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RESUME

Le syndrome de I’X fragile est lié¢ a I’expansion
d’une séquence répétitive de triplets CGG dans la
région 5 du géne FMR1. H en résulte I'absence de
production de la protéine FMRP par blocage de la
transcription du géne FMR1. Nous rapportons une
étude hormonale, histologique et immunohistochi-
mique d’un cas, centrée sur les fonctions testicu-
laires et I'origine du macroorchidisme.

Le syndrome de I'X fragile s’accompagne d’une
spermatogenése normale ou incompléte ou encore
présentant des lésions aux stades tardifs. Ces
lésions tardives associées a I'cedéme interstitiel
s’apparentent aux [ésions observées chez les
vasectomisés ce qui a fait soulever I'hypothése du
réle d’'une hyperpression péritubulaire et/ou d’anti-
corps anti-spermatozoides. Dans notre observation,
la négativité des anticorps anti-spermatozoides et
la discrétion de I'cedéme ne sont pas en faveur de
cette hypothése. L'histologie retrouve I'existence
d’une hyperplasie du tissu interstitiel, d’'un épais-
sissement de la membrane basale péritubulaire et
d’une augmentation du diamétre externe des tubes
séminiféeres sans anomalie morphologique des cel-
lules de Leydig ou des cellules de Sertoli.

Les immunomarquages réalisés montrent la pré-
sence de la protéine FMRp dans les cellules germi-
nales ce qui indique que ces cellules ne sont pas
porteuse de la mutation compléte. Cette expression
de la protéine FMRp dans le testicule peut permettre
d’expliquer la conservation de la spermatogenése
alors méme qu’il a été suggéré que la protéine
FMRp soit nécessaire la survie des cellules germi-
nales. Nos résultats sont compatible avec I’hypo-
thése que les atteintes différentes de la spermato-
genése selon les patients atteints du syndrome
puissent étre liées au nombre de cellules germi-

nales touchées par la mutation compléte. Des tra-
vaux complémentaires sont toutefois nécessaires
pour comprendre la variabilité des atteintes de la
spermatogenése et la physiopathologie du
macroorchidisme dans le syndrome de I’X fragile.

Mots clés :Fertilité, Macroorchidisme,
Spermatogenése, Syndrome de I’X Fragile

I. INTRODUCTION

Le syndrome de I’X fragile, ou syndrome de Martin-Bell,
a été décrit pour la premiére fois en 1909. Cette affection,
liée au chromosome X est, dans la majorité des cas, entrai-
née par ’expansion d’une séquence répétitive de triplets
CGG dans la région 5’ du géne FMR1 (Fragile X Mental
Retardation 1 gene) [25]. Alors que le nombre de triplet est
normalement entre 6 et 50, une augmentation du nombre
de triplet entre 50 et 200 caractérise un état dit de « pré-
mutation » qui ne provoque pas d’atteinte clinique mais
qui peut, lorsqu’il est présent chez une femme, se déstabi-
liser a la génération suivante pour donner chez 1’enfant une
augmentation du nombre de triplet dépassant 200 et pou-
vant atteindre 2000, situation que I’on qualifie de « muta-
tion compléte ». Au dela de 230 triplets, une méthylation
anormale de I’ADN de cette région bloque la transcription
du géne FMR1, empéchant ainsi la production de la pro-
téine FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein). Cette
répression du géne FMR1 serait responsable du phénotype
de I'X fragile [22, 24].
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Sa prévalence est de 1 cas sur 1500 naissances pour les gar-
cons et de 1 cas sur 2500 naissances pour les filles. A la dif-
férence d’autres affections génétiques fréquentes, ce syn-
drome s'observe dans tous les groupes ethniques et peut
donc étre considéré comme 1’une des pathologies humaines
les plus fréquentes liées a un seul gene [12, 22].

Le diagnostic clinique repose sur I’association d’un retard
mental et d’une dysmorphie faciale évocatrice. Dans le sexe
masculin, un macroorchidisme post-pubertaire supérieur a
30ml [5, 8, 9, 10, 13] est observé dans 80% des cas. Le dia-
gnostic biologique fait maintenant appel a4 des techniques
d’hybridation (Southern Blot) ou d’amplification génique
(PCR) [6].

Nous rapportons une étude hormonale, histologique et
immuno-histochimique permettant de discuter 1'origine du
macroorchidisme et la variabilité des fonctions testiculaire
des patients porteurs de la mutation.

