HMG ont été rapportées jusqu'a présent au meilleur de
notre connaissance. Parmi ceux-ci, huit sont situés dans la région 5' en amont de la boite
HMG, et les deux autres se trouvent en aval de la boite HMG (Stenson PD, 2003)(
Shahid M,2005) Bien que certaines mutations faux-sens de SRY affectent les activités de
liaison et de flexion de I'ADN, on ne sait pas comment d'autres mutations
contribueraient a maladie. L'importance de la boite HMG pour la fonction de SRY est
soulignée par le fait que la plupart des patients atteints de dysgénésie gonadique pure
présentaient des mutations de SRY regroupées dans ce motif. La majorité des variantes
de SRY sont des mutations de novo, affectant un seul individu dans une famille .
Cependant, un petit sous-ensemble de ces rapports décrit des mutations familiales,
partagées entre le pére et un ou plusieurs de ses enfants (Jordan BK , 2002).

IV.2.4. Les autres génes du déterminisme du sexe :

I1 existe de nombreux génes déterministes sexuels qui ont d’autres fonctions, tels
que WT1 et SOX et DAX1, SF1, AMH tous sont présentés dans le tableau ci-dessous
(Jauzien F, 2001).

Tableau 1 : Les autres génes du déterminisme du sexe (Stéphanie B, 2019).

Gene Localisation Tissu ou le géne | Le role de sa Caracteristiques
chromosomique | s’exprime protéine de sa protéine
WT1 Sur le bras long | Cellules de Essentiel a la Les isoformes de
du chromosome | sertoli morphogénese protéines
11 de la créte
Cellules de la génitale Ont la capacité de
granulosa se lier a ’ADN
Regulation de la
transcription du
gene SRY
SOX9 Sur le bras long | Crétes génitales | Activation de Contient 509 aa
du des deux sexes | I’expression du
chromosomel7 gene de ’TAMH | Un domaine de
Cellule de liaison a I’ADN
sertoli
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DAX1 Sur le bras long | crétes génitales | Inhibition de Contient 470 aa
du chromosome I’action de SF1
9 Région de liaison
a I’ADN Région
de liaison pour
les ligands des
récepteurs
nucléaires
SF1 Sur le bras long | Les vides des Activation de C’est un
du chromosome | gonades des I’expression des | récepteur
9 deux sexes génes impliqués | nucléaire
dans la
stéroidogénése
AMH Sur le bras court | Cellules de Provoque la L’identité avec
du chromosome | sertoli régression des des facteurs de
19 canaux de croissance
Cellules de la Muller spécifiques (tels
granulosa que TGF-beta)
Inhibition les
hormones

V. Les anomalies de la différenciation sexuelle

V.1.Dysgénésies gonadiques

Elles comportent des anomalies et des différences dans le développement sexuel
et leurs conséquences sont variables. La découverte d’une anomalie des organes
génitauxsur les échographies anténatales ou lors de 1’examen postnatal est une situation r
are mais nécessitant une prise en charge urgente et adaptée (Moata H ,2019).

V.1.1. Mise au point sur les dysgénésies gonadiques « pures » et « mixtes »

Il existe une différence entre les dysfonctionnements gonadiques purs et mixtes
quant a savoir si les gonades consistent en une bande fibreuse et un stroma indifférencié
dépourvu de cellules germinales et dépourvus d'activité endocrinienne ; ou qu’il persiste
des Tlots de cellules testiculaires.

Les tableaux phénotypiques sont multiples, avec un degré de masculinisation
variable en fonction de la date a laquelle la fonction testiculaire a disparu lors de
I’embryogenese.

Le phénotype sera d’autant plus féminin et le diagnostic d’autant plus tardif que la
dysgénésie est pure, et le phénotype d’autant plus ambigu et le diagnostic d’autant plus
précoce que la dysgénésie gonadique est mixte. Ces dysgenésies gonadiques
peuvent étre unies ou bilatérales.

Il existe essentiellement deux présentations cliniques.

La Dysfonction gonadique mixte a la naissance causéee par I'ambiguité sexuelle ou
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lors de la stimulation ; dans ce cas, on peut trouver un hypospadias, une absence de
soudure des bourrelets génitaux....

Les gonades sont genéralement situées dans les cavités inguinales ou a
I'intérieur de I'abdomen. Le frottis buccal a la recherche de chromatine sexuelle
(corpuscule de Barr) est négatif, confirmant 1’absence d’un deuxiéme chromosome X. Il
sera confirmé par le caryotype, qui nécessite un délai plus long. L'imagerie reproductive
montre la relation entre les ouvertures de l'urétre et du vagin, ou I'on note que le niveau
de I'normone est inférieur a la normale et le niveau de I'hormone testostérone bas non
stimulable par ’'HCG (confirmant la défaillance testiculaire). La laparotomie permet une
évaluation de la présence de dérivés Mullériens et Wolfiens, car elle identifie l'aspect
macroscopique des gonades et permet ainsi un diagnostic clair. Le traitement est
unegonadectomie préventive par sexe, des interventions chirurgicales de plastie pourront
étre proposées afin de corriger les anomalies du sinus urogénital. Un traitement
hormonal substitutif sera débuté a la puberté.

Le diagnostic de dysfonctionnement gonadique pur est a la puberté ou a 1’age
adulte, ou le tableau clinique consiste en une forme féminine avec une ménopause
primaire et une absence de puberté. (Hypoplasie des OGE, développement mammaire peu
important, pilosité axillaire absente). A I'examen, on remarque la grande taille
fréquemment causée par le manque de soudure du cartilage de I'accouplement avec la
présence du vagin et de l'utérus, et il y a aussi un élargissement du clitoris.
Biologiquement, on observe un hypogonadisme hypergonadotrope avec un estradiol
éffondré (< 30 pg/ml) et une testosterone inférieure au taux normal chez la femme. Le
caryotype est XY, avec possibilité de mosaique. La ceelioscopie permet de faire un bilan
précis des anomalies du tractus génital. Une fois le diagnostic établi, il est nécessaire de
subir une gonadectomie bilatérale préventive car, il existe un risque de dégénérescence
chez la patiente. Les tumeurs retrouvées sont des gonadoblastomes dans 53 % des cas,
des dysgerminomes dans 19 % des cas, des gonadoblastomes associés a des
dysgerminomes dans 17 % des cas et d’autres tumeurs dans 10 % des cas (choriocarcino
mes, carcinome, tératome...). Ces cancers peuvent étre uni- ou bilatéraux. (Leroux
1..1999).

V.1.2. Dysgénésie gonadique pure XX

Ce type de dysgénésie gonadique ovarienne est dii a une mutation du gene codant
pour le récepteur de la FSH. Ce syndrome se transmet sur le mode autosomique récessif.
Il peut parfois étre associée a des cas de trisomie 13 ou 18. Les dysgénésies gonadiques

46X X se caractérisent par un phénotype féminin, une stature normale, un infantilisme
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sexuel, des bandelettes fibreuses bilatérales, une aménorrhée et une élévation des taux
FSH-LH (Périnat M .2015).
V.1.3. Dysgénésie gonadique XO ou syndrome de Turner

Ce syndrome est caractérisé par I’absence d’un chromosome sexuel X chez la fille.
Le phénotype est féminin puisqu'il n'y a pas de chromosome Y. Cependant il n'y a pas
d'ovaire puisqu'il n'y a pas de deuxiéme chromosome X.

Le syndrome de Turner entraine des anomalies des traits du visage et des membres,
une petite taille et un déséquilibre dans le fonctionnement des ovaires, ainsi que des
anomalies cardiaques et rénales. Il se manifeste également généralement en I'absence de
croissance mammaire et de ménopause, les organes génitaux internes restant normaux
mais infertiles (Chédel A, 2013).

V.1.4. Dysgénésies gonadiques XY

Dans la plupart des cas, la maladie ne sera pas diagnostiquée. La présence ou non
de dérivés Mullériens a I’échographie pelvienne et les concentrations d’AMH distinguent
les  anomalies  de la  production ou de la réceptivité a la testostérone (AMH
normale, pas d’utérus), des dysgénésies testiculaires ou les gonades ont secréte et
sécretent insuffisamment de testostérone et d’AMH (I’utérus n’a pas régresse).
Le phénotype est variable, d’un phénotype féminin complet a un hypospade périnéal ou s
crotal. Ou l'on trouve les gonades dans les sutures des organes génitaux en position

élevée dans la région inguinale ou en position de I'abdomen (Périnat M ; 2015.)
V.1.5. Males XX

Cette anomalie se caractérise par I'existence d’un caryotype XX et des organes génitaux
externes ambigues. La cause est la présence du géne SRY, habituellement présent sur les
genes Y et codant le sexe masculin.

Cette fragilité se traduit par deux testicules, I’azoospermie, I’absence de structure de
Muller et la gynécomastie. Souvent, le pénis a une taille normale mais les testicules
restent petits (Chédel A, 2013).

V.1.6. Hermaphrodismes vrais

Un changement dans le développement sexuel au cours des premiéres semaines de
la grossesse provoque I'hermaphrodisme, ou l'on retrouve des tissus ovariens et

testiculaires chez la méme personne.
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Les structures qui vont donner naissance a un appareil genital male sont
représentées par les canaux de Wolff, celles qui vont donner I'appareil génital femelle
sont représentées par les canaux de Mller (Allodocteurs.fr .2015.)

V.1.7. Syndrome de Klinefelter

La cause de cette condition est la présence d'un chromosome X supplémentaire et
cela est d0 au manque de séparation des chromosomes parentaux lors de la production de
spermatozoides ou d'ovules, car il n'y a souvent aucun phénomeéne externe jusqua la
puberté. A cette période, le volume des glandes mammaires peut augmenter,
les testicules restent petits, le pénis est de taille normale et les bourses et la pilosité
peuvent étre peu développée. Il y a une infertilité due a une atozoomie. On peut aussi
noter des retards d’apprentissage (Chédel A, 2013).
V.2. Pseudohermaphrodismes
V.2.1. Pseudohermaphrodismes masculins

Les pseudohermaphrodismes masculins sont définis par une ambiguité des organes
génitaux externes et internes associés a la présence exclusive de tissu gonadique
masculin. Le pseudohermaphrodisme masculin (PHM) caractérisé par la présence des
testicules et d’un caryotype 46, XY.
Les dysgénésies gonadiques représentent des formes  particulieres de

pseudohermaphrodismes masculins.

Le diagnostic est souvent difficile car il dépend d'examens biologiques et d'explorations
radiologiques et  endoscopiques. Les PHM peuvent étre répartis en deux catégories:
-Déficits de la fonction testiculaire:

Il peut s’agir de:

-Blocs enzymatiques sur la biosynthese de la testostérone :

Pouvant intéresser n’importe quel niveau de la cascade enzymatique : de la chaine
de biosynthése du cholestérol a la testostérone. Ils sont souvent surrénaliens en méme
temps que testiculaires. Les formes complétes peuvent étre mortelles en raison des
déficits en minéralocorticoides et/ou glucocorticoides qu’elles entrainent. Ils sont transmi
s sur un mode récessif autosomique ou lié a I’X. Le contraste entre le taux
plasmatique élevé des stéroides en amont du bloc et le taux bas des stéroides au-dela du
bloc sur la voie de biosynthése, fait le diagnostic

-Insensibilité des cellules de Leydig aux gonadotrophines
Il peut s’agir d’une LH bio-
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inactive ou d’un récepteur anormal. Toute mutation intéressant le géne de ce récepteur
(chromosome 2p21) peut en étre responsable.
-Rarement, par trouble de I’hormonogenése testiculaire non stéroidienne
C’est une anomalie de transmission autosomique récessive, responsable de la
persistance des dérivés Mllériens par absence ou inactivité de I’hormone

antimallérienne (AMH).

-Insensibilité des organes cibles a des taux d’androgenéses normaux:

Roéle des androgenes:

La testostérone, principal androgéne, traverse la membrane cellulaire et pénétre la
cellule par diffusion passive sous sa forme libre. Elle y est réduite, par une enzyme
spécifique ,la 5o-réductase, en dihydrotestostérone (DHT).

Cette derniére est responsable de la masculinisation in utéro des OGI et de la maturation
sexuelle avant la puberté. Alors que la testostérone semble étre plus importante pour
la stimulation des canaux de Wolff pendant le développement sexuel, la formation des

OGl, la régulation des gonadotrophines et la spermatogenése (Amzerin M ; 2008).

E)ic &

Figure 09 : Mécanisme d’action des androgénes au niveau de leurs cellules cibles.
(AMZERIN M.2008)

T:Testostérone, Th : Testostérone liée, Tu :Testostérone libre
A4A:A4-androstenedione, DHA: déhydroépiandrostérone

R : récepteur, R’:récepteur activé.
V.2.2. Pseudohermaphrodismes féminins
Le PHF constitu une situation dans laquelle les sujets avec caryotype un

46, XX normal et des ovaires normaux présentent certains éléments du phénotype
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masculin avec une virilisation des OGE. Cette derniere est due a une imprégnation
androgénique anormale du feetus de sexe féminin pendant la vie embryonnaire. Ces
androgenes sont soit d’origine feetale par hyperplasie congénitale des surrénales (HCS)
soit d’origine maternelle endogéne (Tumeurs virilisantes ovariennes ou surrénaliennes)
ou exogene (prise de drogues virilisantes pendant la grossesse).

L’HCS constitue la cause la plus fréquente des PHF, son incidence est estimée a
1 cas sur 10000 a 15000 naissances vivantes.

C’est une anomalie de transmission autosomique récessive caractérisée  par  la
perte d’activité de I’une des enzymes nécessaires a la stéroidogénése surrénalienne. Le
bloc enzymatique, quel que soit son niveau sur la voie de biosynthese du cortisol
entraine un déficit en cortisol et une hypersécrétion d’ACTH responsable de I’hyperplasie
surrénalienne.
Le sexe d’¢levage est souvent féminin quand 1’ambiguité génitale est découverte a la
naissance. Parfois, le nouveau-né est severement virilisé et est donc déclaré de sexe
masculin. La présentation clinique des HCS, dépend de I’age de la manifestation du
trouble, du type et du degré du déficit enzymatique (Amzerin M ; 2008).

V1. Exploration et démarche diagnostique devant une ambiguité sexuelle
VI1.1. Démarche diagnostique devant une ambiguité sexuelle en post natal
VI1.1.1. Interrogatoire
VI1.1.1.1. Antécédents familiaux

On recherchera des antécédents familiaux, en faveur d’une maladie génétique a
transmission autosomique récessive ou liée au chromosome X (tante stérile). lls seront
retrouvés surtout dans les pseudohermaphrodismes masculins (PHM), rarement dans les

dysgenésies gonadiques.

L’¢étiologie des certains PHM reste inconnue : certains sont associés a des
malformations, d’autres appelés idiopathiques (aucune anomalie endocrinienne n’est
retrouvée) sont le plus souvent sporadiques mais peuvent étre familiaux (Khezouz
A ,2018).

