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PARTIE EXPERIMENTALE

I. INTRODUCTION

Des cas d’intersexualité dans les espéces canine et équine sont réguliérement référés a
I’UMR INRA-ENVT de cytogénétique des populations animales pour la réalisation
d’analyses chromosomiques. Une partie de ces cas ont été étudiés par mes soins au cours de
ces deux derniéres années. Deux sont présentés de fagcon détaillée dans la suite de ce chapitre.

La structure retenue pour la présentation de chaque cas est celle d’un article scientifique.
Le second correspondant a I’espéce équine a été accepté pour publication, dans sa version an-
glaise, dans la revue « The Veterinary Record ».

I ETUDE D’UN CAS D’ANIMAL INTERSEXUE DANS
L’ESPECE CANINE

I1.1. Introduction

Dans I’espéce canine, bien que I’intersexualité soit parfois impliquée dans des troubles
de la reproduction, elle n’est que rarement recherchée et le recours au diagnostic caryotypique
est relativement peu utilisé. De plus, les propriétaires de chiens ne consultent
qu’exceptionnellement leur vétérinaire pour des anomalies phénotypiques ou des troubles de
la fertilité. Ainsi, la plupart des cas d’intersexualité diagnostiqués sont des découvertes lors de
castrations de convenance, ou au cours de consultations pour des pathologies plus ou moins
associées a ces anomalies du développement sexuel. On constate que ’intersexualité a des
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Figure 46: Appareil génital externe

La vulve est oedémaciée ;
Un clitoris péniforme enflammé fait saillie.

Figure 47: Clitoris péniforme extériorisé.

Figure 48: Vulve aprés exérése du clitoris.
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répercussions vari€es sur les animaux, allant de la simple altération du phénotype a des pa-
thologies 1étales en I’absence de traitement (Howard, (118)).

Les anomalies du développement sexuel peuvent se manifester trés précocement dans
la vie de I’animal : il s’agit souvent de troubles du comportement, de cryptorchidie,
d’anoestrus persistant ou de problémes d’incontinence urinaire. En revanche, d’autres formes
d’intersexualité passent inapergues pendant plusieurs années et sont révélées lors du traite-
ment d’un Sertolinome ou encore de troubles dermatologiques ou de pyomeétres (voir la partie
bibliographique et Howard, (118)).

Cette étude clinique présente le cas d’un hermaphrodite bilatéral de caryotype XY, Sry
positif.

I1.2. Matériel et méthodes

Un Epagneul Breton de 7 ans, de phénotype femelle, a été présenté aux consultations
de Pathologie de la Reproduction de ’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse au printemps
2000. Le motif principal de la consultation était la présence d’écoulements purulents au ni-
veau de la vulve, constatés depuis le début des chaleurs, un mois et demi auparavant.

D’aprés le propriétaire, la chienne avait eu ses premiéres chaleurs a 1’dge de 3 ans.
Elle avait depuis toujours eu des cycles réguliers, caractérisés par un inter-oestrus de 6 mois et
des écoulements sanguins pendant une période d’un mois. La chienne avait toujours refusé les
saillies, sauf lors des derniéres chaleurs, probablement a cause de son clitoris hypertrophié.
Aucune anomalie de comportement n’a été décrite dans le cas de cet animal.

Lors de I’examen clinique, la chienne présentait un bon état général, malgré une légere
congestion des muqueuses et une hyperthermie. Le comportement dypsique était a priori
normal.

L’examen de I’appareil génital externe révélait une congestion trés marquée du clito-
ris. Ce dernier avait un aspect péniforme ; facilement extériorisable, il mesurait environ 3 cm
de long sur 0.8 cm de large. D’autre part, la vulve était oedémateuse. Le vestibule vaginal,
quant a lui, était normal (figures 46, 47).

Le frottis vaginal était compatible avec celui d’une chienne en dioestrus.

Lors de la palpation trans-abdominale, 'utérus paraissait de consistance hétérogene;
I’échographie abdominale montrait une petite image liquidienne en avant du col de la vessie.

Le diagnostic de pyométre a été établi et une ovario-hystérectomie a été réalisée le
lendemain de la consultation. Lors de la chirurgie, I’exérése du clitoris péniforme a également
été pratiquée (figure 48).

L’hémogramme effectué lors du bilan pré-opératoire confirmait un processus infec-
tieux : la chienne avait une neutrophilie importante.

Compte tenu de la présence du clitoris péniforme et des chaleurs un peu longues, un
caryotype a également été demandé, afin de vérifier la possibilité d’un état intersexué.

Un échantillon de sang veineux a donc été prélevé sur Héparinate de Lithium et une

culture cellulaire a été réalisée. Elle a été suivie d’une préparation chromosomique et de colo-
rations conventionnelle et en bandes GTG selon les modalités décrites en annexe 9.
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Figure 49: Appareil génital interne.

La gonade droite fait 4 cm de diamétre.
La corne droite est distendue par du pus.

Figure 50 : Os pénien extrait du clitoris
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D’autre part, une étude moléculaire a été entreprise afin de rechercher la présence du
geéne Sry. Les réactions de PCR ont été réalisées pour un chien témoin femelle normal, un
male normal et ’Epagneul Breton.

L’ADN a été extrait a partir de 200ul de sang total frais, prélevé sur Héparinate de
Lithium. L’extraction a été faite au moyen du kit Quiagen. L’ADN ainsi obtenu a été congelé
(-20°C).

Une PCR de contrdle a été réalisée, avec 10ul d’ADN (pour un volume final de
100ul), ImM de dNTP, 2mM de MgCl, Eurobio2, 10ul de tampon 10X Eurobio2, 1uM de
chaque amorce spécifique de I’hypoxanthine phosphoribosyl transférase du chien (HPRT) dé-
crite par Meyers-Wallen en 1995 (181), 0,5 UI (pour un volume final de 100ul) de Taq Poly-
mérase Eurobio2.

Aprés une dénaturation de 5 minutes a 94°C, 30 cycles (comportant une phase de dé-
naturation a 94°C, 1 min., puis une phase d’hybridation & 60°C, 2 min., et une phase
d’extension a 72°C, 2 min.) ont été effectués. L extension finale s’est faite a 72°C, 8 min.

A la suite de la PCR de contrdle, une PCR spécifique de la « boite HMG » du géne Sry
canin a été mise en ceuvre, utilisant 10ul d’ADN (pour un volume final de 100ul), 1mM de
dNTP, 2,5mM de MgCl, Eurobio2, 10pul de tampon 10X Eurobio2, 0,5uM de chaque amorce
spécifique du Sry du chien présentée en 1995 par Meyers-Wallen (181).

Aprés une dénaturation de 5 minutes & 95°C, 0,2 UI (pour un volume final de 100ul)
de Taq Polymérase Eurobio2 ont été ajoutés dans chaque tube PCR. 35 cycles (comportant
une phase de dénaturation & 94°C, 1 min., puis une phase d’hybridation & 62°C, 2 min., et une
phase d’extension & 72°C, 2 min.) ont été effectués. L’extension finale s’est faite a 72°C, 8
min.

Pour chaque réaction PCR, un « blanc » a été prévu.

Une électrophoreése a été réalisée pour les produits des amplifications d’ADN obtenus
(gel d’agarose a 2%).

Enfin, une analyse histologique a été effectuée pour les différents organes pré-
levés lors de la chirurgie.

I1.3. Résultats

11.3.1. Organes mis en évidence lors de la chirurgie :

L’ovario-hystérectomie a permis I’exérése d’un utérus modifié : la corne droite de 25
cm de long sur 2,5 cm de large était remplie de pus ; la corne gauche semblait normale.

Le col de I’utérus avait une morphologie normale.

Les deux gonades étaient situées dans ’abdomen a I’emplacement normalement occu-
pé par les ovaires (figure 49).

L’exérése du clitoris péniforme a été effectuée. Aprés dissection de 1’organe, on a pu
mettre en évidence une structure dure semblable a un os pénien de 3 cm de long sur 0,4 cm de
large (figure 50).
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I1.3.2. Résultat de I’analyse histologique :

L’analyse histologique a révélé un utérus de structure normale, indépendamment des
modifications liées au pyométre.

Les gonades étaient des ovotestis. Bien que de morphologie différente (a gauche, la
gonade ressemblait & un ovaire lisse, un peu atrophié; la gonade droite, en revanche était
sphérique, de 4 cm de diamétre, et d’aspect kystique), les deux organes avaient les mémes
structures histologiques. En périphérie, on pouvait observer 1’équivalent d’un cortex ovarien,
avec des follicules primaires, des follicules secondaires, tous dépourvus d’ovocytes. Au centre
des gonades se trouvait un tissu testiculaire, formé de tubes séminiféres vides, et d’un tissu de
soutien abondant.

11.3.3. Etude cytogénétique :

L’étude cytogénétique de 205 métaphases en coloration conventionnelle a révélé un
caryotype XY. Aucune mosaique n’a pu étre mise en évidence (figure 51).
Les caryotypes en bandes G obtenus n’ont montré aucune anomalie visible (figure 52).

11.3.4. Résultats de la PCR :

L’absence de produit d’amplification pour les « blancs » permet d’interpréter

les résultats obtenus.

La PCR effectuée pour HPRT a permis de mettre en évidence un fragment d’environ
177 pb, conformément au résultat attendu (Meyers-Wallen, (181)) pour les différents échan-
tillons utilisés (figure 53 a)

La PCR pour le géne Sry du chien a permis ’amplification d’un fragment d’environ
104 pb, comme ceci a été décrit par Meyers-Wallen (Meyers-Wallen, (181)), pour I’Epagneul
Breton et le témoin male (figure 53 b).

I1.4. Discussion

Comme ceci a été évoqué dans le chapitre bibliographique, I’hermaphrodisme vrai
n’est pas la forme d’intersexualité la plus rencontrée chez le chien (34% des cas recensés dans
la littérature). Cette anomalie du développement sexuel est le plus souvent associée a un ca-
ryotype XX. Le caryotype XY n’est que tres rarement associé a ’hermaphrodisme vrai. Ce
fait est nettement établi dans I’espéce humaine (moins de 10% des patients (Thompson, (270)
présentant cet état intersexué sont XY) et semble confirmé par les études réalisées dans diffé-
rentes especes animales. Un seul cas a fait I’objet d’une publication chez le chien(Chaffaux,
(49)). L’animal, croisé Fox terrier, de phénotype femelle présentait des points communs avec
le cas présenté dans cette étude. Il avait un clitoris péniforme, contenant un os pénien, une
vulve normale, quoiqu’un peu petite ; la vagin était normal. Par contre, le motif de la consul-
tation et ’anamnése étaient trés différents : la « chienne » qui n’avait jamais eu de chaleurs,
présentait depuis trois mois des dépilations diffuses, une odeur nauséabonde et
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Figure 51 : Métaphase en coloration conventionnelle (2n=78, XY).