II. MATERIEL ET METHODES

Apres information et consentement éclairé, des préleve-
ments sanguins pour étude génétique et hormonale ainsi
que des biopsies testiculaires bilatérales ont été effectuées
lors d’une intervention chirurgicale pour cure d’hydrocéele
chez un jeune homme de 21 ans, deuxiéme enfant d’une fra-
trie de deux, présentant la triade clinique typique du syn-
drome de I’X fragile. Le pére et le frére n’étaient pas por-
teurs de la mutation, alors que la mére présentait la pré-
mutation.

L’étude de la fragilité du chromosome X fut réalisée sur
sang périphérique par les méthodes moléculaires évaluant
la taille du site FRAXA (Southern blot avec la sonde St
B12.3). Des dosages hormonaux de testostérone, FSH et
LH ont été effectués par méthode immunologique. Une
recherche d’anticorps anti-spermatozoides circulants
sériques a été réalisée par une méthode d’agglutination.

Pour I’étude histologique, les prélévements testiculaires
fixés dans du liquide de Bouin ont été inclus en paraffine
avant section en coupes de Sum d’épaisseur et coloration
par I’hémalun-phloxine-safran. L'étude immuno-histochi-
mique a été pratiquée sur coupes déparaffinées a 1'aide
d’anticorps primaires monoclonaux dirigés contre 1‘antige-
ne nucléaire Ki-67 (clone MIB-1; 1/50, Immunotech
Marseille, France) et contre la protéine FMRP (Ac
antiFMRP clone 1C3 1a, 1/50, societé Euromedex) en utili-
sant la technique d’immunoperoxydase indirecte en 3
couches [18]. Brievement, les coupes déparaffinées ont été
réhydratées, incubées 40 minutes avec I’anticorps primaire,
puis 30 minutes avec un anticorps secondaire lapin anti-
souris marqué a la peroxydase (1/20, polyclonal
Dako,Glostrup, Danemark), enfin 30 minutes avec un anti-
corps tertiaire porc anti-lapin également marqué a la per-

oxydase (1/20, polyclonal Dako,Glostrup, Danemark). La
réaction immunologique a été révélée par le chromogene
diaminobenzidine 3-3 (Sigma, Saint Louis, Missouri). Les
lames ont été contre-colorées par I’hématoxilline de Harris.
Les cellules marquées positives étaient ainsi colorées en
marron. Un contr6le négatif a été effectué en omettant I’in-
cubation avec I’anticorps primaire. Des lames de parenchy-
me testiculaire normal ont été, par ailleurs, utilisées comme
témoins.

ITI1. RESULTATS

L’ échographie pré-opératoire retrouvait un volume testicu-
laire moyen de 36 ml.

Sur le plan biologique, les dosages hormonaux indiquaient
des valeurs normales de Testostérone totale a 661 ng/
100ml (N :300-1200), et de LH 4 2 UI/L (N :1-8). La FSH
était inférieure a la normale a4 0.4 UI/L (N :1,2-11). La
recherche d’Anticorps anti-spermatozoides (ACAS)
sériques était négative.

La lecture en microscopie optique a permis de visualiser un
tissu interstitiel congestif, parfois cedématié, comportant
des 1ilots leydigiens en nombre normal. Les tubes sémini-
féres avaient pour la plupart un diameétre satisfaisant (dia-
metre moyen 265um; extrémes: 253-288um), et 10% seule-
ment étaient atrophiques et scléro-hyalins (Figure 1). Les
cellules de Sertoli étaient en nombre normal. Les tubes
comportant une lumiére contenaient une lignée germinale
de densité et de maturation subnormales aboutissant a la
production d’assez nombreuses formes allongées, sperma-
tides et spermatozoides qui s’éliminaient dans une lumiére
sous forme libre ou nécrobiotique (Figure 2). La membrane
péritubulaire était subnormale ou le siege d’un épaississe-
ment fibreux trés discret. Les biopsies testiculaires furent
classées T2-M1-10 selon la classification de Valette [27].

En immunohistochimie, on notait une hyper expression de
la protéine FMRp au sein du cytoplasme des cellules de
Sertoli et des cellules de Leydig. 11 existait une expression
cytoplasmique avec renforcement membranaire au sein des
cellules germinales jusqu’au stade de spermatide. Les
lames témoins comparatives donnaient des résultats super-
posables (Figure 3).

IV. DISCUSSION

Aucune des hypothéses sur ’origine de la macroorchidie
n’est unanimement admise. Elle peut étre présente en
dehors de toute anomalie génétique [17] et dans une autre
affection liée a I’X sans mutation du géne FMR1 [14]. Chez
le garcon atteint d’X fragile, le volume testiculaire est
significativement plus important que chez les gargons non
atteints des I’4ge de 3 ans, mais le macroorchidisme vrai
(22 fois la normale) se développerait habituellement entre 6
et 8 ans [13]. En fait, cette anomalie a été rapportée dés
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Figure 1 : Préparation histologique (Hemalun-Phloxine-Safran;
grossissement original x40) mettant en évidence un cedéme inter-
stitiel et une congestion vasculaire. Les tubes séminiféres ont un
diametre régulier.