V1.1.1.2. Antécédents obstétricaux

La recherche d’une virilisation et le dosage des androgenes et des cestrogenes chez

la mere aideront a faire le diagnostic de causes rares.
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Le déficit en aromatase est dl a une diminution importante des capacités de I’unité
feeto-placentaire d’aromatiser les androgénes en cestrogénes. Le diagnostic se fait par la
mise en évidence de taux tres élevés de d4-androstenedione et de testostérone et des taux

effondrés d’cestrogeénes chez la mére pendant la grossesse.

L’hyperproduction d’androgénes est d’origine maternelle : rarement il s’agit d’une
hyperplasie congenitale des surrénales maternelles mal traitées, mais le plus souvent
d’une tumeur ovarienne ou d’un lutéome hCG-dépendant. Les causes iatrogénes dues a
un traitement de la mere par des substances androgéniques, en particulier les 19-
nortestostérone ont actuellement presque disparu (Khezouz A ,2018).

V1.1.2. Examen clinique a la naissance

Les lésions malformatives touchent les organes génitaux externes (appareil
copulatoire) et internes (tractus gonoductal) ainsi que les gonades, 1’étude de ces trois
composants génitaux permettra de classer 1’ensemble malformatif et de progresser dans

I’enquéte étiologique pour proposer une thérapeutique adaptée.

L’examen clinique initial repose sur la recherche par la palpation la présence de
gonades au niveau des bourrelets génitaux ou au niveau inguinal. On précisera 1’aspect
(taille, coudure, position) du bourgeon (pénis chez le garcon, clitoris chez la fille).
L’examen des bourrelets génitaux (bourses et scrotum chez le gargon, grandes lévres chez
la fille) ; et de I’infundibulum urogénital (fermé chez le garcon, ouvert chez la fille) ces
trois composantes des organes génitaux externes sont particuliéres et évoquent des
organes génitaux indifférenciés comme entre la sixieme et la douziéme semaine de la vie
feetale (Khezouz A ,2018).

VI1.1.2.1. Le 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 prénuptial, dorsal,

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

La taille du bourgeon génital et plus particulierement des corps caverneux est un
parameétre important qu’il faut noter. L’orifice urétral est implanté soir 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
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a 6 cmentre 1 et 10 ans (Khezouz A ,2018).
VI1.1.2.2. Les bourrelets génitaux

Les bourrelets génitaux peuvent prendre divers aspects. Ils peuvent étre striés
transversalement, d’aspect scrotal, ou au contraire, lisses évoquant plutdt des grandes
lévres. L’une et ’autre des apparences peuvent étre combinées sur le méme sujet de fagon
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 (Khezouz A ,2018).
V1.1 .2.3.Sinus uro-génital(UG)

Le sinus uro-génital peut prendre différents aspects, 1’aspect le plus fréquent reste
la présence d’un orifice uro-génital ouvert dans un sillon muqueux, lorsque 1’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.

Il est séparé les bourrelets et se termine en arriére par un orifice unique. Cet examen
clinique initial permet de reconnaitre 1’ambiguité des OGE qui ont été classées selon la
classification de PRADER en 5 stades :

Stade 1 : hypertrophie clitoridienne, fente vulvaire normale.

Stade 2 : hypertrophie clitoridienne, fusion postérieure des gonades lévres, les

orifices urétral et vaginal demeurent distincts.

Stade 3 : hypertrophie importante du clitoris, fusion quasi compléte des gonades

levres entourant un orifice unique qui débouche sur un sinus urogénital.

Stade 4 : verge plus ou moins développée, recouverte d’un prépuce incomplet,
fusion compléte des bourrelets génitaux, orifice urogénital unique et de petite
taille a la basse de la verge donc aspect d’hypospade périnéal avec sinus

urogeénital bas.

Stade 5: la verge est bien développée, le prépuce circonférentiel est complet,

I’orifice urogénital est a I’extrémité du gland. Le scrotum est plat et vide.

Cet examen clinique initial permet aussi de définir le pseudohermaphrodisme féminin

PHF ou il n’y a pas de gonade palpable, le PHM ou au moins une gonade palpable.
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Les hermaphrodismes vrais ou les dysgénésies gonadiques asymétriques ne seront

séparés du cadre des PHM qu’aprés 1’enquéte multidisciplinaire spécialisée (Khezouz A,
2018).

Figure 10 : Classification de prader (Smiti Y,2016)
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V1.1.3. Enquéte multidisciplinaire spécialisée

Cette enquéte comprend 1’étude de 1’anatomie génitale interne 1’étude génétique et les

explorations endocriniennes.
VI1.1.3.1. Etude de I’anatomie génitale interne

L’appareil génital féminin est 1’appareil de la reproduction chez la femme. Il

comprend des organes génitaux internes qui sont : les ovaires, trompes, utérus et vagin.

Les ovaires sont les gonades sexuelles de la femme Ils sont situés de chaque c6te de

I’utérus. lls ont une double fonction
Endocrine : production hormonale (cestrogénes et progestérones)
Exocrine : production des ovules pour la fécondation

Les ovaires ont la forme d’amandes. Chez une femme en age de procréer, ils mesurent

3 a4 cmde long, 2 cm de large et 1 mm d’épaisseur. Sa couleur est rose nacré.

Figure 11 : structure des ovaires (papillon K, 2014)
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L’ovaire se compose de deux zones :

Une zone centrale appelée la moelle, contient de nombreux vaisseaux et a un réle

nourricier ;

Région périphérique ou corticale composee de tissu conjonctif : le stroma dans lequel

se trouvent les follicules.

Les follicules sont de petites formations rondes qui contiennent chacune une cellule

sexuelle ou un ceuf immature entouré d’une ou plusieurs couches de cellules.

Les trompes de Fallope sont deux tubes qui s’étendent de I’utérus aux ovaires. L’ovule
expulsé par I’ovaire au moment de I’ovulation est ramassé par le pavillon de la trompe, puis
transféré dans I’utérus a travers les cils qui forment la paroi des trompes. L ovule est ensuite
fécondé par le sperme dans le tube. L’embryon formé est poussé a travers les cils dans la
cavité utérine. Elles mesurent de 10 a 14 cm de longueur. Leur diamétre va de 3 a 8 mm.
Chaque trompe est composée de quatre parties (de 1’utérus vers 1’ovaire) : Partie interstitielle

et Isthme, Ampoule, Pavillon.

L’utérus est I’organe destiné a contenir I’ovule fécondé, a assurer son développement

(le feetus puis le feetus) et a I’expulser lorsqu’il atteint la fin de son développement.

L utérus est un organe creux aux parois musculaires (le myometre), dont la lumiére est

reliée aux trompes de Fallope et a la lumiére du vagin.

La cavité utérine est tapissee d’une muqueuse appelée « endometre ». Le détartrage
périodique de I’endometre est la norme. Lorsqu’il y a fécondation, I’ovule fécondé est

implanté dans la muqueuse utérine.

Les contractions utérines a la fin de la grossesse sont genéralement une indication du

début du travail.

- L’utérus est en forme de poire, situé dans le petit bassin, entre la vessie a I’avant et le
rectum a I’arriére. L utérus mesure 6,5 cm de long, 4 cm de large et 2 cm d’épaisseur dans le
vide. Il mesure 8 cm de longueur, 5 cm de largeur et 3 cm d’épaisseur en naissance multiple.

La taille de I’'utérus augmente jusqu’a 35 cm en fin de grossesse (utérus enceinte).
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- L’utérus se compose de 3 parties (de haut en bas) :
Le corps de I’utérus, il pénétre dans la trompe de Fallope et ou I’ovule fécondé est implanté.
L’isthme de I’utérus est un rétrécissement dans la partie inférieure du corps de I’utérus.

Col de I’utérus. Le col lui-méme se compose de trois parties, dont la moindre se trouve dans
la cavité vaginale. Un tube appelé canal endocervical traverse le col de I’utérus. L’ouverture
supérieure qui relie ce canal a la cavité utérine est appelée ouverture interne. L’ouverture

inférieure qui relie ce canal a la cavité vaginale est appelée orifice externe.

*Le vagin est un canal qui s’étend du col de I’utérus a la vulve. L’influx feetal passe par

le vagin lors de I’accouchement et de I’expulsion.

- Le vagin est situé dans le petit bassin, entre la vessie en avant et le rectum en arriere et
I’utérus en haut. Sa direction est inclinée vers le haut et vers I’arriere a un angle de 70 degrés

avec I’horizontale. Sa longueur moyenne est de 8 cm.
-L’extrémité supérieure du vagin est en forme de coupe, I’arriere est plus profond.

L’extrémité inférieure du vagin s’ouvre dans le vestibule. C’est I’ouverture inférieure
du vagin. Chez les femmes vierges, cette ouverture se rétrécit a travers un pli de la membrane

muqueuse du vagin appelé hymen.

*L’urétre s’ouvre sur la paroi vaginale antérieure du vestibule a travers une ouverture

appelée méat urétral.

* La vulve est I’ensemble des organes génitaux externes de la femme. C’est un organe

érectile qui participe aux rapports sexuels.

* Les grandes lévres définissant latéralement la vulve mesurent 8 cm de long. Le

diametre de I’ouverture de la vulve est d’environ 2 cm.
La vulve se compose de différentes parties :

e Grandes levres : deux grands plis cutanés s’étendant de I’avant (I’aine) vers I’arriére

(le périnée). Leur face externe est couverte de poils et leur face interne est lisse
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e Mont Vénus : Une protubérance médiane située en avant de la vulve dans la partie
inférieure de I’abdomen

e Petites lévres : plis cutanés ressemblant a du mucus. Situé a I’intérieur des grandes
levres

e Clitoris : un organe érectile puissant. Formé de corps caverneux et d’enveloppes

e Bulbes vestibulaires : deux organes dressés situés de part et d’autre de I’ouverture
inférieure du vagin

e Glandes de Bartholin : Deux glandes situées de chaque c6té de I’arriere de I’orifice
vaginal inférieur. Il se termine par un petit canal dans la vulve.

e Vestibule : zone délimitée par les petites levres, le clitoris et la fourche postérieure.
(Lemseffer A, 2004).

Le systeme génital masculin comprend le peénis, le scrotum, les testicules,

I’épididyme, le canal déférent, la prostate et les vésicules séminales.

Le pénis et I’urétre font partie du systeme urinaire et reproducteur. Le scrotum, les
testicules, I’épididyme, le canal déférent, les vésicules séminales et la prostate constituent le

reste du systeme reproducteur.

Le pénis se compose de la racine (qui s’insére dans les structures ventrales inférieures

et les os pelviens), la partie visible des corps caverneux et le gland (la pointe conique).

Le pénis et I’urétre font partie du systeme urinaire et reproducteur. Le scrotum, les
testicules, I’épididyme, le canal déférent, les vésicules séminales et la prostate constituent le

reste du systeme reproducteur.

Le pénis se compose de la racine (qui s’insére dans les structures ventrales inférieures
et les os pelviens), la partie visible des corps caverneux et le gland (la pointe conique).
L’ ouverture de I’urétre (le conduit qui transporte le sperme et I’urine) est située a I’extrémité
du gland, dont la base s’appelle la couronne. Chez les hommes non circoncis, il recouvre le
pli cutané, le prépuce, le gland et la couronne. Le peénis est constitué de trois structures
cylindriques (corps remplis de sang) qui sont elles-mémes constituées de tissu érectile. Le
plus grand des deux, les deux corps caverneux, se trouvent cote a cOte. Le troisieme, le corps
spongieux, entoure une grande partie de I’urétre. Lorsque ces structures se remplissent de

sang, le penis devient plus gros et plus rigide (érections).
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Le scrotum est un sac constitué d’une épaisse couche de peau qui entoure et protége les
testicules. Le scrotum agit également comme un systéme de contrble de la température des
testicules, qui doivent rester légerement en dessous de la tempeérature corporelle pour que les
spermatozoides se développent normalement. Ainsi, les muscles de la paroi scrotale se
détendent pour permettre aux testicules de s’éloigner du corps, et de se refroidir ou de se

contracter pour qu’ils se rapprochent et ainsi se réchauffent ou se protégent (Irvin H, 2019).

Les testicules sont des structures de forme ovale, leur longueur moyenne varie entre 4
et 7 cm, et leur volume moyen est compris entre 20 et 25 ml. Le testicule gauche est

généralement légérement plus bas que le droit.
IIs ont deux fonctions principales :
Production de sperme (qui porte des genes humains),
Sécrétion de testostérone (la principale hormone sexuelle masculine).

Le canal déférent est un tube dur (environ la taille d’un fil de spaghetti) qui transporte
le sperme de I’épididyme. Le canal déférent part de chacun des épididymes, atteint I’arriére de

la prostate et rejoint I’une des vésicules séminales dans le scrotum.

L’épididyme est un conduit microscopique enroulé unique d’une longueur totale
d’environ 6 m. L’épididyme recueille les spermatozoides du testicule et leur fournit les
moyens de mdrir et d’acquérir la capacité de voyager a travers le systeme reproducteur
féminin et de féconder un ovule. L’épididyme est situé en face de chaque testicule (Irvin H,
2019..

L’uretre a une double fonction chez I’homme. Ce conduit fait partie des voies urinaires
qui transportent I’urine de la vessie, mais il fait également partie du systeme reproducteur qui

permet I’éjaculation du sperme.

La prostate est située directement sous la vessie et entoure I’urétre. La prostate chez les
jeunes adultes a environ la taille d’une noix, mais sa taille augmente avec I’age. Lorsqu’il
devient trop gros, il peut obstruer I’écoulement de I’urine a travers I’urétre en raison de son

élargissement et provoquer des symptémes urinaires desagréables
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Les vésicules séminales situées au-dessus de la prostate s’unissent au canal déférent
pour former les canaux éjaculateurs qui s’étendent dans la prostate. La prostate et les
vésicules seminales produisent un liquide qui nourrit le sperme. Ce fluide nutritif constitue la
majeure partie du volume de sperme, le fluide dans lequel les spermatozoides sont présents

lors de I’éjaculation (Irvin H, 2019).

eEchographie :

L’examen échographique permet de recherche la présence d’un utérus avec une
éventuelle ligne de vacuité ou d’un reliquat utérin, parfois la présence d’une cavité

Mullérienne rétro vésicale si elle est distendue.

A haute résolution 1I’échographie permet de rechercher la présence d’un utérus avec une
éventuelle ligne de vacuité ou d’un reliquat serin parfois la présence d’une cavité Mullérienne

rétro-vésicale si elle est distendue..

A haute résolution 1’échographique permet de repérer le siége 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 (Khezouz A ,2018).

oGénitographie :

La génitographie est un examen fondamental dans 1’étude des ambiguités sexuelles.