Figure 52 : Métaphase et caryotype en bandes G (2n=78, XY).
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Figure 53 b

Figure 53 : Gels d’électrophorese des PCR réalisées.

a : Réaction de contrdle permettant d ‘amplifier HPRT :
1 : échelle (100 paires de bases)
2 : témoin femelle
3 et 4 : chien hermaphrodite
5 et 6 : «blanc »

b : Réaction permettant d’amplifier la boite HMG du Sty canin
1 : échelle (100 paires de bases)
2 et 3 : chien hermaphrodite
4 : témoin femelle
5 : «blanc »
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attirait les males. Elle était de plus incontinente. Comme dans le cas présent, une laparotomie
avait été réalisée, permettant de mettre en évidence un utérus d’apparence normale, ainsi que
des oviductes. La gonade de gauche était un ovaire contenant des follicules atrétiques, mais
pas d’ovocyte. A droite, se trouvait un testicule dépourvu de cellules germinales ; 1’animal
avait un Sertolinome (les troubles dermatoiogiques étaient secondaires aux sécrétions
hormonales produites par le testicule tumoral; ils régressérent apres la castration). Le
testicule était surmonté d’un épididyme.

Comme dans le cas rapporté par Chaffaux, on constate, chez I’Epagneul Breton faisant
I’objet de cette étude, la présence d’un os pénien. Un tel organe semble fréquemment
développé lors des cas d’hermaphrodisme vrai (36 cas sur les 48 recensés). Ceci suppose une
production de testostérone. En effet, la formation de 'os pénien chez le chien se fait entre la
5°M et la 10°™ semaine aprés la naissance sous I'influence de la testostérone et de 1’hormone
de croissance (Chaffaux, (49)). Ceci laisse penser que I’Epagneul Breton a produit de la
testostérone en quantité importante aprés sa naissance. Malheureusement, aucun dosage n’a
été réalisé sur cet animal pour vérifier son statut hormonal avant la castration.

Le phénotype de I’animal étucié correspond 2 celui que I’on rencontre dans la majorité
des cas d’hermaphrodisme vrai chez le chien (39 cas sur les 48 analysés dans la bibliographie
avaient une apparence de femelle avec un clitoris péniforme). En revanche, a notre
connaissance, aucun chien hermaphrodite vrai ayant un pyometre n’a été rapporté dans la
littérature. De méme, la présence de deux ovotestis associée 2 un caryotype XY n’a jamais été
décrite (il faut cependant souligner que sur 'ensemble des 25 cas ayant 2 ovotestis, le
caryotype n’a été déterminé que pour 14 chiens).

La présence du gene Sry, attestée par les résultats de la PCR, associée au caryotype
XY, montre que cet Epagneul Breton était génétiquement male. Un résultat similaire n’a été
obtenu qu’une seule fois pour un chien intersexué. Il s’agissait d’un caniche pseudo-
hermaphrodite male, de phénotype femelle, avec une hypertrophie du clitoris (Meyers-
Wallen, (183)). A I’époque, aucune analyse moléculaire n’avait été réalisée sur le chien
présenté par Chaffaux (49).

Différents mécanismes permettant d’expliquer les cas d’hermaphrodisme XY, SRY
positif chez I’homme ont été proposés. 1l s’agirait d’anomalies des génes du déterminisme du
sexe intervenant avec le SRY. En 1996, Cameron a décrit le cas d’une patiente hermaphrodite
XY et SRY positif pour laquelle le gene SOX 9 était muté (Cameron, (44)).

Des cas de réversion du sexe sont également décrits chez des sujets XY, SRY positifs ;
ils sont liés soit a des délétions sur les autosomes (Chromosomes 9 et 10 humains) (Bennet,
1993 et Wilkies, 1993, cités par Barbaux, (11)). D’autres cas font référence a une mutation du
géne codant pour la protéine Z (McElreavey, (162). Enfin, des cas de réversion du sexe
d’individus XY sry positifs concernent des patients dont le géne DAX 1 est en quantité
excessive (Bardoni, 1994, cité par Barbaux, (11)). Ces anomalies pourraient aussi étre liées a
une intersexualité gonadique.

On peut supposer que dans 1’espece canine, cette forme d’intersexualité possede des
étiologies identiques. Cependant, les techniques actuelles ne permettent pas d’explorer les
anomalies affectant les génes du déterminisme du sexe portés par les autosomes.

Trois semaines apres le traitement chirurgical, la «chienne » présentait encore une
vulve cedémateuse.
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Figure 54 a

Figure 54 b

Figure 54 : Appareil génital externe.

a : attitude d’étalon du cheval étudié.
b : vue ventrale des organes génitaux externes du cheval, 4g€ de 20 mois.
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III. ETUDE D’UN ETAT INTERSEXUE DANS L’ESPECE
EQUINE

Communication courte. « The Veterinary Record », soumis le 14 février 2000 et publié le 6 janvier 2001.

Mosaicisme 63 X0/65 XYY dans un cas de pseudo-hermaphrodisme male
chez un cheval.

S. Paget(l), A. Ducos“), F. Mignotte(l), A. Pinton“), A. Séguéla(l), H.M. Berland(l), C. Brun—Baronnat(l), A. Dar-
ré(z), R. Darré(l), Y. Tamzali(3), D. Bergonier“) et X. Berthelot"

(WENVT, UMR Cytogénétique, F31076 Toulouse

@ENFA, Service de Zootechnie, F31326 Castanet-Tolosan

®ENVT, Clinique Equine, F31076 Toulouse

WENVT, Service de Pathologie de la Reproduction, F31076 Toulouse

II1.1. Introduction

Les troubles de la reproduction et les ambiguités sexuelles sont les principaux motifs
de demande d’analyse chromosomique chez le cheval. Les précédentes études réalisées dans
cette espéce ont permis de mettre en évidence de nombreuses anomalies chromosomiques, la
plupart d’entre elles impliquant les chromosomes sexuels (voir par exemple les revues de
Long,1988, Power, 1990, Cribiu, 1992, Bowling, 1996). Les caryotypes observés dans les cas
d’intersexualité gonadique sont généralement équilibrés (pseudo-hermaphrodite femelle XY,
pseudo-hermaphrodite méle XX et freemartins XX/XY). Quelques cas de caryotypes non
équilibrés ont également été rapportés : par exemple, 65 XXX (Moreno-Millan, 1989), 65
XXY (Kubien, 1993), un chimérisme diploide-triploide 64 XX/96 XXY (Power, 1990), et un
mosaicisme 63 X0/ 65XYY (Hohn, 1980).

Cet article présente un nouveau cas de mosaicisme 63 X0/65 XYY chez un cheval in-
tersexué.

I11.2. Matériel et méthodes

L’animal, de race Arabe, ¢tait déclaré femelle a sa naissance, et présentait un dévelop-
pement normal jusqu’a I’4ge de un an. Un comportement sexuel d’étalon a été observé par le
propriétaire et a motivé la demande d’un examen clinique qui a révélé des anomalies de
conformation de I’appareil génital externe, notamment la présence d’un clitoris hypertrophié
et érectile en présence d’une jument. L’animal a été référé a 1I’Ecole Nationale Vétérinaire de
Toulouse ou d’autres examens ont révélé la présence, en position ventrale, d’un prépuce in-
completement développé, et, en position périnéale, d’une vulve allongée et borgne contenant
un petit pénis dans sa partie inférieure (figure 54 a). A ce moment, la palpation de I’anneau
inguinal n’a pas permis la mise en évidence des gonades.
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Figure 55 : Métaphases en coloration en bandes C.

Les chromosomes sexuels sont indiqués par X et Y.
a : cellule a 2n= 63 X0 chromosomes
b : cellule a 2n= 65 XYY chromosomes
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Un échantillon de sang et une biopsie de peau ont été prélevés en vue d’une analyse
cytogénétique. Des cultures cellulaires ont été réalisées a partir des deux types de tissus. Des
techniques de laboratoires habituelles ont été utilisées pour la préparation et pour la coloration
en bandes de des chromosomes (voir par exemple Ducos, 1998). 500 et 1200 métaphases ont
été observées, respectivement, pour les cultures de lymphocytes et de fibroblastes.

Huit mois plus tard, ’animal a été anesthésié. Les gonades ont été palpées en position
inguinale (figure 54 b) et enlevées. Des analyses histologiques des gonades ont été effectuées.

I11.3. Résultats

Deux types de cellules (X0 et XYY) ont été observées dans chaque type de culture.
L’animal avait donc un caryotype 63 X0/65 XYY. Dans les deux cas, les cellules X0 étaient
largement majoritaires : 82,1% dans la culture de lymphocytes (540 cellules analysées) et
98,7% dans la culture (seules 16 cellules XYY ont été identifiées sur les 1200 cellules analy-
sées) - figure 55 a et 55 b.

Les deux gonades, présentant les caractéres macroscopiques de testicules et situées en
position inguinale et sous-cutanée, ont été enlevées chirurgicalement. Elles mesuraient ap-
proximativement 8 cm de long sur 5 cm de large. La nature testiculaire des tissus analysés a
été confirmée par I’étude histologique. Une hypoplasie séminale et une hypertrophie des cel-
lules de Leydig ont été observées. Aucune cellule au stade terminal de la spermatogenése n’a
été identifiée dans les tubes séminiféres (figures 56 a et 56 b). Ainsi, I’individu étudié a pu
étre considéré comme un pseudo-hermaphrodite male.

II1.4. Discussion

Le pseudo-hermaphrodisme male est connu depuis longtemps (Amdor, 1965), mais
n’a été que rarement rapporté dans 1’espéce équine. Les quelques cas étudiés peuvent, d’un
point de vue cytogénétique, étre regroupés en deux catégories : ceux qui présentent une seule
population cellulaire XX, encore appelé XX sex reversal syndrome, condition trés documen-
tée et étudiée chez ’homme et le chien (Meyers-Wallen, 1999), mais peu chez le cheval
(Milliken, 1995), et ceux qui présentent plusieurs populations de cellules, généralement des
mosaiques (deux lignées cellulaires ou plus issues d’'un méme zygote). Les caryotypes con-
cernant cette catégorie et rapportés dans la littérature sont relativement hétérogénes (voir par
exemple la revue de Hohn, 1980). L’anomalie présentée ici n’a été décrite qu’une fois aupa-
ravant. Elle avait été identifiée chez un poulain de pure race d’un an, né en 1977 et présentant
des caractéristiques phénotypiques comparables a celles décrites ici, mais une proportion de
cellules XYY bien plus importante (44% et 14%, respectivement pour les cultures de lympho-
cytes et les cultures de muscle- Hohn, 1980). Un cas relativement similaire (mosaique
X0/XYY associée a une fusion centrique des chromosomes Y) a été décrit chez un poulain de
7 mois pseudo-hermaphrodite male (Herzog, 1989).