A
e
Figure 2: Préparation histologique (Hemalun- Phloxine- Safran;
grossissement original x10) montrant un épaississement discret et
inconstant de la membrane péri-tubulaire. La spermatogenése

aboutit a la formation d’assez nombreux spermatides et spermato-
zoides.
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Figure 3: Préparation histologique (Immunomarquage a Uaide de
Vanticorps antiFMRp). L’expression de la protéine FMRp par les
cellules germinales (fléeches) et les cellules de Sertoli (tétes de
fleches

I’4ge de 5 mois [5]. Il est donc probable que la rareté des
observations de macroorchidisme chez le trés jeune enfant
est liée a I’absence de mesure systématique. Le parenchy-
me testiculaire ne présente aucune anomalie échographique
[9]. Le macroorchidisme n’est pas 1ié a un trouble hormo-
nal hypothalamo-hypophyso-gonadique [20]. Turner en
1975 [26], relayé par d’autres auteurs [3, 4, 11], a décrit une
hyperplasie du tissu interstitiel et des cellules de Leydig
ainsi qu’un épaississement de la membrane basale péritu-
bulaire. Dans des modeles animaux, une prolifération anor-
male des cellules de Sertoli, limitée a la période embryon-
naire et la période néonatale, a été rapportée indépendam-
ment de toute anomalie du signal de transduction de la FSH
[12]. En microscopie électronique, on a observé un oedéme
interstitiel avec une augmentation du diamétre externe et de
la longueur des tubes séminiféres au détriment du diameétre
luminal [17, 20]. Une hyperplasie des cellules de Sertoli,
qui étaient en nombre normal mais présentaient parfois des
anomalies a type de cytoplasme granuleux et de noyau d’as-
pect immature, a été rapportée [11, 20]. L’ augmentation de
longueur et de diamétre des tubules expliquerait 1’augmen-
tation de volume testiculaire.

Dans notre observation, les mesures du diameétre tubulaire
donnent effectivement des résultats supérieurs aux valeurs
habituellement admises de 200 = 20 um [20], permettant
d’expliquer en partie la macroorchidie. Par contre, comme
d’autres auteurs 1’ont déja noté [17, 20], I’cedéme intersti-
tiel était trop discret pour jouer un rdle significatif. Certains
ont émis I’hypothese d’une sensibilité exacerbée des tubes
séminiferes a la FSH [17]. Dans notre observation les taux
de FSH étaient anormalement bas, mais dans la littérature
ils apparaissent normaux [3] et Nistal a méme rapporté une
augmentation modérée de la FSH [20]. Nous n’avons pas
observé d’augmentation du nombre de cellules de Sertoli
comme cela a été décrit chez la souris dont le géne FMR1 a
été inactivé [12].