Elle réclame aussi un opérateur habitué pour sa réalisation. L’injection rétrogradé du
produit de contraste a 1’aide de deux sondes ou d’une canule permet d’opacifier lorsqu’elle
existe la cavité Mullérienne postérieure .Le niveau de son implantation sur la face postérieure
de l'urétre en fonction de la langueur totale de celui-ci peut étre précisé autrement dit il

permet de préciser le siege de la fistule urétéraux vaginale au niveau de 1’urétre postérieur.

On classe le type de fistules en trois groupes :

Type A : au niveau du tiers inférieur de ’uretére postérieur.

Type B : au niveau du tiers moyen.
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Type C ; au niveau des eaux du tiers supérieur dans la zone du sphincter externe de la
vessie (Khezouz A ,2018).

eEndoscopie ;
L’endoscopie urogénitale faite sous anesthésie générale avec des conditions d’asepsie

Chirurgicale précise les données de la génitographie en particulier la hauteur
d’implantation de la cavité Mullerienne lorsqu’elle existe. Quand la génitographie n’a pas mis

en ¢évidence de cavité postérieure 1’endoscopie permet de confirmer ou d’infirmer ce fait

(Khezouz A, 2018).
eCcelioscopie :

Un examen ccelioscopie de la cavité abdomino-pelvienne peut dans certain cas peut se
révéler précieux pour préciser l’anatomie génitale interne tant au plan des structures
Mullérienne que des gonades. Elle est utile lorsque 1’on recherche une dysgénésie gonadique

asymétrique ou un hermaphrodisme vrai (Khezouz A ,2018).
ol .’axe génital est de type féminin :

Dans la grande majorité des cas, I’examen clinique initial aura révélé une PHF, et la
féminisation de la chirurgie génoplastique pourra étre envisagée. Le degré de masculinité de

I’enfant peut ensuite étre évalué a I’aide de la notation de Prader (Khezouz A, 2018).
o] .’axe génital médian n’est pas de type féminin complet :

Cette situation se rencontre dans le PHM, dans la dysgénésie gonadique asymeétrique et
I’hermaphrodisme vrai, dans ces cas toutes les formes anatomiques cliniques peuvent étre
retrouvées d’un axe féminin presque complet avec un petit utérus mince (ou moitiés — utérus)
a un axe masculin presque complet avec un systeme Prostate séminale active. (Khezouz A,
2018).

V1.1.3.2. Etude génétique
eoLe test de Barr :

Il s’agit d’un test de dépistage simple et rapide qui consiste a prélever des cellules
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superficielles de la bouche et a les regarder au microscope pour montrer le corps d’un Barr.

L’existence du corps de Barr dépend de I’existence du second X. Il n’existe ni chez le
garcon XY ni dans le cas du caryotype XO. Selon la formule : nombre C-B = nombre de

chromosomes X-1.

L’existence du corps de Barr dans plus de 20% de cellule caractérise les filles (46, XX)
et sa présence dans moins de 5% de cellules caractérise les garcons (46, XY) et les formules
chromosomiques comportant un seul X, ainsi que sa présence dans moins de 20% des cellules

fait suspecter une mosaique (Khezouz A, 2018).
el e caryotype :

Une étude systématique du caryotype des lymphocytes obtenus par prélévement
sanguin est réalisée. Le résultat est obtenu aprés 2 a 3 semaines, un caryotype standard des

chromosomes est établi a la métaphase.

Cette étude nous renseigne sur le nombre de chromosomes mais ne permet pas de
détecter des réarrangements structurels. Ce réarrangement ne peut étre détecté qu’en utilisant
plus de techniques ; vérifiez les gammes qui utilisent des couleurs changeantes. Techniques
des bandes Q et C pour la détection des réarrangements du chromosome Y (Khezouz A,
2018).

el a recherche du géne SRY :
Méthode d’hybridation in situ aves des sondes fluorescents FISH :

Des séquences d’ADN complémentaires au séquencage des génes sont préparées in
vitro et couplées a des sondes fluor chromatiques. Cette sonde ainsi que les chromosomes
sont chauffés, provoquant la séparation des brins complémentaires. Il est ensuite signalé et
laissé refroidir. De cette facon, la sonde peut s’apparier avec sa séquence homologue sur le
chromosome. Nous obtenons donc de I’ADN hybride. Cela permet de localiser le géne a

I’aide d’un microscope a fluorescence (Khezouz A, 2018).
PCR (polymérases Chain reaction)

A partir d’un échantillon d’ADN (une goutte de sang), cette technique permet d’obtenir
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rapidement une quantité importante et utilisable d’un fragment d’ADN spécifique (Khezouz
A, 2018).

V1.1.3.3. Explorations endocriniennes
Les explorations endocriniennes comptent sur ;

La présence ou non de gonades palpables, dans les bourrelets génitaux ou en position

inguinale.
L’existence ou non de dérivés Mulleriens a 1’échographie pelvienne (Khezouz A, 2018)
V1.1.3.3.1. Absence des gonades

Il s’agit d’une PHF et probablement d’une femelle nouveau-née 46, XX. La
masculinisation feetale est associée a une augmentation des androgénes au cours de la vie
intra-utérine, qu’ils soient d’origine non active ou exogene. Le sexe choisi est féminin dans
tous les cas (Khezouz A, 2018).

V1.1.3.3.1.1. Hyperplasie congénitale des surrénales (HCS)

L’hyperplasie congeénitale des surrénales est une maladie associée a une mutation
génétique responsable de la production excessive de testostérone au cours de la vie dans
I’utérus. Une patiente de 15 ans atteinte de cette maladie a été observé, alors qu’elle observait
un traitement hormonal substitutif, la présence d’une « prostate »a été détectée lors d’une
IRM réalisée pour évaluer les douleurs pelviennes chronique et les troubles des voies
urinaires (Faradji A, 2020).

L’hyperplasie congénitale des surrénales (HCS) définit un groupe de maladies
autosomiques récessives dont le déficit en 21-hydroxylase qui est la forme la plus courante.
Cette maladie montre une bonne relation entre le phénotype et le génotype, il existe un
dépistage néonatal. Deux formes sont décrites, la forme classique, avec ou sans perte de sel et
la forme non classique avec détection ultérieure. La forme classique représente la premiére
cause d’ambiguité sexuelle chez les filles .Un traitement prénatale peut étre proposé si le
feetus est a risque de HCS dans sa forme classique .dans les deux sexes, le traitement est
association de glucocorticoides associés a des minéral corticoides dont le conditionnement

doit permettre une croissance satisfaisante en taille et puberté , fertilité (Iebrethon, M ,2006.)
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Maladies héréditaires de la synthese hormonale de la corticosurrénale, elles sont la
cause la plus fréquente des cas de PHF. La stimulation des organes reproducteurs se produit

en raison de la production excessive d’androgenes convertis en testostérone.

Le point commun de tous les PDF par HCS est la présence d’organes génitaux internes
qui sont toujours normaux, quel que soit le degré de masculinité des organes genitaux

externes.

Le déficit en 21-hydroxylase est le plus fréquent (9/10 fois). Alors que le déficit en 11-
béta-hydroxylase est plus rare (Khezouz A, 2018).

e Bloc en 21-hydroxylase :

C’est le plus fréquent (90-95%) et concerne 1/14000 naissances. Son dépistage sur
papier buvard est réalisé en France .IlI se révele en période néonatale par une ambiguité des
organes génitaux externe , accompagnée inconstamment d’une perte de sel avec hyponatrémie
sévere par déficit en aldostérone. La 17-OH progestérone plasmique est tres élevé |,
supérieure a 50ng/ml , et confirme le diagnostic. Les autres androgénes surrénaliens , delta-4-
androstenedione sont élevé . Le cortisol est normale ou bas et I’adrenocorticotrophic hormone
(ACTH) élevée. 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 ( Khezouz A,2018).

e Bloc en 11-béta-hydroxylase

Il représente 5% des hyperplasies congénitales des surrénales. Sa présentation clinique

est la méme que celle d’un bloc de 21-hydroxylase. Il n’y a pas de perte de sel. Le diagnostic
biologique porte sur I’élévation du complexe S (composé intermédiaire dans la voie de
biosynthése des glucocorticoides) et de la désoxycorticostérone (DOC), responsable de
I’hypertension artérielle (HTA) a la puberté (Khezouz A, 2018).
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V1.1.3.3.1.2. Déficit en Aromatase placentaire

L’aromatase est I’enzyme qui stimule la conversion des androgénes en cestrogénes.la
déficit en aromatase placentaire peut conduire au PHF. Le diagnostic peut étre suspecté en
raison de I’ambiguité sexuelle XX lorsque I’hyperplasie congénitale des surrénales due au
bloc enzymatique a été exclue (Khezouz A, 2018).

Les cas rapportés de carence en cestrogenes sont rares. La biosynthése des cestrogénes
a partir des stéroides C19 est catalysée par un complexe enzymatique appelé aromatase, qui a
son tour dénature le cycle A des androgénes pour former un noyau phénolique, ce qui entraine
une perte du groupe méthyle en C19, (Estrogéne a 18 carbones. Ce composé est situé dans le
tissu endothélial réticulaire et se compose de deux ingrédients: I’un est le cytochrome
Aromase P450 est un produit le gene CYP19. Le eene a été localisé en 1592 1 (Chen S,
1988) ; L’autre élément est la flavoprotéine ubiquitinée, la NADH-cytochrome P450
réductase, Ce qui assure I’équilibre redox du systéme. L’expression de P450 arom chez les
rongeurs est limitée aux gonades et au cerveau, et est plus générale dans les tissus humains ;
alors que chez le feetus, le placenta est principalement responsable. Le gene s’étend sur au
moins 75 kb, il compte 9 exons codants et au moins 4 exons non traduits dans la région 5°. Il
existe plusieurs promoteurs et plusieurs types d’épissages alternatifs portant sur des exons non
codants, et la protéine est la méme dans tous les tissus ; elle contient 503 acides aminés
(Harada N,1988).

Jusqu’a présent, trés peu de cas de déficit en aromatase sont connus; Le premier
semble avoir été décrit par une équipe italienne (Mango D, et al ,1978) présente un taux
d’cestrogéne urinaire trés bas et une activité aromatase indétectable dans le placenta. Depuis la
premiére de la genétique moléculaire, deux cas ont été étudies en détail, I’'un au Japon.
(Harada NI,1992a ; Harada N,1992b), et I’autre en Etats-Unis.( Ito Y1,1993) Dans le cas
japonais, L’ impuissance, se manifeste par une stimulation progressive de la mere, visant a la
disparition apres la fin de la grossesse, et par la naissance d’une fille présentant des
symptdmes pseudo-féminins. L’analyse du fragment codant P450arom a montré une insertion
de 87 nucléotides, resultant en 29 acides aminés supplémentaires ajoutés sans changement de

phase. Cet insert était dans la valine 248 par I’aromatase et ne contenait pas de codon stop.

L’anomalie était une mutation T unique dans I’ADN génomique G, a la jonction de

I’exon 6 avec son intron. Le site d’épissage donneur GT normal est converti en GC, mitose
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cela ne s’est pas produit et le lien a été reporté au site suivant.

Elle s’est avérée hétérozygote et confirme le caractére autosomique récessif de la
maladie (Ito Y,1993) Le deuxiéme cas n’a pas été detecté pendant la grossesse ou a la
naissance malgré une ambiguité sexuelle C’était une petite fille de 18 ans, ayant présenté une
amenorrhée primaire ; La biopsie ovarienne a 17 mois a montré la présence de kystes

ovariens.
Analyse de séquence :

Les fragments codants ont d’abord montré la mutation C264R, qui s’est avérée rare
mais pas un polymorphisme pathologique ; deux mutations pathologiques ont été trouvées :
R435C et C437Y. Toutes les deux sont hétérozygotes, indiquant que le patient est un
hétérozygote composite, ce qui a été partiellement confirmé par I’étude de la mere (le pére
était décédeé et il n’y avait pas d’autre enfant). L utilisation des vecteurs transfectés a montré
trés peu ou pas d’activité mutagéne malgré la présence de la protéine en quantités normales.
Ces deux mutations faux-sens se trouvent dans la région de la protéine de liaison & I’héme.
L un d’eux élimine la réaction en éliminant la cystéine qui se lie directement au fer ; L autre

élimine I’arginine hautement conservée.
Effets du déficit en aromatase :

Facile a transporter : chez le feetus, un manque de conversion des stéroides anabolisants
en CI9 I’amene a se convertir en testostérone a la périphérie. 1l en résulte une masculinisation,
qui peut affecter la mere, comme dans le cas japonais (mais pas dans le cas américain). La
puberté ne se produit pas. Une FSH et une LH élevées conduisent au développement de kystes

ovariens, qui peuvent régresser aprés un traitement aux cestrogenes.
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VI1.1.3.3.1.3. Excés d’androgénes maternels pouvant étre d’origine endogene ou Exogéne
eTumeurs polies

Rarement, la PHF est secondaire a une tumeur maternelle déclenchée par un virus. Ces

tumeurs peuvent étre soit dans l'ovaire, soit la glande surrénale (Khezouz A, 2018).
eThérapies androgéniques chez la mére pendant la grossesse

Liés aux androgénes et aux progestatifs non-stéroides (progestatifs synthétiques dérives
du 19 et sans testostérone. Progestatifs synthétiques (lynestrénol, Noréthistérone) (Khezouz
A, 2018).

V1.1.3.3.1.4. Autres PHF malformatifs

Ils sont associés a des anomalies rectales. Voie urinaire ou vertébrale (Khezouz A,
2018).

Bien qu'elle soit sans doute la malformation génitale masculine la plus courante, la
cryptorchidie reste une affection mystérieuse et le diagnostic est encore incertain, outre la
cryptorchidie isolée ou cryptorchidie « pathologique », il existe toute une série de
cryptorchidie « symptomatique », dont on fait appel a elles car elles sont associées a des
complexes de déformation trés divers. La plupart d'entre eux sont prononcés et dominent le
tableau clinique, et beaucoup au contraire ne peuvent passer inapercus et suspectés que par
une migration testiculaire défectueuse. C'est le cas de certaines anomalies ou syndromes
endocriniens ou génétiques, qu'il faut mettre en premier lieu, pour les conséquences qui

peuvent résulter de cas d'ambiguité sexuelle non diagnostiqués (Galifer RB , 2004).
V1.1.3.3.2. Une ou deux gonades sont palpables

Il s'agit d'un nouveau-né insuffisant 46XY, ou PHM. La présence ou l'absence de
dérivés mullériens a I'échographie du bassin (utérus et vagin) caractérise des anomalies de la
production ou de la réceptivité de la testostérone, provenant d'une dysgénésie des testicules
ou des gonades qui sécréetent insuffisamment la testostérone et I'normone antimdillérienne. La

génitographie permet de différencier ces deux possibilites :

e Laprésence du vagin et de la cavité utérine : dysgénésie testiculaire

46




e Vagin borgne sans cavité utérine : troubles de la synthése des hormones testiculaires

Le phénotype va du type femelle complet a la présence sous le périnée ou le scrotum.
Les gonades sont situées dans les plis génitaux, plus haut ou plus bas dans la région

inguinale, ou en position abdominale. (Khezouz A, 2018)
V1.1.3.3.2.1. Défaut de synthése de la testostérone

L’hypogonadisme masculin correspond & une diminution de la synthése de la
testostérone et/ou a une altération de la spermatogénése ou , plus rarement, a une diminution
de la sensibilité a la testostérone , induisant un retard pubertaire et/ou une hypofertilité. Le
diagnostic repose sur la mesure des concentrations sérique de la testostérone, de la LH et de la
FSH et sur les tests de stimulation a ’'HCG ou par la gonadolibérine (calabria A,2020).