Le caryotype 63 X0/65 XYY a été identifié & deux reprises chez le cheval ; il est éga-

lement rare chez I’homme, espéce pour laquelle le nombre d’analyses chromosomiques est
bien plus important. Jusqu’a présent, moins de 20 cas ont été rapportés dans la littérature
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Figure 56 a

Figure 56 b

Figure 56 : Coupe histologique des testicules hypoplasiques.

a : (Coloration hémalun-éosine, X 100) tous les tubules sont hypoplasiques. Ils sont de petit diamétre, bordés par
un épithélium séminifére fin et leur lumiére est dépourvue de spermatozoides. On peut noter 1’abondance des
cellules interstitielles de Leydig qui entourent les tubules, et la fibrose interstitielle interlobulaire modérée.

b : (Coloration hémalun-éosine, X 400) le plus fort grossissement montre I’atrophie de I’épithélium germinal.
Les tubes séminiféres sont bordés par des cellules de Sertoli et peut-étre par une couche basale de cellules bor-
dantes ou spermatogonies. La dégénérescence consécutive des cellules résulte de 1’évidente vacuolisation de
I’épithélium germinal.
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(Imai, 1997). L’origine de cette constitution chromosomique est généralement expliquée par
deux phénomeénes : premiérement, la non-disjonction du chromosome Y lors de la premiére
division d’un zygote XY, probablement suivie d’une sélection préférentielle de la lignée cel-
lulaire X0 (ce qui peut expliquer la relative pauvreté en cellules XYY) ; deuxiémement, la
non-disjonction du chromosome Y a une étape ultérieure du développement d’un zygote XY
(deuxiéme division cellulaire et suivantes). Dans cette deuxiéme situation, trois populations
cellulaires, X0, XYY et XY, devraient étre décelées chez I’individu. Dans le cas présent, seu-
les 4 cellules XY ont été observées (uniquement dans la culture de lymphocytes), parmi les
1740 cellules analysées. Un nombre si faible laisse supposer que ces cellules XY étaient des
cellules XYY incomplétes (suite a la perte d’un des chromosomes Y lors de 1’étalement sur
lame). L’hypothése que nous envisageons est, par conséquent, en faveur d’une non-
disjonction lors de la premiere division cellulaire. Le développement male incomplet de
I’animal étudié résulte probablement de la faible proportion de cellules possédant un chromo-
some Y (dosage insuffisant de géne nécessaire au développement male normal).
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CONCLUSION

Lors du choix du sujet de cette thése, trois buts initiaux avaient été identifiés. Il s'agissait,
d'une part, de faciliter l'identification de certains cas d'intersexualité et la cause de problémes
d'infertilité constatés chez le chien et le cheval; d'autre part, ce travail devait permettre de con-
fronter les cas traités au Laboratoire de Cytogénétique a ceux décrits dans la littérature. Enfin,
la thése avait pour but de donner une idée des fréquences des différentes pathologies dans les
deux espéces étudiées. Ceci impliquait une étude bibliographique assez exhaustive de l'inter-
sexualité chez le chien et le cheval. Afin de faciliter la compréhension des différents cas ren-
contrés dans ces espéces, il était nécessaire d'envisager le développement sexuel normal chez
les Mammiféres, ainsi que ses anomalies (ces derniéres ayant surtout été étudiées chez
I'homme, les caprins, les porcins et les bovins) et leurs étiologies.

Cette étude bibliographique a montré la complexité du développement sexuel des
Mammiféres et la grande variété des mécanismes conduisant & un état intersexué. Un élément
essentiel se dégage de cette analyse : contrairement & ce qui est observé dans les cas d'hypo-
gonadisme, on note une absence de corrélation évidente entre le phénotype des animaux inter-
sexués et leur sexe gonadique et chromosomique. Ceci peut étre constaté chez 'homme, mais
aussi chez le chien et le cheval. D'autre part, en l'absence de modification phénotypique, les
états intersexués sont difficiles a diagnostiquer. Ils nécessitent le recours a un diagnostic d'ex-
clusion. L'étude cytogénétique qui n'est entreprise que tardivement dans la démarche diag-
nostique ne donne qu'une approche imparfaite des cas. Il est actuellement possible de la com-
pléter par une étude moléculaire. Malheureusement, tous les mécanismes impliqués dans I'in-
tersexualité ne sont pas élucidés et la biologie moléculaire ne permet pas toujours de préciser
I'étiologie de l'anomalie du développement sexuel. De plus, cette étude bibliographique a
montré qu'il est, a 'heure actuelle, impossible de préciser le type d'intersexualité rencontré
sans l'aide de l'analyse histologique des gonades. Ainsi, si le patricien peut envisager l'inferti-
lité liée a I'hypogonadisme (par exemple dans le cas des juments XO0), il n'a aucun moyen de
prévoir le type d'intersexualité auquel il est confronté sans avoir recours aux examens com-
plémentaires.

L'étude plus spécifique de la littérature concernant l'intersexualité¢ dans l'espéce canine
a montré que les fréquences des différents types d'état intersexué sont comparables a celles
annoncées en 1980 par Chaffaux (48).
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Chez le cheval, il est plus difficile de conclure, compte tenu du faible nombre de cas
décrits et des approximations concernant les gonades (palpation trans-rectale).

Enfin, I'étude bibliographique a évoqué les avantages, les inconvénients et les limites
des différents moyens d'investigation des états intersexués, ainsi que les perspectives d'avenir.

Dans la partie expérimentale de ce travail, on a essayé de présenter le cas le plus com-
plet analysé au laboratoire pour chaque espece ; pour ce faire, on a utilisé l'ensemble des
techniques actuellement disponibles afin d'affiner. Toutefois, il n'a pas été possible de préciser
1'étiologie des cas présentés. Beaucoup de travail reste a accomplir dans ce domaine. On peut
penser que les progrés de la biologie moléculaire permettront de mieux appréhender les cas
d'intersexualité. Enfin, il est possible que le chien soit utilisé, a terme, comme modéle animal
des pathologies humaines, y compris dans le domaine des anomalies du développement
sexuel.
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ANNEXE 1 : LA MEIOSE CHEZ 1.LES MAMMIFERES

Deux paires chromosomiques et un seul crossing-over dans une paire chromosomique
sont représentés.

Méiosel :
Stades 1-4:: prophase I
de la métaphase 1
6a, 6b.:-anaphase I
‘7a, 7o #lophase [
~-8al, 8a2,8b1,8b2: les 4

parentaux dla fin de la méiose L

o Méiesell:
9a1,9a2,9b1, 9b2 : métaphase 11
10al; 1022, 10b1, 10b2: anapha-
s !
11al, 11a2, 11b1, 11b2: combi-
‘naison possible du matériel
génétique dans les gamétes

(D’apres Thompson, (270)).
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ANNEXE 2 : DEVELOPPEMENT DE I’OVULE HUMAIN

Fabts

Mlgrauon vars i@ cortex:ovarien B¢ semaine du
develappe ment foatal

“Mulfiplication- par mitose

Quelques: ovogonijes  acquitrent le. pouvoir de
-devenit des gamétes femelles.

Encapsu!ahon, par-des.cei[ujes'follicuieusa.s

I. PUBERTE e Ny :.. ..: ......... v .
' - - - e/ FchmQ'pfiw " “’-ﬁfi i
‘Sécrétion de gonadotrophings
FSH et LH: hypophysaires

‘Follicyle primaire
-Développement et maturatiah au cours de:chaque
cycle ovarien #'un’ceraii nombre de follicules
primardiaux Follicule, pré-antral
L'accioissement de.la sécrélion d'oestrogénes
inhlbe Ia'»llberatlon de LM et -provaque -une-aug-

mamauo» de’ FSH 8 “Foflicule dntral

Fin de fa premiére:division: de la méiose

‘Follicile: de'De Graaf {contient lovooyte H
-dans: ies. heures précédant Fovilation)

l
Inhibition: de & sécrétion: de. LH par la progesié- 4
rone f
FECONDATION: ¥
& Apras-le-3:mois
de grossesse
[ 1M‘P’LANTAT|0_|_\_|_

,,,,,,,,,,,, ‘Catps jaune
Oorps jaune de grossesse (malnti€ry assuré par de . grossasse

HOG secrétée’ par ‘érmibryon)
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ANNEXE 9 :MATERIEL ET METHODES

I.1. Matériel et méthodes utilisés pour 1'étude cytogénétique des cas

La Cytogénétique repose sur I'étude des chromosomes. Ceux-ci sont obtenus a partir
de cultures cellulaires.

On développera ici les techniques utilisées au Laboratoire de Cytogénétique des Po-
pulations Animales UMR INRA-ENVT.

1.1.1. Cultures de lymphocytes

Les cultures de lymphocytes sont réalisées en premiére intention, pour le diagnostic de
routine, car elles sont faciles a mettre en ceuvre, et donnent des résultats rapidement. Ces cul-
tures utilisent du sang total (Dutrillaux (79)).

On réalise des prélévements de sang veineux dans des conditions d’asepsie rigoureuse
afin de ne pas avoir de contamination par les germes de la flore saprophyte de la peau ou de la
flore fécale.

Le sang est récolté dans des vacutainers stériles contenant un mélange anticoagulant
d'Héparine-Sodium ou Héparine-Lithium.

Le sang doit étre acheminé au Laboratoire dans les plus brefs délais (on ne met pas en
culture du sang prélevé plus de 48h auparavant, sinon, les cellules ne réagissent pas en pré-
sence de l'agent mitogéne). Les tubes de sang ne doivent pas €tre mis en contact avec de la
glace ni laissés au réfrigérateur (le froid inhibe la culture cellulaire). Ils doivent rester a tem-
pérature ambiante, vers 20°C.

Lors de la mise en culture, le sang ne doit pas étre hémolysé.

L.1.1.a. Mise en culture des lymphocytes

Les cultures sont réalisées sous le cOne stérile du bec bunsen ou sous la hotte a flux
vertical pour éviter les contaminations (figure 45).

Dans un tube de culture a fond conique de 50 ml fermant avec un bouchon (tubes Fal-
con) on dépose:

10 ml de milieu de culture (milieu additionné de sérum, de L-glutamine et de
0,1 ml mélange antibiotique-antifongique) (mélange antibiotique utilisé : 5 unités/ml
de pénicilline + 5 pg/ml de streptomycine+ 125ul/ml d’amphotéricine B)

50 pl (250 unités) d’héparine

’agent mitogéne choisi pour la culture

1000 pl de sang total prélevé sur Héparinate de Sodium (10 UI/ml)
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Les protocoles utilisés pour les cultures de lymphocytes en fonction des espéces sont résumés

dans le tableau ci-dessous.

Milieu de . P S o
culture Sérum Héparine | Agent mitogéne Sang
RPMI 1640 |Sérum fcetal de
modifié avec | veau (100ml 50 1l Concanavaline A 1 ml
le sérum de | dans 500ml de H 0,3 ml
veau : 10 ml | RPMI 1640)
1C 199 Plasma de 50 ul Pokeweed I ml
Cheval | GIBCO 8ml | cheval 2 ml # 0,2 ml m
RPMI 1640 Se;‘;’:’e{l ‘z"”
modifié avec | ;50,1 dans | 50 ul Pokeweed 1ml
le serum de 0,2 ml
- 10 ml 500ml de
veau : RPMI)
TC 199 Sérum de porc 50 ul Pokeweed 1 ml
GIBCO 8 ml 2 ml a 0,2 ml m
RPMI 1640 Sérum feetal
modifié avec de veau Concanavaline
; (100ml dans 50 ul 1ml
- le sérum de A 0,3 ml
Chien veau > 10 ml 500ml de
) RPMI)
RPMI 1640 Se";;’:’g; ‘f;’”’
modfﬁe avec (100ml dans 50 ul Pokeweed 1ml
le sérum de 0,2 ml
veau : 10 ml 500ml de
’ RPMI)

NB: En italique et en gras: protocoles les mieux adaptés a la culture des lymphocytes
d'une espéce animale donnée.

Les agents mitogénes utilisés sont des lectines (glycoprotéines végétales : la Concana-
valine A est extraite de la Feéve de Jack, le Pokeweed Mitogéne provient du Raisin
d’Amérique).

Ces substances se fixent de fagon spécifique aux oligosaccharides du complexe CD3

des lymphocytes T. Le CD3 permet la transduction du signal mitogéne aprés interaction du
récepteur TCR du lymphocyte T avec I’Ag. Il y a augmentation des transports membranaires
(notamment de glucose). La glycolyse est accrue, de méme que les biosynthéses d’acides
gras. On observe une hausse des synthéses d’ADN, d’ARN et des protéines.
Cependant, Pokeweed Mitogéne et Concanavaline A ne stimulent pas les mémes populations
de lymphocytes. La Concanavaline A favorise la prolifération des lymphocytes T, le Poke-
weed Mitogeéne permet surtout la croissance des Lymphocytes B et de certaines populations
de T (Dutrillaux, (79)).
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L.1.1.b. Traitement des cultures de sang
I.1.1.b.1. Arrét des divisions cellulaires

Les cultures sont traitées avec de la colchicine a 3,75 pg/ml stérile qui bloque les mi-
toses : la colchicine inhibe la formation du fuseau achromatique ou se fixent les chromosomes
lors de I'anaphase; les chromosomes ne pouvant se séparer, les cellules sont bloquées en mé-
taphase.

Dans chaque tube de culture, on met 250 pl de colchicine qu'on laisse agir 2 h a 37°C.

I.1.1.b.2. Choc hypotonique

Le choc hypotonique est un choc osmotique consistant a faire éclater les cellules par
une entrée d’eau. Ceci permet de libérer les chromosomes par rupture de la membrane cellu-
laire.

Le tube de culture est centrifugé a 1500 t/mn pendant 10 minutes. Le surnageant est
éliminé a l'aide d’un systéme d'aspiration a vide; et on en laisse 2 a 3 mm au-dessus du culot
de cellules.

Le choc hypotonique est réalisé avec du sérum de veau nouveau-né dilué au 1/6%t a
37°C : aprés avoir décollé le culot de cellules a I’aide du vortex , on ajoute dans le tube 15 ml
de sérum.

Les cultures restent au contact du choc 20 minutes dans 1’étuve & 37°C. les tubes sont
alors centrifugés a 2000 t/mn pendant 10 minutes, en présence de 4-5 gouttes (environ 100 pl)
de fixateur. Cette étape constitue la préfixation. Elle permet une fixation plus lente et moins
dénaturante des cellules.

I.1.1.b.3. Fixation
Cette étape du traitement recouvre différents objectifs :

- la fixation permet d’immobiliser les cellules dans un état proche du vivant

- elle bloque les réactions enzymatiques cellulaires et de ce fait inhibe les phénoménes
d’autolyse

- la fixation est responsable d’une coagulation des protéines et de ’insolubilisation des
constituants cellulaires par réticulisation des macromolécules ; il y a stabilisation en position
in situ des molécules.

Pour fixer les cultures cellulaires on utilise un mélange acide acétique absolu-éthanol
absolu (1:3), préparé de fagon extemporanée

La fixation des cellules est obtenue en ajoutant 15 ml de fixateur dans le tube de cul-
ture. Les cellules doivent avoir un contact avec le fixateur pendant au moins demi-heure, a
(+4°C).

Les cultures ainsi fixées peuvent étre conservées plusieurs mois en vue d'un étalement
sur lame.
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Dilacération du morceau Digestion enzymatique Récupération du

de peau en présence d'enzymes surnageant, arrét
de la digestion

5 ml du mélange trypsine stérile 50 ml du mélange trypsine (tube a centrifugation

4 0.25% collagénase a 0.2% collagénase (agitation magnétique) avec 1ml de sérum de
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Figure 57 : Culture de fibroblastes (méthode de digestion enzymatique)
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1.1.2. Cultures cellulaires de fibroblastes

I.1.2.a. Mise en culture des fibroblastes : cultures primaires

La réalisation de ces cultures est longue et plus complexe que celle des cultures de
lymphocytes; elle nécessite, en outre, plus de matériel.

Pour ces différentes raisons, les fibroblastes ne sont étudiés que pour confirmer ou in-
firmer la présence d'une mosaique; en effet, si on repére différentes populations cellulaires a
partir des cultures de lymphocytes, et si elles se retrouvent dans les cultures de fibroblastes,
on peut conclure & une mosaique. En revanche, si les cultures de fibroblastes ne permettent la
mise en évidence que d'une seule population de cellules, on parle de chimérisme leucocytaire.

Les cultures de fibroblastes se font avec du tissu conjonctif sous cutané, obtenu par biopsie
selon 2 méthodes (dilacération des tissus puis digestion enzymatique ou bien méthode des ex-
plants) (Adolphe, (3)).

1.1.2.a.1. Méthode de la digestion enzymatique
er Prélévement de 1'échantillon

Un fragment de peau est prélevé dans des conditions d'asepsie chirurgicale. L'animal
recoit une anesthésie locale tragante a la Xylocaine. Une cote de melon (1-2 cm de long) est
découpée dans la peau a l'aide d'un scalpel stérile. Le morceau est ensuite plongé dans du mi-
lieu de culture HAM (F12). 1l est possible de faire un ringage dans du milieu propre si
1'échantillon est trop souillé par du sang, ou par du gras sous-cutané.

er Mise en culture proprement dite

Pour faire les cultures, il convient de travailler sous la hotte a flux vertical dans une
ambiance stérile. L'ensemble du matériel utilisé est stérilisé, en atmosphére séche, au Poupi-
nel (1h30 a 180 °C).

Les milieux servant a la réalisation des cultures cellulaires devront étre conservés au
réfrigérateur (+4°C) et utilisés rapidement.

Le morceau de peau est déposé dans une grande boite de Pétri, contenant 5 ml d’un
mélange trypsine-collagénase (0,025% : 0,25%) a 37°C ; il est dilacéré avec une lame de
scalpel stérile puis le broyage est poursuivi avec des ciseaux stériles.

Le broyat est transféré dans un flacon stérile de 100 ml contenant un barreau aimanté.
On ajoute alors 50 ml d'enzymes protéolytiques : le flacon est mis sur un agitateur magnétique
dans I'étuve a 37°C pendant 20 minutes pour détruire le milieu extracellulaire. Le surnageant
est récupéré et versé dans un tube de culture stérile, contenant 1 ml de sérum de veau foetal
pour de stopper l'action des enzymes. Ces opérations sont renouvelées 4 a 5 fois afin de digé-
rer toute la peau.

Le produit de la digestion est centrifugé a 5 minutes a 1000 tours/min. Aprés €limina-

tion du surnageant. Le culot est mis en culture dans 5 ml de milieu HAM modifié avec du sé-
rum feetal de veau. La culture se fait dans un flacon de 25 cm
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Milieu de culture HAM F12 complémenté:
400ml de HAM F12
80 ml de sérum de veau foetal

5 ml d'antibiotique antifongique (pénicilline a5Ul/ml + streptomycine a
Spg/ml + amphotéricine B a 125pug/ml + gentamicine a 50pg/ml)
5 ml de L-glutamine de fagon a avoir une concentration finale de 1%

Le flacon est placé dans I'étuve a 37°C, le bouchon fermé.

Le lendemain, les cellules mortes et les bouts de peau non digérés sont éliminés par
aspiration du milieu. Du milieu neuf (5 ml) est remis dans le flacon qu'on replace dans
I’étuve, en maintenant les bouchons fermés.

er Maintien des cultures cellulaires et adaptation du milieu en fonc-
tion de 'age de la culture

Le milieu de culture est changé tous les jours permettant ainsi d’éliminer les cellules
mortes ainsi que les cellules épithéliales qui n’ont pas adhéré a la boite.

Les cellules se divisent plus ou moins rapidement en fonction de leur vigueur et du
milieu de culture.

Les boites sont divisées et chaque repiquage, correspondant & un passage, permet de
passer a des flacons de culture plus grands.

Ces étapes sont nécessaires dans la mesure ou les cellules ne supportent pas bien la
surpopulation du fait de I'inhibition de contact et de I'épuisement du milieu. Les nouvelles
boites sont préparées sous la hotte a flux vertical afin de recevoir les cellules (par exemple :
boites de 75 cm® + 10 ml de milieu additionné de sérum feetal de veau).