IIs sont rares. Défaut de virilisation génital et variable selon la nature et le degré de

I'anomalie enzymatique.

Les testicules sécrétent I'normone antimillérienne et il n'y a donc pas de derivé

Millériens.

En fonction de I'anatomie du bourgeon génital et de I'étiologie du PHM, le médecin et le
chirurgien aborderont la question du sexe reproducteur de I'enfant. Dans ces cas, la thérapie
de remplacement du dépdt de testostérone permet une croissance satisfaisante des bourgeons

reproducteurs et le sexe masculin peut étre sélectionné.

Un diagnostic de fertilité est incertain. Ce défaut artificiel peut étre limité dans le temps,
lors de la formation des organes, et explique des cas ou les données hormonales sont normales

a la naissance.
eBloc en 3-béta-hydroxysteroide

Il associe I'ambiguité des organes geénitaux externes qui résulte d'une excitation
incompléte, avec hypospade et micropénis, avec un phenotype féminin et une perte de sel. Le

diagnostic biologique est le méme chez la fille ( Khezouz A,2018).
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eBloc en 17-alpha-hydroxylase

Il provoque une altération de la virilité (micropénis, hypospade ou phénotype féminin

complet) en raison d'une exposition insuffisante a la testostérone in utero.

Il existe souvent un hypercorticisme di & une surexpression du géne DOC avec, apres la
puberté, une hypertension et une alcalose hypokaliémie. Le cortisol est normal ou faible et
I'ACTH est élevée. La testostérone et le delta-4 sont faibles et non stimulés par la

gonadotrophine chorionique humaine (HCG).

La prégnénolone, la progestérone, le COD et la corticostérone sont élevés (Khezouz A,
2018).

eBloc en 17-hydroxystéroide réductase :

Il s'agit d'un bloc testiculaire rare, souvent méconnu & la naissance. Les personnes
atteintes ont un phénotype féminin, exceptionnellement PHM. Biologiquement, le diagnostic
est posé sur une augmentation du delta-4, bien supérieure a la testostérone, sous HCG. Deux

genes situés sur le chromosome 17 codent pour I'enzyme (Khezouz A, 2018).
V1.1.3.3.2.2. Défaut de la réceptivité de la testostérone

La testostérone est une hormone androgéne et masculinisante : cela signifie qu'elle

contribue a I'apparition et au développement des caractéres sexuels masculins.

Les anomalies de sensibilité aux androgenes sont responsables de 70% des PHM dont

I’étiologie est reconnue.

Par conséquent, on a des anomalies dans le récepteur aux androgénes et un déficit en 5-alpha
réductase (Khezouz A ,2018).

e Anomalies du récepteur des androgénes :

Le diagnostic d'insensibilité totale au syndrome androgéne, anciennement appelé «
testicule féminin » est généralement posé a la puberté avant la ménopause primaire car les

organes génitaux externes sont feminins.

L'expression clinique est hétérogéne, avec des anomalies allant du micro-pénis avec
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hypospade a un phénotype plutdt féminin avec des organes génitaux internes masculins et des

testicules ectopiques.

A la puberté, il existe un micro-pénis, une gynécomastie fréquente et une infertilité

quasi constante.

Au cours de la période néonatale a la puberté, chacuns des hormones LH et AMH et la

testostérone sont normale ou élevées.

Une mutation du gene du récepteur aux androgeénes est retrouvée dans 25 % des cas ou le
diagnostic est évoqué cliniquement et biologiqguement. Ce syndrome se transmet de maniere
récessive liée au chromosome X. Son incidence est de 1/100 000 naissances. (Khezouz A,
2018)

e Déficit en 5-alpha-réductase :

La di-hydro-testostérone ‘DHT’ est responsable de la masculinisation utérine des
organes genitaux internes et de la maturation sexuelle a la puberté, tandis que la testostérone
semble étre plus importante pour stimuler les canaux du Wolff pendant le développement
sexuel, la formation des organes génitaux internes et la régulation de la sécrétion de

gonadotrophine et de la spermatogenése.

Le déficit en PHM de la 5-alpha-réductase est di a des mutations du géene de la 5-
alpha-réductase. Il affecte le sexe masculin et provoque des anomalies stéréotypées a la

naissance, allant d'une apparence entiérement féminine avec un hypospade un petit penis.

Il'y a virilisation a la puberté, ou la concentration de testostérone augmente alors que la
DHT reste faible.

Le diagnostic biologique repose sur l'augmentation du rapport testostérone/DHT avant
et aprées hCG (Khezouz A, 2018).

V1.1.3.3.2.3. Anomalie du récepteur de la LH

Des mutations inactivantes du récepteur de la LH produisent un modéle altéré chez
I’homme qui va de la pseudo-hypertrophie male néonatale dans la forme complete a

I’hypothermie modérée dans sa forme partielle .
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Chez la femme, le phénotype comprend une oligoménorrhée avec une anovulation
T activation des mutations du récepteur LH produit une puberté précoce indépendante des
gonades chez I’homme et n’a aucune expression clinique chez la femme (Faugeron —Ruel 1,
2005).

Le syndrome de résistance du testicule a la LH ou agénésie des cellules de Leydig de

transmission autosomique récessive est rare.

Il entraine chez les sujets 46 ,XY, un phénotype variable a la naissance : micro pénis
isolé et PHM.

La testostérone et ses précurseurs sont effondrés et non stimulables par ’'HCG, la LH

est élevee et la FSH est normale (Khezouz A, 2018).
V1.1.3.3.2.4. Déficit en hormone antimullérienne

L’hormone antimillérienne, ou AMH, a été découverte dans les années 1950 par le
chercheur Alfred Jost. Dans les premieres semaines de grossesse, et jouent un rdle majeur
dans la formation des organes génitaux feetaux entre la huitiéme et la dixiéme semaines de
grossesse, les cellules de sertoli sécrétent la substance Mullérienne inhibitrice (MIS) comme

on I’appelle aussi dans les gonades (futures testicules) de foetus males.

Chez I’homme elle est sécrétée par I'utérus jusqu’a la puberté, pendant la puberté,

I’AMH reste exprimée dans le sperme.

Chez les femmes, il apparait chez elles aprés 1’accouchement , sous I’influence des
cellules de la granulosa des follicules. Elle est présente en tres faible quantité , et joue un role
important dans la formation des follicules car elle est un indicateur de la réserve folliculaire

(ou réserve ovarienne).

Ce déficit conduit a la persistance des canaux de Muller et est une forme rare de PHM.
Elle se caractérise par la présence de l'utérus et des trompes chez les hommes en général. Le
diagnostic est généralement posé lors d'une chirurgie de hernie testiculaire ou inguinale (
Khezouz A, 2018).
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V1.1.3.3.2.5. Dysgeénesies testiculaires bilatérales

Les patients atteints présentent divers degrés d'ambiguité sexuelle. Leur caryotype est
46,XY, mosaique XX/XY ou montre une anomalie du chromosome Y. Les testicules avec un
manque combiné de fonction leydigienne et les cellules de Sertoli sont hypoplasiques et

souvent cryptiques.

Il existe un syndrome de l'utérus, de Drach et de Fraser associé a des mutations dans le
géne WT1. Le syndrome de la tumeur de Wilms, les malformations urinaires et le retard
mental (WAGR) suggérent que la tumeur de Wilms est associée a l'allergie, I'ambiguité

sexuelle et le retard mental (Khezouz A, 2018).

V1.1.3.3.2.6. PHM idiopathiques

Les pseudohermaphrodismes masculins (PHM) sont définis par une ambiguité des
organes génitaux externes et internes associee a la présence exclusive de tissu gonadique
masculin. C’est une affection rare, héréditaire a transmission autosomique récessive, elle
correspond a une altération de la biosynthése testiculaire de la testostérone. La 17 béta
hydroxy-stéroide des hydrogénasse permet de transformer 1’andro-sténedione en DHT et le

delta 4-androstenedione en testostérone (Hadjersi R , 2015).

Les anomalies de croissance des gonades peuvent reveétir plusieurs aspects.

Trés rarement, I'hermaphrodisme vrai est le tableau le plus complet résultant de la

symbiose du tissu ovarien et des testicules ou des gonades de chaque sexe.

Les organes génitaux sont un groupe de structures dérivées des canaux de Wolff et

Muller, et les organes génitaux externes semblent non spécifiques (Khezouz A, 2018).

V1.1.3.3.3. Hermaphrodisme vrai (HV)

L’hermaphrodisme vrai est tres rare et difficile a traiter. 1l est d0 a des anomalies de la
différenciation sexuelle portant sur le gene SRY qui joue un réle majeur dans I’initiation des

stades précoces du déterminisme du sexe.
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Un diagnostic précoce, méme avant la naissance ou a la naissance, peut éviter de
nombreuses difficultés avant de déterminer le sexe du feetus. Ainsi, le développement
sexuel peut étre guidé par un traitement approprié pour chaque cas (F Mansouri , 2009).

Les é€léments des gonades males et femelles coexistent bilatéralement et
harmonieusement. Les organes génitaux internes sont différenciés selon la sécrétion de
gonades homogeénes, le sexe génital externe est ambigu, parfois il est dominant féminin mais
avec un gros clitoris, parfois il est majoritairement masculin, et le sexe génétique de ce
véritable hermaphrodite est majoritairement féminin (Mikol C ).

Le véritable hermaphrodisme désigne un cas tres rare d’hermaphrodisme : il représente
environ 5 % des cas dambiguité sexuelle. Une personne a des chromosomes sexuels
variables, mais nait souvent avec une ambiguité sexuelle et la présence de tissus testiculaires
et ovariens simultanément. Il existe différentes formes de véritable hermaphrodisme, cela
dépend de I'importance du travail du chromosome Y responsable de la masculinité (cardenas
J, 2017).

V1.2. Diagnostic prénatal

Au cours de la grossesse, le suivi médicale est double: il se penche sur la santé de la
maman (la femme) et plus précisément sur celle du feetus qu'elle porte (Marion, 2019) .Le
diagnostic prénatal tel que nous le connaissons aujourd'hui est loin d'avoir émergé comme une
évidence (Mirlesse, 2014).

La découverte prénatale d’une anomalie des organes génitaux externe implique la
réalisation d’exploration spécialisée et une approche multidisciplinaire pour établir un
diagnostic qui est plus précis et plus bientdt possible, les condition habituelle de découvert
d’un désordre du développement sexuel sont la contradiction entre le caryotype fcetal et le
phénotype sexuel échographique. La découverte fortuite d’'une ambiguité sexuelle au cours
d’une échographie systématique.

Le diagnostic prénatal de I’hyperplasie congénitale des surrénales permet de prévenir

le risque d’insuffisance surrénalienne aigu néonatale (Levy R, 2002).

V1.2.1. Les moyens diagnostiques

Actuellement il y’a deux types d’examen pour I’approche prénatal des anomalies
génitales : 1’échographie et la cytogénétique, la génétique moléculaire et la biochimie

(Mirlesse V et al ,2004).
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V1.2.1.1. Les prélévements feetaux

Amniocenteése
Elle est réalisée a partir de 11 SA sous un anesthésie locale (Aladlouni, 2007).

Choriocentése

C’est une technique invasive de diagnostic prénatale sous écographie qui est utilisée
entre la 11 a 13 SA (Dahoun et sophie, 2013), pour un but de 1’évaluation du caryotype foetal
et des anomalies biochimique et moléculaire (Aladlouni, 2007). On préleve plus de 15 a 20

mg pour obtenir un résultat de caryotype conventionnel en 6 a 8 j (Cherier, 2016).

Cordocentése

Le prélévement de sang feetal du cordon peut également dans certains cas étre indiquée
(Madeuf, 2013) réaliseé entre 18 a 40 SA ; c'est une technique qui préléve du sang feetal par

ponction de la veine ombilicale au niveau de I'insertion coronale (Cherier,2016).

VI1.2.2. La prise en charge durant la période prénatale

La prise en charge d'un nouveau-né passant par l'indication rapide et dans le plus
grande secret de la chirurgie (Franziska et al ,2016), La décision de la chirurgie doit étre
multidisciplinaire associant gynécologues, généticiens, cytogénéticiens, endocrinologues
pédiatres et biologistes spécialisés. Une prise en charge psychologique du couple est
nécessaire de méme qu’une large concertation entre les différents acteurs afin d’avoir un

langage unique vis-a-vis de ce couple (Morel Y et al, 2003).

La prise en charge est a but de :

Permettre le choix rapide du sexe et d’éffectuer un diagnostic rapide du type ambiguité
sexuelle. Et d’écarter les pathologies pouvant mettre en danger la vie du nouveau-né
(Franziska et al, 2016)

VI.Le choix du sexe

C’est une étape essentielle qui détermine la vie de I’individu. Il doit donc étre fait par
une équipe meédicochirurgicale habituée a prendre en charge les enfants qui ont une
intersexualité. Il doit correspondre a la situation dans laquel le développement pubertaire et la

vie sexuelle adulte seront le plus proche possibles de la normale (Harmtalla S,2018), alors en
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pré-labilité une enquéte médicochirurgicale doit étre réalisée pour guider le choix du sexe
avant de faire la génitoplastie. Il doit tenir compte en dehors du diagnostic étiologique d'un
certain nombre de considération pour assure a I'enfant les meilleure possibilités d'évolution
(Mialy,2005) (Bouvattier, 2016).

Lorsque le choix du sexe est difficile, la confirmation opératoire des données
anatomiques et de I’examen biologique extemporané des gonades pouvant étre nécessaires

pour la décision. Les conditions anatomiques sont en effet 1’élément du choix du sexe.

Dans ce tableau nous montrons les éléments en faveur d’un choix féminin ou masculin
: (Harmatallah S, 2018).

Tableau 02 : les éléments en faveur d’un choix féminin ou masculin.