Dans la boite d’origine, le milieu de culture est aspiré. Le tapis cellulaire est rincé 2
fois pour enlever les restes de milieu avec de la trypsine a 0,05% mélangée a de ’'EDTA a
0,02% dans du PBS sans Ca*" ni Mg** (mélange plus agressif que la trypsine pure & 0,25%) :
on dépose 1 a 2 ml d’enzyme que l'on fait glisser sur toute la surface du tapis de cellules.
L'enzyme est aspirée rapidement et éliminée; aprés le deuxiéme ringage, 2 ml de trypsine-
EDTA sont mis dans la boite que 1'on maintient horizontalement pour laisser agir 1'enzyme et
décoller les cellules du tapis (on peut aider la trypsine en tapant sur la boite). La trypsine per-
met I’hydrolyse des éléments d’adhésion des cellules au support et des cellules entre elles. Les
cellules en suspension se resserrent. Si les cellules se décollent mal, la boite est mise dans
I’étuve pendant 2 minutes (la température optimale pour la trypsine est 37 °C). L'action de la
trypsine est arrétée par une pipette pasteur de milieu de culture, puis I'ensemble du surnageant
est transféré dans 10ml de milieu neuf et centrifugé 5 min. a 1000 t/min. Ce lavage permet
d'enlever la trypsine. Le surnageant est éliminé ; et le culot de cellules est remis en suspension
dans un peu de milieu de culture puis réparti dans 2 nouvelles boites.

Chaque nouvelle culture est identifiée (animal, date, numéro du passage et type de mi-
lieu) et mise a I'étuve.

Aprés le deuxiéme passage, on peut maintenir les cultures dans un milieu moins riche,
le DMEM. Le changement de milieu est progressif : les fibroblastes sont placés dans un mé-
lange de HAM F12 et de DMEM (1:1). A ce moment, les boites sont maintenues a 1’étuve a
37°C dans une atmosphére a 5% de CO; pour faciliter les échanges avec le milieu (pour avoir
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ce systéme semi-clos, il faut dévisser un peu le bouchon des flacons de culture quand on les
met dans 1’étuve).

Milieu de culture DMEM:
500ml de « Dulbecco’s modified Minimum Essential Medium » (DMEM).

100 ml de sérum de veau feetal
5 ml d'antibiotique (cf. Milieu HAM F12)
5 ml de L-glutamine

Lorsque les cellules se sont adaptées, seul le DMEM est utilisé. On maintient toujours
une atmosphere a 5% de CO; ce qui permet de réguler le pH.

Il faut changer le milieu régulierement en associant une surveillance quotidienne des
cultures ; en effet le milieu s'épuise vite en éléments nutritifs. Ce changement permet en outre
d’éliminer les cellules qui ont dégénéré ou qui sont mortes. L’apport de milieu frais assure la
prolifération des cellules en renouvelant l'apport de facteurs de croissance.

I.1.2.a.2. Méthode des explants

Cette méthode est réalisée parallelement a la digestion enzymatique au cas ou cette
derniére ne donnerait pas de résultat.

Le morceau de peau biopsiée est déposé dans 5 ml de milieu HAM dans une boite de
Pétri. La peau est découpée en petits fragments a l'aide d'un scalpel stérile.

Dans une boite de 25 cm?, on dépose une fine couche de sérum feetal de veau (1 ml
pour une boite de 25 cm?) ; la boite est remise a la verticale pour faire "sécher" le sérum. A
l'aide d'une pipette Pasteur cotonnée, chaque petit bout de peau est posé sur le sérum de veau
('adhérence des bouts de peau est obtenue en laissant la boite verticale dans I’étuve a 37°C
pendant 15 minutes). On rajoute ensuite 1.5 ml de HAM F12. La boite de culture est placée
dans 1'étuve a 37°C, le bouchon étant maintenu fermé. Le milieu est changé une a deux fois
par semaine.

Les fibroblastes se divisent et forment un tapis cellulaire autour de I’explant.

La premiére méthode permet de récupérer des chromosomes dés 10 jours. Par la
deuxiéme, les cellules mettent plus de temps a pousser. Les cultures de fibroblastes donnent
des chromosomes plus fragiles surtout lors de la coloration, mais ils sont plus étirés.

Il faut surveiller les cultures tous les jours, pour changer le milieu, vérifier 1’état des
cellules, voir si aucune contamination ne se développe (cf. bactéries, champignons, levures).

L.1.2.b. Morphologie des fibroblastes en culture

Les fibroblastes sont mélés aux autres cellules de la peau (cellules épithéliales de
forme polygonale, entre autre).

Les cellules se déposent sur le fond de la boite de culture. Au fil des mitoses, les cel-
lules autres que les fibroblastes dégénérent. Les fibroblastes forment un tapis de cellules en
étoile.
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Préparation de la boite

dép6t d'un film del ml de milieu de
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Fixation des explants
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peau avec une pipette
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Enlever l'explant et traiter
comme une culture apres
digestion enzymatique

Figure 58 : Culture de fibroblastes (méthode des explants)
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L1.2.c. Conservation des cultures de fibroblastes
I.1.2.c.1. Cryopréservation des cultures de fibroblastes (Adolphe, 1986)
er Etapes préalables: détachement des fibroblastes

Sous la hotte, il convient de préparer des tubes a centrifugation, stériles et contenant
10 ml de milieu de culture. Les cellules sont décollées avec de la trypsine a 0,05% mélangée a
de 'EDTA 4 0,02% dans du PBS sans Ca®" ni Mg**. L'action des enzymes est bloquée par 2
ml de milieu de culture. Afin de récolter le maximum de cellules, une petite raclette est utili-
sée si nécessaire. Le contenu de la boite de culture est versé dans les tubes de collecte. Ces
derniers sont centrifugés a 1200g pendant 5 minutes pour éliminer les traces de trypsine.

er Protocole de congélation des fibroblastes

Du sérum de veau foetal est mélangé a du glycérol stérile de fagon a avoir une solution
a 10% (9 ml de sérum et 1 ml de glycérol stérile).

Le glycérol est un agent cryoprotecteur qui permet de limiter les 1ésions cellulaires en-
gendrées par la congélation. Le glycérol évite la formation de gros cristaux, traumatisants
pour les cellules; de plus, il diminue le phénoméne de déshydratation intracellulaire lors de la
congélation. On peut aussi utiliser le DMSO (diméthy! sulfoxyde), plus protecteur que le gly-
cérol, mais plus cytotoxique.

Aprés la centrifugation, tout le surnageant est aspiré. Le culot de cellules est remis en
suspension dans une pipette Pasteur du mélange sérum-glycérol. 1l faut aller vite car les cel-
lules tolérent mal le séjour dans le glycérol a température ambiante. Le culot de cellules est
mis dans un cryotube. Ce dernier doit étre bien fermé et identifié (numéro de ’animal, espéce,
date, milieu de culture et numéro du passage). Les cryotubes sont rangés dans une boite a
congélation contenant du propane-1-2 diol qui permet d’abaisser graduellement la tempéra-
ture (1 degré par minute).

La boite est congelée a -80°C une nuit a 48h au maximum.

Les cryotubes sont ensuite sortis de la boite a congélation et placés dans 1’azote liquide
a-180°C.

Cette méthode permet de stocker des cellules pendant plusieurs années. La viabilité
des cellules lors de la congélation conditionne 1'efficacité de ce procédé de conservation.

1.1.2.c.2. Congélation des explants
Les explants sont décollés du support ; dans un cryotube correctement identifié, on
met 2 ml de mélange glycérol-sérum de veau nouveau-né (voir ante). Les explants sont préle-
vés avec une pipette Pasteur cotonnée, en prenant le moins de milieu possible et déposés dans
le tube. La congélation suit ensuite le méme protocole que celle des fibroblastes.
L1.2.d. Décongélation de lignées cellulaires

Afin d’avoir une meilleure survie des cellules, la décongélation doit étre rapide.

Les cryotubes sont sortis de 1’azote liquide ; ils sont plongés dans un bain-marie a
37°C jusqu’a la décongélation compléte. Pendant ce temps, sous la hotte, un tube a centrifu-
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gation contenant 10 ml de milieu de culture est préparé. Le contenu du cryotube est prélevé et
mélangé au milieu de culture prévu a cet effet. Le tube est centrifugé a 1500g pendant 10 mi-
nutes afin d’enlever le glycérol.

Une boite de culture (de 25 cm®) contenant 5 ml de milieu de culture est préparée sous
la hotte.

Tout le surnageant est aspiré et éliminé, le culot de centrifugation est remis en suspen-
sion dans un peu de milieu de culture, puis déposé dans la boite de culture. La boite est mise a
I’étuve a 37°C dans une atmosphére a 5% de CO,. Le milieu de culture doit étre changé au
plus tard 24 h apres la décongélation. Il convient alors de s’assurer que les cellules adhérent
au support.

L.1.2.e. Utilisation des cultures de fibroblastes pour I’obtention de chromo-
somes

I.1.2.e.1. Synchronisation des cultures de fibroblastes: synchronisation
simple par la thymidine

Apreés avoir changé le milieu ou trypsiné les boites on peut faire une synchronisation
avec de la thymidine : elle bloque les mitoses en phase S (Popescu, (217)). La thymidine in-
hibe la synthése de 2’-déoxycytidine triphosphate (dCTP); en effet, elle rentre dans la cellule
et forme la désoxythymidine triphosphate (dTTP). Cette molécule inhibe I'enzyme qui trans-
forme le désoxycytidine diphosphate (dCDP) en dCTP. La synthése d'ADN est arrétée par
manque de dCTP.

On léve le blocage et dans les heures qui suivent, le cycle cellulaire reprend; on peut
récolter un grand nombre de cellules en métaphase.

er Préparation de la thymidine

10 mg de thymidine sont dissous dans 1 ml de milieu de culture. La solution est filtrée
a 0,22 pm pour avoir une solution stérile. (NB pour les lymphocytes on met 6 mg de thymidine
par ml de milieu)

er Synchronisation des cultures

On rajoute 5 ml de milieu de culture dans les boites. La synchronisation est réalisée

quelques heures apreés la trypsination des cellules par ajout de 1.2 ml de thymidine pour 15 ml
de milieu. Les boites sont laissées a 1’étuve une nuit (15 h).
Pour lever le blocage, la thymidine est éliminée. Pour cela, le milieu est aspiré et remplacé par
10 ml de HBSS (solution saline isotonique). La boite est remise a I’étuve 10 minutes. Cette
manipulation est encore répétée 2 fois (3 ringages au total). Aprés le dernier ringage, la boite
est complétée avec 10 ml de milieu de culture et replacée dans 1’étuve.

Les cultures sont suivies réguliérement (toutes les demi-heures, ou toutes les heures)
pour voir si elles se divisent. Lors d’une vague de division, on effectue la récolte.