Choix féminin Choix masculin
*La présence d’une cavité utérine ou * La longueur du bourgeon geénital
d’une cavité vaginale permettant une supérieur a 20mm avec des corps
plastie, caverneux corrects ,
*L’hypoplasie majeure du bourgeon * La réponse nette du bourgeon génital a
génital et ’absence de réponse de ce I’administration de testostérone ,
bourgeon a 1I’administration de
testostérone. *La cavité vaginale petite ,

*La capacité a sécréter de la testostérone

Un délai de quatre a six semaines aprés la naissance permet de faire les examens
nécessaires au diagnostic étiologique et de tester la capacité du bourgeon genital a se
développer sous testostérone lorsqu’on s’oriente vers un choix de sexe masculin. Ce délai

peut étre obtenu aupres des autorités Iégales (Harmatallah S, 2018).

Enfin , il faut va dire que le choix du sexe doit étre faiti avec une grande
précaution etaprés une étude  minutieuse des  possibilités anatomiques et
fonctionnelles des organes genitaux externes de nouveau- né ayant une anomalie de la
differentiation sexuelle (Abdelkader,2003).
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VII. Législation et ambiguité sexuel

Certains pays d’Europe prévoient I’hypothése d’un sexe neutre ou indéterminé dans
I’enregistrement des certificats de naissance comme le Royaume-Uni, la Lettonie ,les Pays-

Bas, le Portugal ou encore 1’ Allemagne depuis la loi du 7 mai 2013 (khezouz A et al,2018).

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.
Article 23 : « l'acte de naissance énoncera le jour, I'neure et le lieu de naissance, le sexe

de I'enfant et le prénom qui lui sera donné ».

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

premiere instance ».

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

médical justifiant la nécessité du changement (Harmatallah S, 2018).

IX. Traitement

Dans le cas de I'ambiguité sexuel le traitement appelé a l'institution d'une stratégie

thérapeutique complexe et multidisciplinaire la prise en charge tsera de :

*caractére médicale
*caractere chirurgicale
* caractére psychothérapeutique

Le traitement sera institué apres I'exploration d'une ambiguité qui se fera en quatre
temps:

*exploration clinique
*exploration hormonale

*exploration génétique

*exploration chirurgicale (Abdelkader, 2003.)
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IX.1. Traitement chirurgical

Le traitement chirurgical est a pour but la correction des anomalies anatomiques de
I’indifférenciation sexuelle par un chirurgien spécialiste dans le premier mois de la vie jusqu'a
la puberté (Abdelkader, 2003.)

Le traitement chirurgicale :

La quasi-totalité des anomalies génitales peut étre chirurgicalement corrigée avec un

tres bon résultat esthétique.

Ablation des gonades normales et des structures conductrices qui sont contraire au genre

car elle est susceptible de dégénéréscance maligne (Kwame kossi, 2003).

Ablation du pénis, scrotum et les testicules avec la création d’un néo-vagin.

Ablation du vagin et les éléments féminins du sexe avec la création un néo-pénis.

A noter que I’intervention dans le sens masculin est la plus difficile (Abdlkader, 2003).

Conduite a tenir vis-a-vis des gonades

-Dans les PHF, les ovaires sont normaux, en revanche dans les PHM, quand le choix de
sexe est féminin, la gonadectomie est faite dans le méme temps opératoire que la
génitoplastie .le niveau de risque de néoplasie gonadique sur les gonades dysgénésiques
contenant du matériel Y est discuté

-Dans les hermaphrodismes vrais et certaines dysgénésies gonadiques asymeétriques, il
est possible de différencier la zone testiculaire et la zone ovarienne pour réaliser une
gonadectomie partielle, quitte a la compléter a la pubert¢ si la gonade s’avére non

fonctionnelle (Khezouz A et al, 2018).

Age de la chirurgie

La correction chirurgicale est habituellement programmée entre I'age de 2 et 6 mois,
principalement pour des raisons psychologiques concernant a la fois les parents et I'enfant. Il
est certainement assez traumatisant pour la mere de voir sa fille avec des organes génitaux
externes anormaux a chaque change. Il est également admis qu'une apparence normale des

organes génitaux est importante pour I'enfant afin de développer son identité sexuelle bien
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que cette détermination soit multifactorielle et reste mal connue (Harmallah S ,2018).

Génitoplastie féminisante :

Dans quatre types d’ambiguités sexuelles : 46, XX DSD (femelle
pseudohermaphrodisme féminin) , ovotestis DSD (hermaphrodisme vrai), dysgénesie
gonadique mixte et dysgénésie gonadique 46,XY (dysgénésie gonadique pure), le sexe
féminin qui est proposé pour ces enfants et la féminisation des organes genitaux ou
génitoplastie féminisante s’impose.

Apreés la naissance et qui doit comporter :

-Clitoroplastie
-Vagin-plastie (Acimi S, 2015).

Clitoroplastie

En association avec le vagin-plastie, la reconstruction clitoridienne chez les patients
présentant des anomalies de différenciation sexuelle était 1’un des principaux sujets de
recherche et de discussion scientifique d’autant plus qu’il est important d’avoir des résultats
postopératoires satisfaisants aussi bien sur le plan esthétique que sur le plan de la fonction

sexuelle chez ces patients (Harmatallah, 2018).

L’hypertrophie clitoridienne était traitée dans le passé tout simplement par une
clitorectomie . Cependant, le gland est un organe important pour la sensibilité érotique de la
femme, et son ablation est une pratique mutilante et illogique. Donc, le souci des spécialistes
était de développer une technique qui permette de réduire la taille du phallus tout en

préservant un gland sensible (Acimi S ,2015).

Vagin plastie

L’anatomie 1ésionnelle joue un réle fondamentale . En effet, selon I’anatomie de I’axe
génital , on aura recours a une vagin plastie simple a une vagin plastie avec abord périnéal
complet pour abaisser la cavité vers le périnée ou a une vagin plastie de remplacement par
transfert de lambeau colique, le vagin plastie de remplacement utilisant un lambeau colique
est effectué apres la puberté essentiellement dans les PHM avec insensibilité aux androgénes
(Khezouz A , 2018).
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La génitaux-plastie masculinisant
La génitaux-plastie masculinisante comprend plusieurs types d’interventions :
-Cure d’un hypospadias (le plus souvent postérieure).
-Abaissement testiculaire.
-Correction d’anomalies scrotales.

Elle concerne les garcons insuffisamment virilisés pour lesquels un bilan est toujours
nécessaire un caryotype et un bilan hormonale, dans 50% des cas une étiologie précise est
retrouvée : un caryotype normale (46, XY DSD) associé a une anomalie de production de
métabolisme ou d’action des androgeéne ou au contraire anomalies des chromosomes sexuels (

Grapin-dagorno C ,2015).
IX.2. Traitement hormonal

Le traitement consiste en la prescription d'androgenes ou d’cestrogénes. Aprés
l'assignation du sexe au nouveau-né, le traitement hormonal entrepris aura pour visée
essentielle le renforcement du sexe assigné et le blocage du développement des éléments
constituant du sexe opposé (Abdelkader,2003). Le traitement prénatal des foetus femelles
déficients en 21-hydroxylase par la dexaméthsone est de plus en plus préconisé quand bien

méme il est possible d’avoir quelques effets non favorables mais rares (Kwami kossi, 2003).
IX.1. Traitement des blocs surrénaliens

En cas d'hyperplasie congénitales des surrénales faites d'hydrocotisone per os qui

associée a des minéralocorticoide a des base de fludrocotisone (Mialy, 2005.)
IX.2. Traitement androgénique

dans le cas de déficit ou de castration le traitement androgénique est nécessaire . Le
déclanchement de la puberté se fait quand 1’age osseux est supérieur a 11 ou 12 ans ; il est
basé sur l'administration reguliére d'oestroproestatifs (Mialy, 2005) ,par des injections
mensuelles de doses progressivement croissantes de testostérone retard. Le traitement

androgénique est également utilisé en période néonatale pour augmenter la taille du bourgeon
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génital et verifier le réceptivité aux androgénes avant la chirurgie correctrice (Khezouz A et al
,2018).

IX.3. Induction de la puberté chez les filles 46 XY

L’absence de développement de la puberté est due a une anomalie de fonctionnement
des ovaires (dysgénésie ovarienne). A partir de 1’dge normal de la puberté, I’apport des
hormones qui sont normalement fabriquées par I’ovaire, cestrogénes dans un premier temps
puis cestrogénes et progestérone, est indispensable. La jeune fille recoit un traitement dit
substitutif, d’abord pour induire la puberté (traitement par cestrogénes). A 1’age adulte, le
traitement substitutif, par cestrogeénes et progestérone, doit étre maintenu (sauf contre-
indications). Il est actuellement conseillé de prolonger le traitement apres 1’age normal de la
ménopause car il protégerait de 1’ostéoporose.

Dans un nombre minime de cas, lorsque du matériel du chromosome Y a été détecté au
caryotype, une ablation des ovaires est nécessaire car il existe alors un risque de ¢ (Carel JC

.2011) cancérisation.
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Partie pratique
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|. Patients et méthodes

1.1. Patients

Il s’agit d’une étude prospective et descriptive ayant comme principale visée la
recherche du géne SRY chez une famille présentant plusieurs membres présentant une

ambiguite sexuelle.

1.1.1Recrutement des patients : Critéres de sélection
Notre étude a porté sur 4 patientes sceurs issues d’une méme famille présentant une
ambiguité sexuelle adressées par les services d endocrinologie du CHU de Constantine.
Des critéres d inclusion et d exclusion ont été établis :
a Critéres d’inclusion :

Ont été inclus dans I"étude les 4 sceurs dont deux ayant présenté une DSD.

Nous avons procédé :

> au prélévement des patients.
> a I’établissement d’un arbre généalogique le plus complet possible pour famille
sélectionnée.

Le consentement éclairé du patient (Annexe 1) a été obtenu de tous les adultes ou de leurs
tuteurs quand 1"age du patient est inférieur a 18 ans.
Les premiéres démarches de 1’étude que nous avons réalisée ont débuté, lorsque le diagnostic
d’ambiguité a été posé.
Le questionnaire :
Le recueil systématique des informations cliniques et biologiques a été réalisé grace a un
questionnaire approprié (Annexe 1) comportant :
Les données épidémiologiques (nom, prénom, age, résidence, profession, sexe) ; le motif de
consultation, les signes fonctionnels (aménorrhée, douleurs pelviennes ou abdominales,
dysurie, bralure mictionnelle) , les signes généraux (asthénie, anorexie) et les facteurs de
risque (pathologie pendant la grossesse de la mere et médicaments utilisés, mariage
consanguin des parents, notion familiale d’ambiguité sexuelle. Les données de I’examen
physique : la recherché une dysmorphie, une malformation congeénitale des OGE, une
anomalie des caractéres sexuels secondaires).

Les résultats des examens complémentaires spécifiques : 1’échographie abdomino-pelvienne
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le caryotype, les dosages hormonaux plasmatiques (LH, FSH, B-HCG, testostérone,
prolactine, cestradiol, 17-OH progestérone, 17-OH prégnénolone, prégnénolone, ACTH,
Dihydroépiandrosterone), de La Ccelioscopie non faite dans notre étude. Histologie
gonadique a la recherche d’anomalies histologiques.

o Mode de prélévement:

Les prélevements de sang total pour I'étude génétique ont été réalisés au niveau du pli du
coude aprés pose d'un garrot.
Nous avons recueilli pour chaque patient :

» Un prélevement sur deux tubes stériles de 5 ml contenant de 'EDTA comme

anticoagulant, qui de plus est un inhibiteur des nucléase, pour 1’analyse moléculaire.

o Conservation :

L’extraction d’ADN a été réalisée sur du sang frais. Dans certains cas d’impossibilité
technique, I’extraction a été différée puis réalisée sur du sang stocké 1 a 2 jour a 25°C ou
pendant 7 jours a + 4°C.

Nous n'avons pas €té contraint a congeler nos €chantillons. L’extraction d’ADN peut aussi se
faire sur du sang congelé, mais dans ce cas la cristallisation lors de la congélation suivie de

décongélation provoque des cassures dans la molécule d’ADN.

I. 2. Méthodes
1.2.1. Etude génétique

La recherche du gene SRY a été réalisée par PCR en appliquant I"algorithme de travail
suivant :
Extraction de I'’ADN a partir de sang total par la méthode au Nacl
Quantification et dilution de '’ADN
L’¢évaluation du procédé d’extraction
PCR ou amplification du gene SRY

Contrdle des produits de PCR par électrophorése sur gel d agarose

I O o

Analyse du gel d’électrophorese

1.2.1.1. Extraction D’ADN
L'extraction de I'ADN est une technique permettant d'isoler un gene ou un fragment de

gene de cellules ou de tissus et de le multiplier rapidement.
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Elle consiste a obtenir des acides nucléiques plus ou moins purs et plus ou moins concentrés
adaptes aux différents tests génétiques pratiqués.
Les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN. Au cours de ’extraction
certaines précautions doivent étre prises.

- L’utilisation de gants

- L’utilisation de I’autoclave pour la stérilisation du matériel

- L’utilisation de pipettes spécialisées

- L usage de produits consommables jetables, comme des pointes a filtre stériles.

U Méthode d extraction au Nacl :
Tous les prélevements des malades ont été extraits par la méthode au Nacl (Annexe 111).
L’extraction d’ADN leucocytaire a comporté 4 étapes :

e Lalyse des globules rouges et préparation du culot de leucocytes :

Quelle que soit la méthode d’extraction des acides nucléiques utilisée a partir de sang
fraichement recueilli ou décongelé, le sang est vigoureusement mélangé a une solution
hypotonique pour faire éclater les globules rouges.

La lyse est réalisée en général a + 4°C pendant 20 a 30 mn. Le lysat est centrifugé 10 mn a
3900 tr/mn. Apres élimination du surnageant, on obtient le culot de leucocytes.
- Dans un tube Falcon de 50 ml, mettre le sang et compléter a 25 ml avec du Tris
EDTA (TE) 20:5

- laisser 10 mn dans la glace.

- Centrifuger 10 mn & 3900 rpm

- Aspirer le surnageant avec la trompe a vide

- Ajouter quelques ml de TE: 20:5 au culot et remettre en suspension avec une

pastette stérile.

- Compléter a 25 ml avec du TE: 20:5 et laisser 10 mn dans la glace.

- Centrifuger dans les mémes conditions que la premiere fois.

- Aspirer le surnageant avec la trompe a vide : Obtention d’un culot de leucocytes

(Si on s’arréte a ce niveau, il faut mettre le culot dans un tube nunc de 1.5ml contenant

du TE : 10 :1 et les conserver a -20 °C dans le congelateur).