On peut ajouter aux boites synchronisées du BrdU (5 Bromodéoxyuridine analogue de
la thymidine) a raison de 50ul pour 15 ml de milieu de culture. Le BrdU permet de faire des
colorations en bandes RBG (Reverse Budr Giemsa).

La technique de la synchronisation n'a été utilisée que pour I'étude du caryotype du
cheval E9303 (X0/XYY).
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1.1.2.e.2. Récolte des fibroblastes en nature

Les cellules en mitose apparaissent rondes et réfringentes lors de 1’observation au mi-
croscope inversé.

Un tube a centrifugation stérile est placé sous la hotte; il servira a recueillir le milieu et
les cellules. Ces derniéres sont détachées du tapis cellulaire en tapant sur les boites de culture
(les cellules en culture ont la propriété de n’étre que modérément adhérentes a la boite) ; le
milieu est versé dans le tube a centrifugation. Afin d'augmenter le rendement de la récolte, on
réalise 2 ringages des boites avec de la trypsine & 0,05% mélangée a de ’EDTA a 0,02%; pour
cela on fait glisser 1.2 ml de trypsine-EDTA sur le fond de la boite et on les réaspire de suite
pour les verser dans le tube de récolte. La trypsine est utilisée une derniére fois pour finir de
détacher les cellules entrées en mitose: on met 2 ml d'enzyme dans la boite et la laisse agir 2-3
minutes. Du milieu neuf est remis dans la boite de culture.

La récolte peut se faire sans trypsiner les cellules si on craint de trop détériorer le tapis
cellulaire. A ce moment, on tape plusieurs fois sur les boites de culture pour détacher les cel-
lules en division.

Le tube de récolte est placé au réfrigérateur pour ralentir la pousse des cellules (le tube
ne doit pas étre conservé sans traitement plus d'une heure) ou bien centrifugé de suite 5 mi-
nutes a 1000g pour faire le traitement (choc hypotonique puis fixation comme pour des cultu-
res de lymphocytes)

1.1.3. Etalement sur lame

L.1.3.a. Etapes préalables

Les tubes de culture sont centrifugés a 1500 t/mn pendant 10 minutes; le milieu (fixa-
teur) est aspiré; on ne laisse que 2-3 mm de fixateur au-dessus du culot de cellules.

Pour les cultures de lymphocytes, on fait 2 lavages au fixateur. La premiére centrifu-
gation correspond au 1% lavage. On remet le culot en suspension dans 15 ml de fixateur neuf.
Puis, les tubes sont centrifugés suivant les mémes modalités que précédemment.

Les cultures de fibroblastes ne nécessitent souvent qu’un seul lavage.

Les étalements peuvent étre réalisés de suite ou bien différés (dans ce cas, remettre les
tubes au réfrigérateur).

L.1.3.b. Préparation des lames

Pour étaler les cultures, on utilise des lames rodées avec une plage dépolie et dégrais-
sées.

Pour cette raison, les lames sont passées une & une sous 1’eau déminéralisée ; il faut
s’assurer qu’elles « tiennent le film d’eau ». Chaque lame est frottée entre le pouce et I’index,
en insistant sur les bords pour que I’eau glisse bien sur toute la surface de la lame.

Les lames sont rangées dans un bécher ; a la fin du nettoyage, toutes les lames sont
rincées 2 fois a I’eau déminéralisée. Puis le bécher est rempli d’eau déminéralisée et placé au
freezer.
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1.1.3.c. Réalisation des étalements

Les tubes de cultures sont centrifugés ; le fixateur est aspiré de sorte qu’il n’en reste
que quelques mm au-dessus du culot. Les cellules sont alors remises en suspension dans le
fixateur restant (si les cultures sont trop riches il faut parfois rajouter quelques gouttes de
fixateur neuf).

L’étalement sur lame se fait suivant 2 méthodes.

1.1.3.c.1. Méthode du frottis

Les cellules en suspension sont prélevées avec la pipette Pasteur. Sur une lame bien
mouillée, tenue a I’horizontale, on dispose une ligne de la suspension de cellules (sur toute la
largeur de la lame, a 1 cm de la partie rodée). La lame est redressée doucement pour faire
glisser les cellules ( au besoin, on peut souffler sur la lame pour faire glisser la goutte) ;
I’excés de liquide est absorbé en posant la tranche de la lame sur du papier absorbant. Le des-
sous de la lame est essuyé. La lame est passée 5 secondes au-dessus d’un bain-marie a 80°C.
La lame est séchée au-dessus du cone du bec bunsen ou bien observée directement.

Un séchage rapide des lames évite que les chromosomes ne se resserrent.

La lame est identifiée et observée au microscope optique (Objectif x 10, contraste de
phase).

Si les mitoses sont trop serrées, il faut rajouter une goutte (25 pl) de fixateur ou
d’acide acétique avant le nouvel étalement ou bien adapter le temps de séjour au-dessus du
bain-marie.

Le fixateur permet de diluer la culture (cf. métaphases trop nombreuses)

L’acide acétique permet d’étaler les chromosomes d’une méme métaphase, il ne faut
pas trop en mettre sinon on perd des chromosomes.

L’éthanol seul séche les lames et provoque un resserrement des chromosomes.

Exemple : culture de fibroblastes de chien : ajouter une goutte (25 pl) de fixateur, ne pas pas-
ser forcément au-dessus du bain-marie.
cultures de lymphocytes de cheval :essayer d’étaler sans mettre d’acide

I.1.3.c.2. Méthode de la goutte

La lame est tenue bien horizontale a 20-25 cm de la pipette Pasteur, on laisse tomber 2
gouttes dessus en évitant de faire remonter l'eau sur la lame. L’exceés de liquide est absorbé en
posant la tranche de la lame sur du papier absorbant. Le dessous de la lame est essuyé. La
lame est passée 5 secondes au-dessus du bain-marie a 80°C puis séchée au-dessus du cone du
bec bunsen.

Les lames peuvent alors étre colorées en coloration conventionnelle. Par contre, avant

d’étre colorées en bandes, les lames sont vieillies une nuit a 1’étuve a 60°C ce qui équivaut a
un vieillissement d’une semaine a température ambiante.
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1.1.4. Coloration des lames

L’observation des lames sans coloration est possible au microscope optique (Objectif
x10, oculaire x1, contraste de phase). Elle est insuffisante pour faire une étude cytogénétique.

On peut colorer la totalité du chromosome (coloration conventionnelle) ou bien cher-
cher a différencier les différents chromosomes et faire une analyse plus fine des chromatides
en utilisant la coloration en bandes.

I.1.4.a. Coloration conventionnelle des lames

C’était la méthode de coloration de base avant la découverte des colorations en ban-
des. Elle permet une étude du chromosome dans son ensemble. Les caryotypes réalisés par la
suite ne tiennent compte que de la morphologie du chromosome. Il apparait uniformément
coloré ; ’hétérochromatine du centromére prend moins le colorant.

La coloration conventionnelle est une coloration au Giemsa. Ce colorant est aussi uti-
lisé pour la coloration des lames qui ont subi un traitement (cf. coloration en bande C).

Colorant Giemsa pour la coloration conventionnelle :

10 ml de Giemsa RAL
100 ml d’eau distillée

Le colorant ainsi préparé est instable et ne peut étre conservé que quelques heures.

Les lames sont trempées dans la solution colorante pendant une dizaine de minutes.
Elles sont rapidement rincées 3 fois a 1’eau courante puis une fois a 1’eau distillée. On les
laisse sécher a Iair.

La coloration conventionnelle a été effectuée sur les lames concernant les chiens afin
de réaliser un comptage des chromosomes sexuels des différentes métaphases, et de détecter
d’éventuelles anomalies.

1.1.4.b. Coloration en bandes

La coloration en bandes permet une étude plus fine des chromosomes. Les bras p et q
sont divisés en régions elles-mémes divisées en bandes. Les bandes sont colorées en fonction
de leur composition en bases. Ces marquages sont reproductibles et caractéristiques d'une es-
péce animale donnée; ils permettent de réaliser les caryotypes.

Le banding est utilisé pour mettre en évidence des modifications chromosomiques,
pour comparer des chromosomes dans des espéces différentes.

Les différentes techniques de coloration permettent essentiellement de mettre en va-
leur 2 structures chromosomiques. La premiére d'entre elles, ’euchromatine, correspondant
aux zones transcrites de I'ADN, est colorée en bandes G (pour Giemsa) ou bien en bandes R
(de Reverse, les bandes obtenues par cette méthode étant le contretype des bandes G) ou Q
(de Quinacrine, les chromosomes étant colorés a la moutarde de Quinacrine).

L’hétérochromatine constitutive, quant a elle, est colorée en bandes C.
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Au Laboratoire de cytogénétique des Populations Animales, seules sont utilisées les
colorations en bandes C et G.

1.1.4.b.1. Coloration des lames en bandes GTG
Dérivée de la méthode de Seabright (1971) cité par Dutrillaux, (79).

La coloration en bandes GTG (G Trypsin Giemsa) permet de mettre en valeur les zo-
nes riches en bases A et T (zones de chromatine condensée, 1’hétérochromatine intercalaire
qui se réplique tardivement, fragment du chromosome portant peu de génes) ; ces régions ap-
paraissent colorées en noir ou dans des nuances de gris. Le centromére et les constrictions se-
condaires ne sont pas colorés : ils apparaissent blancs.

Cette technique permet d’apparier les chromosomes suivant leur profil en bandes, on
peut ainsi établir le caryotype. Une telle coloration permet de repérer des modifications des
profils standards qui peuvent étre liées a des anomalies de structure (délétion, translocation,
inversion, duplication).

La coloration en bandes G nécessite une digestion enzymatique, par la trypsine, des
protéines chromosomiques qui génent la coloration de I’ADN par le Giemsa. Le Giemsa ne
colore que les zones non attaquées par l'enzyme (zones ou la chromatine est condensée). Cette
méthode repose sur I'obtention de culture de bonne qualité : il faut des chromosomes suffi-
samment longs. Les lames doivent étre vieillies a 1'étuve pour modérer 'action de la trypsine;
le temps d'incubation dans la solution enzymatique doit étre adapté au cas par cas, en fonction
de l'espéce et de I'animal.

er Préparation de la trypsine (solution a 0,25%)

La solution de trypsine est préparée extemporanément dans l'heure qui précéde son
utilisation; c'est une solution instable.

Solution de trypsine :
0,1 g de trypsine
100 ml de tampon PBS
6 gouttes (150 ul) d’acide citrique a 0,1 Mol.