O Lyse des leucocytes, dénaturation du complexe nucléoprotéique et
libération de I’ADN

- Le culot contenant les leucocytes est transvasé dans un tube falcon de 15 ml.
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- Ajouter 3 ml de tampon de lyse des leucocytes en dilacérant le culot avec une
pastette stérile.
- Ajouter 200 pl de SDS (sodium dodécyl sulfate) a 10% qui est un détergent
anionique utilisé pour lyser les GB mais, c’est aussi un activateur de la protéinase
K, il inhibe les nucléases et dénature les protéines.
- Ajouter 100 pl de protéinase K a 10 mg /ml.
L'ADN nucléaire libéré dans le milieu est alors le plus souvent traité par une protéinase trés
active, la protéinase K qui a pour but de digérer les protéines qui lui étaient associées.
- Agiter le tube sur une roue a 37°C pendant une nuit.
Le traitement par la protéinase K (10 mg/ml) est effectué pendant 1a2ha65°Cou 2a3ha
56°C ou 3418 h ou over night a 37 °C.

- Le lendemain, refroidir dans la glace le contenu du tube Falcon.

Q Extraction et purification de I’ADN: méthodes utilisant des solvants non
organiques : le Nacl
Le principe consiste a traiter uniquement le lysat cellulaire par une solution saline, dont
I'objectif est d'éliminer par précipitation sélective les protéines.
- Ajouter 1 ml de Nacl 4M et agiter vigoureusement a la main
- Remettre 5mn dans la glace (précipitation des protéines)
- Centrifuger 15 mn a 2500 tr/mn

Q Precipitation de ’ADN
La précipitation est le plus souvent réalisée par de 1’éthanol absolu a froid et a haute
concentration. L’¢thanol se trouvait a -80°C et a concentration 2.5 volumes par rapport a
I’échantillon. La pelote d'ADN se forme, puis précipite sous forme de filament visible a 1’ceil
nu. Le précipité est ensuite lave et redissolu dans 1’eau ou du tampon TE : 10 :1.

- Transvaser le surnageant dans un Falcon de 15 ml, ajouter 2 fois son volume d"éthanol
absolu préalablement refroidi (environ 8ml) et agiter en retournant le tube plusieurs fois : Il 'y
aura formation d’une « méduse » visible a 1’ceil nu, qui sera récupérée par enroulement sur
une pipette Pasteur puis lavée dans 1’éthanol a 70% 2 fois pour éliminer les sels ou les traces
d’isopropanol, elle sera ensuite sechee.

Dans le cas ou la concentration des acides nucléiques est faible (< 50 pg / ml) le temps de
précipitation devra étre plus long (>10h). Parfois la précipitation a lieu en présence de sels

comme 1’acétate de Na pour augmenter la force ionique.
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Mettre la pelote dans un tube nunc et I’ADN sera réhydraté par une solution de TE (tris:
EDTA) ou de I’eau bidistillée, puis conservé a 4°C ou a —20°C.
U Solubilisation :
- Ajouter entre 300 et 1000 pl de TE : 10 :1 selon la grosseur de la pelote et la
concentration souhaitée.
- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37 °C, puis a température ambiante jusqu'a
dissolution compleéte (1 a 2 jours).

1.2.1.2. Quantification et dilution de I'’ADN : Dosage des acides nucléiques

La concentration de I’ADN est estimée par spectrophotométrie a 260 nm. Les
contaminations par les protéines et le phénol peuvent fausser la concentration de I’ADN. Les
protéines absorbent a 260 nm et a 280 nm tandis que le phénol absorbe a 270 nm.

Pour cela on effectue une mesure de la densité optique ou DO de I'ADN dilué a 260 nm et a
280 nm (Annexe V).

1.2.1.3. Les critéres d'évaluation du procédé d extraction
O Lataille des fragments d'acides nucléiques.

La taille des fragments a été contr6lée par électrophorése sur un gel d'agarose a 0,8 %.
2 a5 ul (selon le procédé) de la solution d'/ADN ont été déposés dans chaque puits d'un gel
d'agarose a 0,8 % et soumis a une migration sous un courant de 100 volts pendant 2 h. Cette
analyse permet, par ailleurs, d'observer une éventuelle dégradation de I'ADN survenue au
cours de I'extraction.

O Le rendement de I'extraction.

La concentration de I'ADN extrait a été déterminée en mesurant I'absorbance a 260 nm
des solutions diluées au 1/100 ou 1/50 (selon le procédé), sachant que 1 U DO correspond a
50 mg/ml d'’ADN. Le rendement a été calculé en réalisant le rapport entre la quantité d'ADN
obtenue et le volume initial de sang total utiliseé.

Q Lapureté.

La contamination de I'ADN extrait par des protéines a été appréciée en mesurant la
densité optique des extraits a 260 et 280 nm et en effectuant le rapport DO 260 nm/DO 280

nm.

Q La rapidité.

Le temps nécessaire pour réaliser une extraction a été détermine : temps réel et temps
de travail.
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O Conservation de I’ ADN

Le tableau suivant résume les différentes conditions de conservation de I’ADN.

Tableau 03 : Les conditions de conservation de '’ADN

Température Durée de la stabilité de la solution d”ADN
Ambiante Quelques jours
+4°C 6 mois
-20 °C 1 an au minimum
-80°C 7 ans au minimum

1.2.1.4. PCR du gene SRY

La PCR est un outil fondamental de la biologie moléculaire. Elle permet de repérer un

fragment d’ADN ou de gene précis, présent méme en quantité infime dans un mélange puis de

le multiplier rapidement.

La PCR a été décrite pour la premiere fois par Karry Mullis en 1983 et publiée en 1985,

ce qui a valu a Karry Mullis le prix Nobel de chimie en 1993.

Q Principe :

La PCR est basée sur la capacit¢ de ’ADN polymérase a synthétiser le brin

complémentaire, d’'un ADN servant de matrice.

Pour initier le processus, un segment d’acides nucléiques doit s’y associer afin de servir

d’amorce. Cette amorce ou primer est un oligonucléotide de synthése de 17 a 30 bases de

longueur, et dont la séquence est complémentaire a celle du brin a amplifier. L’amorce permet

de délimiter les bornes de la séquence a amplifier. L’association a ’ADN cible est suivie de

son ¢longation par la polymérase, aboutissant ainsi a la synthése d’'un ADN double brin.

La PCR consiste en une succession cyclique de 3 étapes :

Le milieu réactionnel tamponné comprend tous les éléments indispensables : les

précurseurs nucléotidiques (dATP,dCTP,dTTP,dGTP), le cation Mg++ indispensable au bon

fonctionnement de I’enzyme et a I’incorporation correcte des précurseurs, I’ADN polymérase

et les amorces. A ce milieu est ajouté I’ADN extrait du milieu biologique a étudier.

> Premiére étape : Denaturation thermique

Cette étape consiste a séparer par la chaleur les deux brins en rompant les liaisons

hydrogénes. L’ADN double brin est chauffé¢ a 94°C. Cette température est supérieure a la

température de dénaturation (Temperature melting ou TM) de I’ADN qui passe alors sous

forme simple brin. Ces brins servent de matrice au cours des cycles d’amplification.
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> Deuxieme étape : Hybridation des amorces ou annealing
Le milieu réactionnel est amené a une température inférieure au Tm des amorces. Ce
Tm est fonction de la séquence et est en général de I’ordre de 45 a 70 °C. Les amorces en
large exces, s’hybrident a tout I’ADN simple brin comportant la séquence complémentaire.
» Troisieme étape : Elongation et extension d’amorces
Une ADN polymérase (la tag polymérase) allonge les amorces en y incorporant les
désoxynucléotides complémentaires de la séquence de la matrice a laquelle est hybridée.
La synthése s’effectue dans le sens 5°—3” a 72°C (température optimale).
A la fin du cycle, deux copies de la séquence d’ADN cible sont obtenues.
Un nouveau cycle commencera par 1’étape de dénaturation, suivie successivement des étapes
d’hybridation et d’extension.

A chaque cycle correspond le doublement du nombre de copies de la séquence cible. De
maniere générale 15 a 40 cycles sont effectués, générant un nombre considérable de copies de
la séquence cible.

L’amplification est exponentielle selon la formule 2 a la puissance n, n représente le
nombre de cycles, par exemple une PCR de 30 cycles génére théoriqguement 2 a la puissance
30 copies de cibles initialement présentes.

Le rendement de la réaction n’atteint jamais 100%. Ce qui, en fin d amplification, nous
permet d obtenir en pratique moins de copies que celles attendues par la théorie.

U Optimisation de la PCR

» Choix de I'enzyme :

La Tag ADN polymérase est une enzyme trés largement utilisée pour effectuer les PCR.
Cette enzyme obtenue a partir de thermus aquaticus posséde une bonne thermolabilité, ce qui
lui permet de résister dans certaines limites aux températures elevées nécessaires a la
séparation des doubles brins.

La quantité de Taq ADN polymérase utilisée pour une réaction de PCR de 50 ul, varie
de 0.2 et 0.5 Ul, voire 1 Ul. Une quantité trop importante d enzyme est souvent a | origine
d"un bruit de fond important (bandes parasites) voire une inhibition de la réaction.

» Choix des amorces :
Les amorces sont des séquences exactement complémentaires du fragment a amplifier

(absence de mésappariements).
Principes généraux relatifs aux choix des amorces :

- La taille des amorces doit étre entre 20 et 30 nucléotides.
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- Leur composition en G+C doit étre de 50%

- L hybridation des amorces sur elles-mémes et entre elle doit étre évitée car il ya
un risque de formation de produits de PCR non spécifiques, notamment de dimeres d amorces
qui sont des bandes parasites, résultant de |"hybridation des amorces sens et anti-sens entre
elles. Ces appariements affectent I'efficacité et la spécificité de la réaction de PCR. Les
amorces ne doivent pas faires de boucles (loops) sur elles-mémes (absence de structure
secondaires).

Les amorces utilisées dans I'amplification du gene SRY sont les suivantes :

Tableau 04 : Amorces utilisées

Exons Amorce sens ou Forward F5° 53" Amorce antisens ou Reverse R5 >3’

SRYF :5' CAgTCCAgCTgTgCAAgAgA 3’ SRYR : 5' gCCATTTTTCggCTTCAZTA 3’

> Température de fusion et d’hybridation
e La température de fusion ou de dénaturation (melting température TM) des amorces doit
étre Suffisamment élevée (au minimum 55 °C) quand cela est possible.
Plus le Tm d’une amorce est €élevé, moins le risque d hybridation non spécifique est
important ; il est donc important de dessiner des amorces a TM élevée.
La difféerence de TM entre les deux amorces (A ou sens et B ou anti sens) ne devra pas étre
trop importante : TmA-TmB <5°C
Pour calculer le Tm d une amorce, on pourra s aider de la formule suivante :
Tm=2 (A+T) + 4 (G+C)
Cette formule, valable pour des amorces de taille inférieur a 25 nucléotides, est
cependant approximative.
. La température d hybridation est égale a la Tm moins 5 °C (T° hybridation =Tm - 5°C).
Une
Tempeérature d"hybridation trop basse risque de donner des hybridations non Spécifiques.
» Concentration des chlorures de magnésium
Le chlorure de magnésium est un cofacteur essentiel pour la Tag polymérase. Il existe
une relation inverse entre la quantité de dNTP utilisée et la concentration de Mgcl2. Les
dNTP chélatent une partie des ions Mg2+ et par conséquent, une augmentation des dNTPs
diminue la concentration disponible d’ions Mg2+ libres.
Nous avons utilisé une solution de Mgcl2 a 25 mM et nous avons réalisé une gamme de
Mgcl2.
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O Problémes rencontrés au cours de la réaction de PCR :

- Bandes parasites: Les bandes parasites sont le reflet d'un manque de spécificité et
probablement de sensibilité.

- En front de migration: Ce sont des dimeres d amorce. Il faut revoir le choix des amorces
et les conditions expérimentales de la PCR.

- Un aspect en frottis ou smears sur le gel : peut étre lié a une mauvaise optimisation, mais
il faut toutefois envisager, préalablement a toute remise en question du protocole
expérimental, deux causes fréquentes : a savoir une quantité d”ADN trop importante dans
le mélange réactionnel et / ou un programme comportant trop de cycles. Il faut a priori
éviter de dépasser plus de 40 cycles.

- Des bandes parasites peuvent apparaitre en raison de mauvaises conditions initiales
d hybridation a basse température.

O Détection des contaminations :
La PCR est une technique trés sensible. La contamination est le risque majeur et
permanent de la PCR. Pour réaliser une PCR, plusieurs précautions sont donc a prendre :

+ |l est nécessaires d'insérer des controles dans des séries danalyse par PCR, pour
verifier la qualité et les performances du test et détecter certaines anomalies risquant
d'invalider le résultat.

Fractionner les réactifs en aliquotes de petit volume.

Ne pas hésiter a jeter tout réactif suspect.

Stériliser les tampons, les pointes de pipettes, les tubes.

Décontaminer les pipettes a |'eau de javel diluée.

- F F + F

Ne pas oublier d’irradier aux UV la zone de travail pendant environ 15 mn une fois le
travail terminé.
+ Se servir de pipettes utilisant des pointes a filtre jetables.

O Validation du test :

Pour chaque série de réactions de PCR, il est indispensable d effectuer un contrdle
négatif et, éventuellement, un controle positif,

» Contrdle négatif :

Il s agit d"un tube contenant tous les réactifs et I'enzyme, mais sans ADN, il permet de

s assurer qu aucun réactif ou enzyme n'est contaminé.

» Controle positif :
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Il s"agit d’un tube contenant tous les réactifs et I'enzyme avec un ADN connu et déja
étudié. Ce contrble, qui permet de s assurer que la réaction s'est bien effectuée, n'est utilisé
que lorsque les réactions de PCR ne sont pas concluantes.

» Marqueur de taille :

Un marqueur de taille est une solution contenant différents fragments d"”ADN de tailles
variables et connues. Il est utilisé pour I'estimation de la taille d'un fragment d”ADN
amplifié.

Il peut étre remplacé par des fragments ou témoins de masse moléculaire connue qui
migrent en paralléle au fragment d"ADN a estimer.

O Reéalisation pratique de I'amplification par PCR :

Préparation de I"échantillon d"’ADN sous forme d'une solution de travail adequate et
verification que tous les réactifs nécessaires sont disponibles, et en quantité suffisante pour
amplifier le gene SRY.

Les différentes solutions doivent étre préparées sous une hotte a ADN stérile.

Les amorces sont fournies sous forme lyophilisée, et les DNTP sous forme de flacons
de solution mere contenant 100 mm de chaque dNTP. Ces réactifs sont préparés selon les

concentrations suivantes.

Tableau 05 : Concentration des réactifs de la

PCR
Solution de travail Concentration
ADN 100 ng/pl
Amorces 10 pmol //ul
>
dNTP 2mM

appelée de Pré PCR sous hotte stérile

.Dans des tubes eppendorff de 1.5 ml, on prépare les Mix ou mélange total des réactifs
nécessaires a notre PCR pour chaque exon, en tenant compte du nombre d échantillons a
traiter, plus un témoin négatif.