La solution est maintenue a température ambiante afin d’étre & 20°C lors de son utilisa-
tion

Aprés avoir été trempées dans la trypsine, les lames seront rincées dans un flacon
contenant du tampon PBS (Phosphate Buffered Saline).

er Préparation du colorant pour réaliser les bandes G

Le colorant doit également étre préparé extemporanément. Il se conserve quelques
heures a température ambiante.
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Colorant Giemsa :

90 ml d’eau distillée

3 ml de colorant Giemsa MERCK
3 ml de méthanol absolu

3 ml d’acide citrique a 0.1 Mol

L ordre est important.

Le mélange est préparé dans un bécher placé sur un agitateur magnétique.

Aprés avoir étalonné le pH métre (avec les solutions tampon de 7,02 et 4,00 par exem-
ple) il convient de vérifier le pH de la solution de Giemsa : il doit étre entre 2 et 3.

Le pH est alors corrigé avec du Phosphate disodique (Na;HPO4 a 17,9g/250 ml) pour
obtenir une solution de pH = 6,8.

er’ Coloration des lames
Les lames sont trempées dans la trypsine, puis rincées dans le PBS. L'excés de tampon
est éliminé en secouant vivement les lames.

Les lames sont trempées dans le colorant pendant 5 & 12 minutes.

Les temps de trempage et de coloration sont a adapter en fonction de I’espéce étudiée,
au colorant et a la qualité des bandes que I’on veut obtenir (voir tableau ci-dessous).

Trypsine PBS Coll;;f:itslgur
{Chien 1 min. & 1 min. 15 | tremper 9 a 13 minutes
Cheval 1 min. 15 tremper 9210 min.
Cheval (fibvoblastes) 1 min. 10 tremper 9 minutes
Chien (fibroblastes) 1 min. tremper 9 a 12 minutes

Ces valeurs sont données a titre d’exemple pour des lames récentes (moins d’une se-
maine, vieillies une nuit a I’étuve a 60°C)

Le temps d'incubation dans la trypsine est généralement compris entre 1 min. et 1min.
30.
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Les bandes GTG ont été réalisées pour le chien et le cheval afin d’établir le caryotype.
Elles n'ont pas servi au comptage de chromosomes sexuels.

Cette coloration en bandes GTG a été effectuée directement sur des lames apres étale-
ment, mais aussi sur des lames qui avaient été traitées en coloration conventionnelle au pré-
alable. Dans ce cas, les lames sont décolorées dans le fixateur et le temps e trypsine est réduit.

1.1.4.b.2. Coloration des lames en bandes CBG

Dérivée de la technique de Comings (1973) et Summer (1972), cités par Dutrillaux,
(79).

On colore ici I’hétérochromatine constitutive notamment localisée au niveau des cen-
tromeéres des chromosomes. Cette fraction de la chromatine reste condensée lors de l'inter-
phase; elle contient des séquences hautement répétées d'ADN, riche en paire de bases AT et
CG.

La coloration en bandes C correspond au stade ultime de la dégradation du chromo-
some a l'aide d'acides, de solutions alcalines et salines.

Le centromére apparait intensément coloré en noir alors que les chromatides restent
trés pales.

er Etapes préalables

La veille de la manipulation, une solution saturée de baryte (hydroxyde de baryum) est
préparée dans un erlenmeyer contenant un barreau aimanté: 5 g de poudre d’hydroxyde de ba-
ryum sont mis en solution dans 100 ml d’eau pour préparation injectable. Le mélange est fait
a I’aide de I’agitateur magnétique et doit tourner 1 h au minimum. La solution décante une
nuit. Le matin de la coloration, la solution est filtrée et mise au bain-marie a 50°C.

Une solution 2x SSC (Standard Sodium Citrate) est préparée de fagon extemporanée,
dans I'heure qui précéde son utilisation. On dilue 10 ml de 20xSSC (17.53 g de NaCl/100ml et
8.82 mg de citrate/100ml) dans 90 ml d’eau distillée. La solution de 2x SSC (NaCl 0,15 M et
citrate trisodique 0,015 M) est mise au bain-marie a 60°C.

er Protocole de coloration des chromosomes en bandes C

Les chromosomes sont dénaturés dans une solution d’acide chlorhydrique 0,2 N (20
ml d’acide pur 1 N avec 80 ml d’eau pour préparation injectable) pendant 1 h a température
ambiante.

Les lames sont rincées abondamment a I’eau courante puis trempées dans de 1’eau
pour préparation injectable.

Les lames incubent alors dans la baryte & 50°C pendant 2 minutes. Elles sont ensuite
plongées dans de l'eau pour préparation injectable puis rincées abondamment a I’eau courante
et trempées dans ’eau pour préparation injectable.

On met alors les lames dans le SSC pendant 20 minutes & 60°C.

Aprés un ringage a l'eau pour préparation injectable, les lames sont colorées avec du
Giemsa.
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Colorant Giemsa pour les bandes C:

4 ml de Giemsa RAL
2 ml de tampon Phosphate Disodique
94 ml d’eau distillée

Le colorant ainsi préparé est instable et ne peut étre conservé qu'une ou deux heures.

Le HCI dégrade les liaisons glycosidiques entre les bases puriques (Popescu, (217)).

L’hydroxyde de baryum fragmente 1I’ADN. Cette dénaturation n’affecte que
I’euchromatine. L hétérochromatine serait protégée par les protéines non-histones spécifiques.

Le temps d'incubation dans I’hydroxyde de baryum conditionne la qualité des bandes
C: si les chromatides sont trés colorées, on a un mauvais contraste en bandes C qui indique
une durée insuffisante du traitement dans I’hydroxyde de baryum. A l'inverse, des chromoso-
mes trop pales, & peine marqués et visibles seulement au microscope a contraste de phase in-
diquent une dénaturation excessive par I’hydroxyde de baryum.

Les bandes C peuvent étre obtenues sur des lames précédemment colorées en colora-
tion conventionnelle; on suit directement le méme protocole que pour des lames non colorées,
sans décolorer les lames.

Les bandes C sont parfois réalisées sur des lames colorées en bandes G; ceci permet de
confirmer, par exemple, la présence d'une translocation Robertsonienne suspectée lors du ca-
ryotypage (on peut voir les chromosomes dicentriques). Il faut alors adapter le temps d'incu-
bation dans les différentes solutions, les chromosomes ayant déja été en partie dénaturés par la

trypsine.

Coloration en bandes C aprés des bandes G chez les Mammifeéres:

45 min. dans l'acide chlorhydrique 2 0.2 N
ringage

15 secondes dans la solution de Baryte saturée
ringage

15 min. dans le SSC
ringage

15 min. de coloration

La coloration en bandes C est trés utilisée pour mettre en évidence les hétérosomes y
compris le Y (le chromosome Y essentiellement formé d’hétérochromatine). Ceci est intéres-
sant pour l'étude de l'intersexualité chez le cheval et le chien.
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1.1.5. Particularités liées aux espéces étudiées : Remarques sur les études de
lames

L.1.5.a. Cheval
Colorations utilisées pour I’étude d’un animal intersexué
Dans I’espéce équine, on se limite a I’utilisation de 2 techniques de coloration :

* Coloration en bandes G : le Y ressort bien grice a sa coloration ; le chromosome X
posséde un marquage facile a repérer. Cette méthode permet d’une part le comptage des go-
nosomes, et d’autre part la réalisation des caryotypes

* Coloration en bandes C : elle ne permet que 1’étude sur les gonosomes, le repérage
du Y est assez facile.

Le chromosome X, quant & lui posséde un double marquage net lorsqu’il s’agit du X
activé, mais le X inactivé n’est que faiblement coloré.

L1.5.b. Chien
Techniques de coloration mises en ceuvre

Les chromosomes de chien sont étudiés aprés coloration conventionnelle, en bandes C
et G

* Coloration en bandes G : les chromosomes de chien sont assez fragiles; ils ne doi-
vent pas étre trop dénaturés par la trypsine. L'incubation dans I'enzyme ne doit pas excéder si
1 minute 15 secondes.

En revanche, la coloration doit étre soutenue.

Le Y apparait comme un petit carré gris assez difficile a voir; il se confond avec les
autosomes des derniéres paires.

Le X se repeére trés facilement grice a son marquage.

* Coloration en bandes C : il est préférable de faire cette coloration sur des lames pas-
sées une nuit a 1'étuve a 60°C puis vieillies une semaine a température ambiante. En effet, si
les lames sont trop récentes, les chromosomes sont trop altérés par l'acide chlorhydrique.

Le repérage du chromosome X est facile. Le Y apparait comme un point noir pouvant
se confondre avec une trace de baryte.

* Coloration conventionnelle : le X se voit bien. Le Y est le plus petit de tous les
chromosomes; il est métacentrique.
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1.1.6. Observation des métaphases et réalisation des caryotypes

I.1.6.a. Matériel optique et logiciel utilisés

Les lames sont observées au microscope optique relié a un systéme de caméra et a un
ordinateur. On utilise un oculaire x10 et des objectifs secs (grossissement x10, x100) et un
objectif a immersion (grossissement x100) ; le grossissement est modifié par I’optovar (gros-
sissement x1, x1.25, et x1.6).

L’analyse des métaphases est réalisée grace au logiciel Cytovision d'Applied Imaging,
programme informatique congu pour l'étude cytogénétique en médecine humaine. Ce pro-
gramme est utilisé pour le diagnostic : aprés sélection d’une métaphase au microscope,
l'image est saisie sur l'ordinateur, puis les chromosomes sont comptés, découpés.

Enfin, avec le systéme on peut réaliser les caryotypes.

I.1.6.b. Technique d’observation des lames

Pour I'étude des animaux intersexués, on observe au moins 200 métaphases, pour voir
s’il existe différentes populations cellulaires.

Ce travail est parfois fastidieux : il est parfois difficile de trouver 200 métaphases ob-
servables; ceci concerne les cultures pauvres, qui ont mal réagi en présence de l'agent mito-
geéne. Différentes raisons expliquent ce phénoméne parmi lesquelles: l'utilisation de sang pré-
levé longtemps avant la culture, ou la mise en culture de sang prélevé sur des animaux ayant
regu des corticoides, ou immunodéprimés, ou sur des animaux malades présentant une forte
neutrophilie. Les cultures contaminées sont également plus pauvres en mitoses.

De plus, les métaphases peuvent étre incomplétes (cf. importance de I'étalement).

Les chromosomes doivent étre assez longs pour étre identifiables, mais si on observe
de nombreux croisements et on perd une partie de la valeur informative du marquage. L'idéal
est d'avoir des chromosomes bien séparés, avec un marquage net pour les bandes G (cf. im-
portance du temps de dénaturation a la trypsine).