La composition du Mix est la suivante :
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Tableau 06 : Composition du mix de la PCR

Réactifs Quantité
Volume 20 pl

Tampon 10X 2ul
MgCl> 25 mM 0.6 ul
dNTP 2.0 mM 32
Amorce F 10pmol/ul 2 ul
Amorce R 2l
Taq DNA polymérase SU/ ul 0.6 ul
H20 8.4 ul

Ces ADN . 1.2 ul

» Programme du thermocycler

Les microtubes sont placés dans un thermocycler qui sera programmé comme sulit :

Pour le gene SRY

- 95°C pendant 10 mn

- 95°C pendant 1mn

- 58 °C pendant 1 mn 30 fois
-lmna72°C

-7Tmna72°C

Apres amplification des exons par PCR, les produits de PCR sont contrblés par
électrophorese.
1.2.1.5. Contrdle par électrophorése des produits de PCR du gene SRY

» Principe de la technique

L "électrophorése sur gel d'agarose permet de separer les exons en fonction de leur
taille. Elle est réalisée dans une cuve de migration horizontale.

> Legel d’agarose :

Le contrdle de PCR est réalisé sur un gel d agarose a 2 %.

> Tampon d électrophorése :

Le tampon Tris-Borate est le plus utilisé, sous forme de mélange Tris-Borate-EDTA
(TBE) (Annexe V).

Le Tris et le borate ne portent quasiment pas de charges au PH désiré, ce qui réduit leur
mobilité. Un avantage du tampon Tris est qu'il s'agit d 'une molécule de taille suffisamment

importante, ce qui freine sa migration électrophorétique.
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La concentration d'un tampon est exprimé en X. La mention X indique la dilution a
effectuer a partir d’une solution mere de concentration nX. Les tampons sont généralement
dilués al X.

» Traitement de | échantillon pour le dépbt :

Les produits de PCR sont préparés pour étre déposes, avec une pipette de précision, sur
gel d'agarose. Le gel d'agarose est placé avec son support ou plateau dans une cuve
d“électrophorese. Le gel placé dans la cuve sera totalement immergé, en positionnant les puits
du c6té de la cathode pole noir.

Il faut remplir délicatement et trés lentement la cuve avec le tampon TBE jusqu™ a
recouvrir le gel. Ajouter le colorant de charge 2 pl de bleu de bromophénol a chaque 10 pl
produit de PCR de chaque échantillon, pour pouvoir suivre visuellement la migration des
dépbts. Ce mélange est déposé dans un puits du gel d agarose.

Un marqueur de taille, déposé dans un puits est utilisée pour chaque série
d"échantillons.

La migration :

La migration électrophorétique dure environ 45 mn a 100 volts. Elle peut étre arrétée
lorsque le courant de charge arrive a proximité du bord opposé du gel.

Visualisation des produits de PCR :

La visualisation des exons séparés en fonction de leur taille par transi lumination du gel
qui contient du Bromure d’ethidium ou BET, molécule qui a I'habitude de s'intercaler entre
les bases des acides nucléiques.

Dans ces conditions, I'exposition du gel a un rayonnement UV de 312 nm permet la
fluorescence du BET lié a I'’ADN.

Cette technique permet de repérer et de situer les différents fragments ayant migrés par
rapport au marqueur de taille moléculaire.

Le rapport vitesse / distance de migration d'un fragment d ADN est inversement
proportionnel au logarithme de sa taille. La taille des différents fragments amplifiés est

estimée par rapport a des fragments du marqueur de taille.

.M, marqueur ; B, témoin négatif ; C, contrdle positif ; F, le
Controle négatif d’ADN féminin ; 1-9, les patients
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T+ : Témoin positif ADN d’'un: homme normal

T- :Témoin négatif : ADN d’une femme ayant
enfanté
*P1 : patient1: SRY +

*P2 : patient 2 : SRY +
*P3 : patient 3 : SRY-
*P4 : patient 4 : SRY -
*Blanc : Contrdle négatif de la PCR (Contenant le mix de la PCR mais sans ADN)

I1. Observation clinique

La premiére fille et la deuxiéme fille sont des sceurs originaires d’un village de la
wilaya de Khenchla agees de 18 et 22 ans respectivement premiere et deuxieme enfants
d’une fratrie de quatre enfants vivants et bien portants, issue d'un mariage non consanguin,
sans ATCD personnels particuliers et sans ATCD familial d’aménorrhée primaire.

Ayant consulté au service d’endocrinologie du CHU BenBadis de Constantine pour une
aménorrhée primaire.

Vers I'age de 12 ans pour La premiere fille et 13 ans pour la deuxiéme fille , un
développement normal des seins est apparu avec un morphotype féminin harmonieux.

L'examen clinique a retrouvé des patientes en bon état général qui pesaient 52 kg pour
1.68 m pour la premiére fille et 45 kg pour 1.50 pour la deuxieme fille et le développement
mammaire était au stade Ill de Tanner alors que la pilosité pubienne était au stade | et une
pilosité axillaire absente AQ.

Il n'y avait pas de masses palpables au niveau inguinal.
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Par ailleurs, les organes genitaux externes étaient typiquement féminins avec présence
des grandes et petites levres, sans clitoromégalie , ni fusion postérieure des grandes lévres ni
de gonades palpables au niveau des lévres. Les orifices urétral et vaginal ont été bien
identifiés. Au toucher rectal, l'utérus n'était pas palpable.

L’échographie pelvienne a montré l'absence de l'utérus et des ovaires et présence de
masses iliaques faisant évoquer des testicules dont I’examen histologique a objectivé un
testicule féminisant.

Sur le plan biologique : le taux de testostérone était éleve a 13,68 ng/ml selon les normes
masculines, le taux de FSH bas a 1,0 Ul/ |, le taux de LH élevé a 28 Ul/I et le taux de 17 béta-
cestradiol élevé a 60,2 pg/ml.

Concernant les marqueurs tumoraux : le taux de BHCG ¢levé a 114,5 mUI/ml, alors que
le taux de I'AFP et de la LDH étaient normaux.

Le caryotype a révélé une formule chromosomique 46, XY et une présence du gene SRY
a I’analyse moléculaire.

Devant ces constatations cliniques, biologiques et radiologiques, Le diagnostic de
testicule féminisant ou de syndrome de résistance compléte aux androgenes a été posé et le
médecin traitant a expliqué a la famille la nécessité d’un suivie particulier.

Ces deux patientes ont été orientés vers le service de chirurgie pour une éventuelle
ablation des testicules qui risquent la cancérisation.

Apres discussion avec les parents compte tenu des conditions socio-familiales culturelles
et des traditions et L'orientation psychosexuelle est féminine cad le désir des deux patientes et
de leur parents le sexe retenu était féminin.

Un traitement a base d'cestro-progestatifs a été alors instauré en post opératoire pour un
bon développement de leurs caractéres sexuels secondaires.

Vue les deux cas familiaux de syndrome de résistance compléte au androgéne et vue
I’absence du diagnostic génétique dans notre laboratoire, I’endocrinologue nous a demandé de
lui faire la recherche du gene SRY chez les deux sceurs plus jeunes agees de 4 et 10 ans
respectivement au moins afin de voir si elles ont ce géne ou non.

La recherche du géne SRY chez les deux sceurs de méme que les dosages hormonaux
étaient en accord avec les ages respectif des deux sceurs ce qui rassure. Cependant le

caryotype n’a pas ¢été réalisé vue les conditions socioéconomiques défaillantes de la famille.
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I11. Discussion

Le syndrome d’insensibilité compléte aux androgénes anciennement dénomme testicule
Féminisant est un trouble du développement sexuel, une forme complete de
pseudohermaphro-disme androgynoide.

Ce syndrome est rare ; sa prévalence est estimée entre 1/20000 et 1/99000 naissances
vivantes de sexe Masculin (Bakker J ,2016).

C’est une anomalie congénitale de transmission récessive liée au chromosome X
caractérisée par une féminisation plus ou moins marquée des organes genitaux externes chez
un sujet de sexe génétique et gonadique masculin.

Il est caractérisé, chez un sujet présentant un caryotype masculin 46, XY, par la présence

d’organes génitaux externes féminins et de testicules normalement développés mais en
position intra-abdominale (Birnbaum W, 2018).
Il s’agit d’un trouble rare de la différenciation sexuelle di a une résistance compléte ou
partielle des tissus cibles aux androgénes en rapport avec un dysfonctionnement du récepteur
aux androgénes , une absence compléte, ou une anomalie de fonctionnement, du récepteur
empéchant le développement physique et sexuel masculin normal des individus XY et un
défaut de masculinisation des organes génitaux survenant durant la période de différenciation
sexuelle embryonnaire.

Dans la plupart des cas, les sujets consultent a I"adolescence ou aprés la puberté pour
une aménorrhée primaire, voire une stérilité a 1’age adulte ou un syndrome tumoral ou encore
une discordance des caractéres sexuels avec le sexe assigné.

Rarement, le diagnostic est établi a la naissance devant une ambiguité sexuelle, ou en pré-
pubertaire lors de |"exploration d’une tuméfaction ou hernie inguinale. Exceptionnellement
suspecté ou décris en anténatal.

Sur le plan clinique, on distingue la forme complete la plus fréquente et la forme
incomplete, cette derniere présente une hétérogénéité phénotypique allant d’un phénotype
féminin vers une virilisation intense avec des organes génitaux externes ambigus. L’imagerie
joue un réle important dans le diagnostic, elle confirme 1’absence de toute structure utérine ou
ovarienne et met en évidence les testicules en situation variable.

L’étude génétique met en évidence une formule chromosomique compatible avec un
caryotype masculin 46XY, et recherche la mutation causale par séquencage du géne du
récepteur aux androgenes.

En cas d’absence totale de ces récepteurs, la différenciation sexuelle est féminime. Le

patient a donc un génotype 46, XY, mais il présente a la naissance un phénotype typiquement
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féminin et donc considéré comme une femme. Lorsque le déficit est incomplet, il sera a
I’origine d’une ambiguité sexuelle.

Les progres récents de la biologie moléculaire, ont permis une meilleure compréhension
de sa physio-pathogénie. Le diagnostic est souvent poseé tardivement apres la puberté. Le
diagnostic prénatal est possible par le biais de 1’échographie, le caryotype et le dosage de la
testostéronémie.

Le syndrome d’insensibilité aux androgénes est secondaire a des mutations des genes du

récepteur aux androgenes localisé sur le bras court du chromosome X en Xql11-q12 (Asl Zare
M, 2014).
Il est caractérisé par une absence totale de l'action des androgénes au niveau des organes
cibles lié a un dysfonctionnement du récepteur des androgenes en rapport avec son absence,
ou un déficit, fonctionnel de ce récepteur cellulaire secondaire a un défaut qualitatif du
récepteur, ou éventuellement, a un défaut touchant soit la transcription du géne, soit la liaison
nucléaire du complexe stéroide récepteur (Minto CL, 2003).

La maladie est donc transmise par des femmes conductrices a une partie de leur
descendance male. Cependant dans presque la moitié des cas, il s'agit d'une mutation de novo
vu l'absence d'antécédents familiaux (Bel Hadj Y et al, 2008).

L’analyse moléculaire des syndromes d’insensibilité aux androgénes est aujourd’hui
facilitée par I’utilisation d’outils de génétique moléculaire de plus en plus performants.

La recherche de la mutation causale s'effectue par séquencage du gene du récepteur des
androgénes (RA). Les mutations au niveau du géne du RA sont trés nombreuses, la
substitution est I'anomalie la plus fréquente.

Plus de 350 mutations responsables de syndrome de résistance aux androgenes ont été
répertoriées. Dans la majorité des cas, il s'agit d'une simple substitution d'acides aminés (Bel
Hadj Y et al, 2008). Au niveau de I'exon 1, Gottlieb et al. Ont rapporté 65 mutations (Gottlieb
B, 2004).

Concernant les mutations responsables d'un codon stop au niveau de I'exon 1, ont ét
retrouvées dans 18 cas de formes complétes, dont 17 a type de substitutions et un seul cas de
délétion (Bel Hadj D et al, 2008). ont décrit une délétion de quatre bases de 1029 a 1032 de
I'exon 1 du récepteur aux androgénes, occasionnant un codon stop en 476, et conduisant a une
protéine tronquée non fonctionnelle (Bel Hadj Y et al, 2008).

L’¢tude de I’ARN messager a ¢galement montré une anomalie de 1’épissage chez un

patient porteur d’une insensibilit¢é compléte aux androgénes. Enfin, ’analyse des produits
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d’expression des génes mutés produits in vitro a permis d’établir dans certains cas un rapport

structure-fonction (C Sultan,et al, 1992).

Les femmes adultes présentant le syndrome d'insensibilité totale aux androgénes sont
généralement plus grandes que les femmes sans syndrome, mais plus petites que la

population masculine (Danilovic DLS, 2007).

La taille adulte agrandie dans le syndrome est principalement due a I'effet de la région
de contrdle de la croissance sur le bras long du chromosome Y, mais a I'échelle du génome
des études d'association ont identifié plusieurs loci qui affectent la taille adulte (Lango Allen
H ,2010).

Les femmes atteintes du syndrome d'insensibilité totale aux androgenes ont le profil

endocrinien d'un état hormono-résistant.

Les concentrations sériques de testostérone se situent dans la zone masculine normale
ou €levée et les concentrations de I’hormone lutéinisante (LH) sont augmentées de maniere
inappropriée (Melo KFS, 2003) . Les concentrations de I'normone folliculostimulante (FSH)
et d'inhibine sont généralement normales. Un exces de testostérone est produit et aromatisé
au niveau périphérique en cestrogénes qui, avec la sécrétion directe d'cestrogenes testiculaires
induite par la LH, entrainent des concentrations sériques d'cestradiol supérieures a celles
observées chez les hommes et les garcons mais inférieures & celles rapportées chez les

femmes sans syndrome d'insensibilité androgene complet (Ughes 1A, 2006).

Sa prise en charge thérapeutique doit étre multidisciplinaire basée sur une gonadectomie, en
raison du risque de degénérescence maligne des testicules ectopiques, le traitement
cestroprogestatif, une vagin plastie selon les cas, et une prise en charge psychologique de la

patiente et de sa famille, de méme qu’une prise en charge juridique et socio-culturelle (Ughes

IA, 2006).
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Conclusion

Le Syndrome d’insensibilité aux androgénes pose plusieurs difficultés de diagnostic et de
prise en charge seule I’analyse génétique permet de faire le diagnostic définitif.

L’aménorrhée primaire est un motif fréquent de consultation. L’expression clinique dépend
du degré de D’insensibilité qui conditionne le phénotype, les circonstances et 1’age du
diagnostic. Faire pratiquer un caryotype la recherche du gene SRY et imagerie
abdominopelvienne a la recherche des testicules. La chirurgie de castration s’impose vue le
risque de dégénérescence. La substitution hormonale permet d’entretenir les caracteres
sexuels féminins et de prévenir I’ostéoporose

La difficulté d’assigner le sexe ; surtout dans sa forme incompléte doit étre prise en compte
dans la prise en charge médico-chirurgicale.

L’orientation du sexe est particuliecrement difficile et peut étre révisée en fonction de
I’évolution clinique. De ce fait, une évaluation stricte et un diagnostic précis sont nécessaires

a la prévention des erreurs thérapeutiques.
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Annexes

Annexe | :
Questionnaire : « Ambiguité sexuelle »

Nom :
Prénom :

Sexe :
Date et lieu de naissance :

1. Déroulement de la grossesse :

Terme:
* HTA gravidique :
* Diabete gestationnel :

* Prise meédicamenteuse :
* Notion d’infections au cours de la grossesse :

* Surveillance de la grossesse :

* Autres incidents survenus au cours de la grossesse :
* Notion de prise de « drogues » par la mére au cours de la grossesse :

Tabac : alcool : autres :

2. ATCDs chez la mere :
cannabis :

groupage :

Age :

parité :

ATCDS Personnels de la mere :

obstétricaux :
médicaux et chirurgicaux :

malformations :

ATCDS Familiaux de la mere :
médicaux et chirurgicaux :
Notion de consanguinité :

malformations : Ambigiiité sexuelle (stade) :

89




Micropénis :
Hypospadias :
Cryptorchidie :

Autres :

autres malformations :

3. ATCDs chez le pere :

Notion de prise de drogues :
ATCDS Personnels du pére :

médicaux et chirurgicaux :
malformations :

ATCDS Familiaux du pére :
médicaux et chirurgicaux :
malformations :

Ambigiiité sexuelle (stade) :
Micropénis :

Hypospadias :

Cryptorchidie :

Autres :

autres malformations :

4. ATCDs chez la fratrie :
malformations de ’appareil génital:
Ambigiiité sexuelle (stade) :
Micropénis :

autres malformations :

5. Examen clinique du patient:
Hypospadias : Cryptorchidie : Autres :
Poids : taille : FC : FR :
Appareil neurologique :

succion : tonus général :

Autres notions : Appareil cardio-vasculaire :
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Dyspnée (intensité) : pouls :

Autres notions :
Appareil uro-génital : Ambigtité sexuelle (stade) :

ectopie testiculaire :
Micropénis (taille) :
Hypospadias :
Cryptorchidie :
imperforation anale :
Autres malformations :
unilatérale :

bilatérale :

Annexe |l : Préparation des réactifs

-Tampon de lyse (Tampon TE)
Tris Hcl 2M, PH 7.5=10ml
EDTA 0.25M ,PH 8.0=20ml
H20 QSP 1000 ml

-Tampon Nacl EDTA (tampon NE)
NaCL 5M = 20ml

EDTA 0.25 M ;PH 8.0=100ml
H20=QSP 1000ml

EDTA 0.25M , PH 8.0

EDTA =93.06g

NaOH = pour ajuster le PH 8.0
H20=QSP 1000ml

Protéinase K

Protéinase K =100ml

Tampon Tris-Hcl 2M-PH 7.5=50pl
H20=10ml
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Tampon Tris-HCL 2M-PH 7.5

Tris= 242.2 g + acide chlorhydrique pur pour ajuster le PHa 7.5
H20 =QSP 1000 ml

TBE 5 X:

Tris 54g

Acide borique 27.59

EDTA 3.72g

Ajuster le PH 8.3 QSP 1000ml

Annexe |11 : Dosage des acides nucléiques

A 260 nm une unité de densité optique correspond a :
-50 ng / ml pour une solution d’ADN double brin
-250 pg / ml pour une solution d’ADN simple brin

On mesure donc 4 260 nm et 280 nm la DO d’une dilution au 1/50'™¢ ou au 1/100%me
de la solution d’ADN a doser.

On déduit la concentration grace au calcul suivant :

[C] (ng / ml) = Facteur de dilution X DO 260 nm X 50pg / ml

[C1(png/pl)= DOX L vol total

Facteur de dilution = vol total/vol d’ADN

Exemple de calcul de la concentration

Dilution d’ADN 1/100 ( 10 pl d’ADN et 990 ul H20)
DO260 =0.09 Dilution 1/100 >L=20
D0O280 = 0.053

[C] (ng/ ml)=0.09 x 100 x 50ug / ml = 450pg/ml = 450/1000 = 0.45ug/ul= 450 ng
/ ul
[C](png/ ml)=0.09x 1000 = 0.45 pug/ pul=450ng / pl

Recherche d’une éventuelle contamination par les protéines :

R = DO 260nm
DO 280 nm
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R doit étre comprisentre2et 1,7 (1.7>R<2)

Si R<1.7 il existe une contamination par les protéines d’ou la nécessité d’une deuxiéme
extraction

Si R > 2 il existe une contamination par les ARN

Annexe 111 : Consentement éclairé du patient
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Centre hospitalier universitaire BenBadis de Constantine
Laboratoire de biologie et génétique moléculaire

Laboratoire de biochimie

Indentification du paient N du prélévement :

Nom : Prénom : Adresse :

Date de naissance Tel :
CONSENTEMENT

Je soussigné(e), sus nommeé, reconnais avoir été informé(e) parle..................ooooiinll.
sur les examens des caractéristiques génétiques qui seront réalisées, dans un but diagnostic
et/ou de recherche, a partir :
[[] Du prélevement qui m’a été effectué [ A visge diagnostique

D A visée de recherche
Pour :

Je donne mon consentement pour ce prélévement et je reconnais avoir regu I’ensemble des
informations, permettant la compréhension de cet acte biologique et sa finalité.
Faita.......oooooii I 1 Signature

ATTESTATION

Je certifie avoir informé le (ou la) patient(e) sus nommé(e)
sur les caractéristiques de la maladie recherchée, les
moyens Signature et cachet
de la détecter, les possibilités de prévention et de
traitement,

et avoir recueilli le consentement du (ou de la) patient(e)

Un document de ce type doit accompagner la prescription — et les documents cliniques
indispensables- pour chacune des analyses demandées.

Le médecin prescripteur doit conserver le consentement écrit, les doubles de la prescription et
de I’attestation, et les comptes rendus d’analyses de biologie médicale commentés et signés.
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Résumé

On parle d’anomalies de la détermination sexuelle (DSD) , lorsqu’on est devant I’existence
d’une discordance entre le sexe génétique et le sexe gonadique, le sexe biologique et le

sexe morphologique. Il s’agit d’un groupe de pathologies complexes.La détermination du sexe
obéit a une cascade d’éveénements et est sous le controle de plusieurs génes dont le géne SRY, le
géne du récepteur des androgenes et de nombreux autres ainsi que certaines hormones. Dans ce
contexte, nous avons réalisé ce travail dont les objectifs étaient de :

Décrire les aspects anatomo-cliniques, paracliniques et thérapeutiques des ambiguités sexuelles,
de rechercher le géne SRY chez une famille présentant plusieurs cas d’ambiguité sexuelle et
enfin de déterminer le type d’ambiguité sexuelle présente dans cette famille et sa prise en charge.

Résumé de I’observation

Maroua et Selsabil sont des sceurs agées de 18 et 22 ans respectivement premicre et deuxiéme
enfants d’une fratric de quatre enfants, issue d'un mariage non consanguin, sans ATCD
personnels particuliers et sans ATCD familial d’aménorrhée primaire. Ayant consulté au
service d’endocrinologie du CHU BenBadis de Constantine pour une aménorrhée primaire.
Vers I'age de 12 ans pour Maroua et 13 ans pour Selsabil, un développement normal des seins
est apparu avec un morphotype féminin harmonieux. L'examen clinique a retrouvé des
patientes en bon état général qui pesaient 52 kg pour 1.68 m pour Maroua et 45 kg pour 1.50
pour Selsabil et le développement mammaire était au stade Il de Tanner alors que la pilosité
pubienne était au stade | et une pilosité axillaire absente AO. Il n'y avait pas de masses
palpables au niveau inguinal. Au toucher rectal, I'utérus n'était pas palpable. L’échographie
pelvienne a montré lI'absence de l'utérus et des ovaires et présence de masses iliaques.Sur le
plan biologique, le taux de testostérone était de 13,68 ng/ml, le taux de FSH bas a 1,0 Ul/ I, le
taux de LH éleve a 28 Ul/I et le taux de 17 béta-cestradiol ¢levé a 60,2 pg/ml. Concernant les
marqueurs tumoraux : le taux de BHCG ¢levé a 114,5 mUI/ml. Le caryotype a révélé une
formule chromosomique 46, XY et une présence du géne SRY a I’analyse moléculaire.
Devant ces constatations cliniques, biologiques et radiologiques, Le diagnostic de testicule
féminisant ou de syndrome de résistance compléete aux androgenes a été posé et le médecin
traitant a expliqué a la famille la nécessité d’un suivie particulier.

Ces deux patientes ont été orientés vers le service de chirurgie pour une éventuelle ablation
des testicules qui risquent la cancérisation. Apres discussion avec les parents compte tenu des
conditions socio-familiales culturelles et des traditions et L'orientation psychosexuelle est
féminine cad le désir des deux patientes et de leur parents le sexe retenu était féminin. Un
traitement a base d'cestro-progestatifs a été alors instauré en post opératoire pour un bon
développement de leurs caractéeres sexuels secondaires. Vue les deux cas familiaux de
syndrome de résistance compléte au androgéne et vue 1’absence du diagnostic génétique dans
notre laboratoire, I’endocrinologue nous a demandé de lui faire la recherche du géne SRY
chez les deux sceurs plus jeunes Ranim et Ines agées de 4 et 10 ans respectivement au moins
afin de voir si elle ont ce géne ou non.La recherche du géne SRY chez les deux sceurs de
méme que les dosages hormonaux étaient en accord avec les ages respectif des deux sceurs ce
qui rassure . Cependant le caryotype n’a pas été réalisé vue les conditions socioéconomiques
défaillantes de la famille.

Ainsi, toute suspicion d’une DSD est considérée comme une urgence qui doit conduire, a
rechercher une étiologie menacante sur le plan vital et, et a choisir le sexe d’¢élevage. Un
ensemble d’atteintes dont le degré de gravité et les conséquences sont variables.

Mots clés : DSD, Caryotype, géne SRY, Syndrome d’insensibilité compete aux androgénes
de Laboratoire de recherche de biologie et de génétique moléculaire de la faculté de médecine
UC3
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Abstract :

We speak of abnormalities of sexual determination (DSD), when we are faced with existence
a mismatch between genetic sex and gonadic sex, biological sex and

morphological sex. This is a group of complex pathologies. Sex determination follows a
cascade of events and is under the control of several genes including the SRY gene, the
androgen receptor gene and many others as well as certain hormones. In this context, we
carried out this work whose objectives were to:

Describe the anatomo-clinical, paraclinical and therapeutic aspects of sexual ambiguities,

to look for the SRY gene in a family with several cases of sexual ambiguity and finally to
determine the type of sexual ambiguity present in this family and its management.

Summary of observation

Maroua and Selsabil are sisters aged 18 and 22 respectively, the first and second children of a
family of four children, from a non-consanguineous marriage, without any special personal
ATCD and without a family ATCD of primary amenorrhea. Having consulted the
endocrinology department of the BenBadis University Hospital of Constantine for primary
amenorrhea. Around the age of 12 for Maroua and 13 for Selsabil, normal breast development
appeared with a harmonious female morphotype. Clinical examination found patients in good
general condition who weighed 52 kg for 1.68 m for Maroua and 45 kg for 1.50 for Selsabil
and breast development was in tanner stage 111 while pubic hair was in stage | and axillary
hairiness absent AO. There were no palpable masses at the inguinal level. On digital rectal
examination, the uterus was not palpable. Pelvic ultrasound showed the absence of the uterus
and ovaries and the presence of iliac masses. Biologically, testosterone levels were 13.68
ng/ml, FSH was low at 1.0 IU/l, LH was elevated at 28 U/l and 17 beta-oestradiol was
elevated to 60.2 pg/ml. Concerning tumor markers: the level of BHCG elevated to 114.5 mUI
/ ml. The karyotype revealed a chromosomal formula 46, XY and a presence of the SRY gene
at molecular analysis. In the face of these clinical, biological and radiological findings, the
diagnosis of feminizing testicle or syndrome of complete resistance to androgens was made
and the attending physician explained to the family the need for special follow-up.

These two patients were referred to the surgery department for a possible removal of the
testicles that are at risk of cancerization. After discussion with the parents taking into account
the cultural socio-family conditions and traditions and Psychosexual orientation is feminine
cad the desire of both patients and their parents the chosen sex was female. Treatment with
estrogen progestogens was then instituted post-operatively for the proper development of their
secondary sexual characteristics. In view of the two familial cases of complete androgen
resistance syndrome and in view of the absence of genetic diagnosis in our laboratory, the
endocrinologist asked us to do the research of the SRY gene in the two younger sisters Ranim
and Ines aged at least 4 and 10 years respectively in order to see if they have this gene or not.
The search for the SRY gene in the two sisters as well as the hormonal dosages were in
accordance with the respective ages of the two sisters which reassures. However, the
karyotype was not realized because of the poor socio-economic conditions of the family.
Thus, any suspicion of a DSD is considered an emergency that must lead, to seek a vitally
threatening etiology and, and to choose the breeding sex. A set of breaches whose degree of
severity and consequences
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Résume :
On parle d’anomalies de la détermination sexuelle (DSD) , lorsqu’on est devant I’existence
d’une discordance entre le sexe génétique et le sexe gonadique, le sexe biologique et le
sexe morphologique. Il s’agit d’un groupe de pathologies complexes.La détermination du sexe obéit a une cascaj
d’événements et est sous le controle de plusieurs génes dont le géne SRY, le géne du récepteur des androgénes et |
nombreux autres ainsi que certaines hormones. Dans ce contexte, nous avons réalisé ce travail dont les objectifs étaient de
Décrire les aspects anatomo-cliniques, paracliniques et thérapeutiques des ambiguités sexuelles,
de rechercher le géne SRY chez une famille présentant plusieurs cas d’ambiguité sexuelle et enfin de déterminer le tyj
d’ambiguité sexuelle présente dans cette famille et sa prise en charge.
summary
We speak of anomalies of sexual determination, when we are faced with the existence of a mismatch between genetic
sex and gonadal sex, biological sex and morphological sex. This is a group of complex pathologies. The determination
of sex follows a cascade of events and is under the control of several genes including the SRY gene, the androgen
receptor gene and many others as well as certain hormones. . In this context, we carried out this work, the objectives
of which were to: Describe the anatomo-clinical, paraclinical and therapeutic aspects of sexual ambiguities, to search
for the SRY gene in a family presenting several cases of sexual ambiguity and finally to determine the type of sexual
ambiguity present in this family and its management.
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