L'observation proprement dite se fait suivant une progression en créneaux pour voir le
plus de métaphases possible.

Les lames en coloration conventionnelle sont lues en lumiére normale, aux objectifs
secs.

Les bandes G sont observées en lumiére normale, aux objectifs secs, et avec 1'objectif
a immersion au contraste de phase pour mieux apprécier la qualité du marquage.

Les bandes C sont analysées en lumiére normale, ou en contraste de phase, suivant
l'intensité de la coloration des chromatides. En général, 1'utilisation des objectifs secs suffit.

I.1.6.c. Capture des métaphases et caryotypage
Aprés une étape de comptage et de recherche des anomalies éventuelles (anomalies de
nombre, translocations de fragments de grande taille), on réalise une approche plus fine des

chromosomes par le caryotypage (on les apparie de fagon a comparer leur marquage).

Un classement des chromosomes est effectué suivant les standards d'une espéce don-
née. Pour le cheval on se sert du standard décrit par Richer (Richer, (230)). les caryotypes de
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chiens sont réalisés a partir du standard donné en 1996 par Reimann (Reimann, (228), et
Switonski, (260)).

Avant d'étre imprimés, les caryotypes sont corrigés par différentes personnes du Labo-
ratoire.

I.2. Techniques de Biologie Moléculaire mises en ceuvre

Pour I’étude des animaux intersexués, on utilise la PCR (Polymerase Chain Reaction).
Elle permet de rechercher la présence du chromosome Y, plus précisément du géne Sry. Elle
est réalisée en complément de ’analyse cytogénétique.

1.2.1. Extraction de P’ ADN

L’extraction d’ADN est nécessaire pour rendre accessible I’ADN qui sera amplifié,
pour éliminer les inhibiteurs des réactions de la PCR. L’extraction permet aussi de concentrer
I’ ADN de I’échantillon(Bogard, 1998).

L’ ADN utilisé pour les réactions est extrait soit a partir de sang total, prélevé sur Hé-
parinate de Lithium ou sur EDTA, soit a partir de peau. Il pourrait étre extrait a partir de tout
autre tissu de 1’organisme.

L’extraction a partir de sang total est réalisée a 1’aide d’un kit d’extraction (Quiagen).
Elle consiste en une hémolyse du sang total & 70 °C en présence d’un tampon de lyse (agent
dénaturant), associé a de la protéinase K (protéase non spécifique qui est active méme en pré-
sence de forte concentration d’agent dénaturant fort). Cette derniére permet de casser les
structures protéiques. On ajoute ensuite de 1’éthanol a 96° qui permet de séparer les protéines
de ’ADN. Le mélange est homogénéisé au vortex puis centrifugé sur une colonne qui piége
I’ ADN. Apreés 2 lavages de la colonne avec des tampons de lavages, I’ ADN est élué dans de
I’eau & température ambiante ou dans du tampon d’élution.

L’ ADN extrait peut étre utilisé de suite ou réfrigéré ou congelé (-20°C).

L2.2. PCR proprement dite

La PCR permet de faire une d’extension d’amorces (courtes séquences d’oligonucléo-
tides, complémentaires du brin d’ADN et utilisées par une ADNpolymérase pour répliquer
I’ADN) sur les 2 brins d’ADN a la fois, les amorces encadrant la région d’intérét (Larzul,
1993).

Il s’agit en fait d’une répétition de 3 étapes thermiques qui permettent d’amplifier de
fagon exponentielle le nombre de copies de I’ADN (le nombre de copies de la séquence est
doublé a chaque cycle). On réalise en moyenne 30 a 35 cycles.

Chaque cycle correspond a une étape de dénaturation de I’ADN (les liaisons hydroge-

nes établies entre les différentes bases de la double hélice d’ADN sont rompues pour libérer
les ADN monocaténaires), puis a une étape d’hybridation des amorces sur les brins d’ADN
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(une amorce se fixe en 5’3’ sur le brin 5’—>3’, ’autre en 3’5’ sur le brin anti-sens), enfin
a une étape d’élongation (I’ADNpolymérase réplique la région d’intérét).

Une dénaturation supplémentaire de I’ADN peut étre effectuée entre 94-95°C au début
de la réaction, avant le premier cycle, afin de bien ouvrir la double hélice.

La température d’hybridation varie entre 40 et 70°C et dépend du couple d’amorces
choisies.

La phase d’élongation se fait en général a 72°C, température a laquelle
I’ ADNpolymérase est la plus active.

La PCR nécessite différents réactifs :
I’ADN a amplifier
le couple des 2 amorces
un excés du mélange des 4 dNTP (a la concentration de 200uM chacun)
le tampon 10 X qui joue sur la stringence du milieu réactionnel
le MgCl, (il influence la spécificité de la réaction) dont la concentration varie
entre 1 et 3,5 mM
la TagPolymeérase thermostable en exces (entre 0,4 UI/100ul et 1 UL/100ul).

Les concentrations sont adaptées en fonction de chaque protocole expérimental.
Le volume réactionnel est compris entre 25 et 100 pl.

Aprés la PCR, le produit d’amplification peut étre utilisé de suite pour I’électrophorése
ou bien conservé au réfrigérateur ou congelé.

1.2.3. Electrophorése en gel d’agarose

Le gel d’agarose forme un réseau ou ’ADN chargé négativement peut migrer sous
I’action d’une différence de potentiel (ddp).
On place un gel d’agarose sur un support. On le recouvre d’une solution tampon de TBE (Tris
Borate EDTA) & 0,5 Mol.. Sous I’effet de la ddp, les fragments d’ADN migrent vers la ca-

thode.

La distance de migration augmente quand la taille des fragments diminue. Ceci est valable
pour des fragments de moins de 30 kbases. Au-dela, méme si la concentration du gel en aga-
rose diminue (on augmente la taille des mailles du réseau), I’ADN ne migre pas.

On visualise la migration des fragments d’ADN a l’aide du BET (bromure
d’Ethidium), agent intercalant qui se place entre les 2 brins d’ADN et donne une fluorescence
rose aux UV.

Préparation du gel d’électrophorése a 2% d’agarose :

On porte a ébullition 20 ml de TBE a 0,5 M. dans lequel on a dissous 0,4g d’agarose
pur (qualité Biologie Moléculaire). On rajoute du BET dans le gel d’agarose (2ul de BET
pour 20 ml de TBE). Le gel est coulé sur le support. On met en place le peigne permettant de
former les 6 a 8 puits. Apreés avoir laissé refroidir le gel une demi-heure environ, on peut met-
tre le produit de la PCR a migrer.

177



Dépdt du produit de la PCR et migration:

On mélange 1 ul de tampon de charge & 10-20 pl du produit de la réaction PCR. On
dépose doucement le mélange dans un puits. On applique une tension de 50V ou 100V a la
cuve d’électrophorése. La durée de migration dépend de la taille des fragments amplifiés.

Le gel est observé sous la lampe a UV.
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RESUME :

Essentiellement décrite chez les animaux de rente, I’intersexualité peut affecter de nombreuses espéces de
Mammiféres, y compris I'espéce humaine, et avoir différentes répercussions sur le devenir des individus atteints.
Qu'il s'agisse du pseudo-hermaphrodisme male, du pseudo-hermaphrodisme femelle, ou bien de
I’hermaphrodisme vrai, I'intersexualité se définit par une incohérence entre le sexe chromosomique, le sexe
gonadique et le sexe phénotypique de I'individu. Elle résulte d’une anomalie du déterminisme du sexe; la
rupture dans la cascade du développement sexuel normal peut se faire a différents moments de la vie foetale et
conduire a une des trois formes d’intersexualité.

Contrairement a ce qu’on observe dans les cas d’hypogonadisme, les sujets intersexués présentent des
phénotypes trés variés, allant de I’apparence normale, male ou femelle, 4 un phénotype ambigu. D autre part,
I'intersexualité peut étre responsable de troubles comportementaux ou de pathologies parfois déléteres pour la
santé. Elle est généralement liée a une infertilité. Tous les caractéres de cette anomalie sont présentés de fagon
plus exhaustive & travers I’é¢tude bibliographique des cas décrits dans les espéces canine et équine depuis une
trentaine d’années.

Cette grande variabilité peut parfois rendre le diagnostic complexe : I'approche clinique s’avere souvent
insuffisante, et des examens complémentaires sont nécessaires. Il s’agit entre autres d’une étude chromosomique.
A I’heure actuelle, les méthodes de Cytogénétique tendent a étre complétées par une étude moléculaire et par la
recherche de génes impliqués dans le développement sexuel. Mais si ces deux méthodes d’investigations
permettent d’aboutir au diagnostic d’intersexualité, la caractérisation de celle-ci repose sur une analyse
histologique des gonades.

L’approche diagnostique ainsi que les répercussions de ce trouble du développement sexuel sont illustrées a
travers I"étude d’un cas chez le chien et le cheval.

MOTS CLES : intersexualité, cytogénétique, biologie moléculaire, chien, cheval.

ENGLISH TITLE: CYTOGENETICAL AND MOLECULAR — ANALYSIS OF
INTERSEXUALITY IN DOG HORSE : CASE REPORTS

ABSTRACT:

Mainly described in farm animals, intersexuality could be encountered in numerous Mammalian species,
including Man. It can have various effects on the life of affected individuals. Intersexuality (male pseudo-
hermaphroditism, female pseudo-hermaphroditism or true hermaphroditism) can be defined as the lack of
coherence between chromosomal, gonadic and phenotypic sex. It relates to an abnormality of sexual
determinism. The break point in the processes of normal sexual development can occur at various stages of
foetal life and leads to one of the three forms of intersexuality.

Unlike hypogonadism, the phenotypic variability associated to the intersex condition is rather important: very
different clinical descriptioris have been reported, from normal male to normal female. More over, intersexuality
can be responsible of behavioural pathology and can lead to deleterious effects on health. It is generally
associated with infertility. The characteristics of this anomaly are presented more exhaustively through the
bibliographic analysis of the cases reported in the canine and equine species during the last thirty years.

This important phenotypic variability evocated above induces some difficulties in the establishment of the
diagnostic. Indeed, clinical approach is often insufficient and must be completed by laboratory analyses. One of
them is the establishment of the karyotype of affected individuals. Nowadays, cytogenetical methods are
generally associated with molecular studies aiming at detecting genes involved in sex determination. Even if
those two methods allow the diagnostic of intersexuality, the only way to characterize accurately the anomaly is
the histological analysis of the gonads.

The techniques of diagnosis and the possible effects of intersexuality are illustrated through the study of one case
in the dog and one case in the horse.
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