La spermatogencse des patients atteints du syndrome de
1 X fragile est décrite soit comme normale [3, 4, 26, notre
observation], tant6t incompléte, réduite & la présence de
spermatogonies, spermatocytes et de rares spermatides
[20]. Pour d’autres, la spermatogenése initiale serait nor-
male, mais laisserait apparaitre des Iésions tardives au
niveau des spermatides [11, 13, 24]. Ces lésions germinales
et les 1ésions histologiques décrites présenteraient des simi-
litudes avec celles observées chez les vasectomisés [11],
permettant aux auteurs de soulever les hypothéses d’une
hyper-pression par obstacle péritubulaire lié a 1’cedéme
interstitiel et/ou de la présence d’anticorps anti-spermato-
zoides. La discrétion de 1’cedéme et la négativité des
recherches d’anticorps dans notre observation ne vont pas
dans ce sens. Le role de FMRP, qui est localisée dans le
cytoplasme [7], n’est pas encore élucidé. Reyniers la consi-
dérait comme indispensable & la survie des gameétes [23],
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hypothese réfutée par Bakker qui n’observait pas d’anoma-
lie sur un modele expérimental [2]. Bachner, aprés une
étude en immunomarquage montrant une hyperexpression
de FMRP au sein des spermatogonies de feetus de souris,
déclinant rapidement a 1’age adulte, supposait que celle-ci
était utile a la multiplication des cellules germinales [1].
Dans les épithéliums, 1’expression de la FMRP est effecti-
vement plus élevée dans les couches en division [10].
L’expression du géne FMR1 semblerait plus marquée dans
la période foetale et infantile, assez ubiquitaire avec une
transcription plus importante dans le cerveau, le cervelet et
le testicule [9,14]. En fait, deux protéines homologues a la
FMRP ont été décrites: FXR1 et FXR2. Ces protéines
auraient des interactions entre elles et avec FMRP [24].
L’expression de ces trois protéines dans le testicule feetal et
adulte suggére des fonctions indépendantes pour chacune
d’entre elles durant le développement embryonnaire et la
vie adulte [25]. A I’4ge adulte, FMRP n’existerait, au sein
du testicule, que dans les spermatogonies [7]. Chez notre
patient, la spermatogénese est normale et les immunomar-
guages ne montrent aucune carence en FMRP dans les cel-
lules testiculaires jusqu‘aux spermatides. Des observations
de transmission familiale dans la population male semblent
également indiquer que la FMRP n’est pas indispensable a
la spermatogenése [19]. On sait que I’expansion de triplets
n’est pas identique d’un patient a 1’autre et, chez un méme
patient, d’un tissu a l'autre et a l’intérieur méme d’un
unique tissu [6]. Il est donc probable, par analogie avec des
mosaiques humaines ol le degré de méthylation de I’ADN
est variable, que I’anomalie du géne FMRI1 présente des
degrés autorisant une certaine transcription marquée par des
atteintes moins séveéres et, pour certains patients, une sper-
matogenése compatible avec une descendance. L’ opinion
communément admise est que le sperme des patients por-
teurs d’un X fragile ne serait porteur que de la prémutation
[1, 8, 22]. La transmission a la descendance ne pourrait
alors se faire que sous forme de prémutation répondant a
deux hypothéses compatibles avec 1’expression de FMR1
dans les cellules germinales souches [1]:

Les spermatogonies porteuses de la mutation compléte ne
pourraient atteindre le stade de la méiose (théorie de la sélec-
tion).

Le passage de la prémutation allélique a la mutation comple-
te ne s’effectuerait qu’aprés individualisation de la lignée
germinale et serait limitée aux cellules somatiques (théorie
de la restriction). Reyniers évoque ainsi la possibilité d’une
expansion post-zygotic de la séquence de triplets. En fait, la
mise en évidence de 1’expansion de triplets évoquant la muta-
tion compléte dans des ovocytes de foetus et la mutation
incompléte dans des testicules feetaux rend cette hypothése
moins probable [16].
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V. CONCLUSION

Le macroorchidisme observé dans le syndrome de I’X
fragile ne parait pas expliqué par I’edéme interstitiel,
mais plutdt par Paugmentation du diameétre et de Ia lon-
gueur des tubes séminiféres. L’origine de cette anomalie
reste inconnue.

Nos constations confirment que la spermatogenese de
tels patients peut-étre quasi-normale. L’existence d’ob-
servations d’individus stériles renforce la théorie de Ia
sélection et de la probabilité d’une expression hétéroge-
ne de Panomalie du gene FMRI1.
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ABSTRACT

Macroorchidism and spermatogenesis in fragile X
syndrome

A. PAGES, A. GENTIL-PERRET, R. LEVY,
C. ARMAND, J. TOSTAIN

Fragile X syndrome is associated with expansion of
a repeated triple CGG sequence in the 5 region of
the FMR-1 gene, resulting in absence of production
of FMRp protein due to blocking of the FMR1 trans-
cription gene. The authors report a hormonal, histo-
logical, and immunohistochemical study of one
case, focusing on the origin of macroorchidism and
the variability of testicular functions in these
patients. '

Our observations confirm the existence of interstitial
tissue hyperplasia, thickening of the peritubular
basal membrane and an increased external diameter
of the seminiferous tubes with no morphological
anomalies in the Leydig or Sertoli cells.

Spermatogenesis in fragile X Syndrome patients has
been extensively studied: it may be normal, incom-
plete or patients may present impaired spermatoge-
nesis in the late stages. These later lesions, which
are associated with interstitial oedema, resemble the
lesions observed after vasectomy, suggesting the
role of raised peritubular pressure and anti-sperm
antibodies. In our study, no antibodies were detected
in the serum and oedema was minimal, which tends
to discredit this theory.

The role of the FRMp protein in spermatogenesis
remains controversial. immunolabelling on slides
prepared from testicular biopsies confirms that a
complete form of mutation is not seen in the germ
cells. Although the FMRp protein might be necessa-
ry for survival of germ cells, its persistent expres-
sion in the testis could explain preservation of sper-
matogenesis in some patients. Our results are
consistent with the hypothesis that the varying
degrees of impaired spermatogenesis could be rela-
ted to the number of germ cells not affected by the
complete mutation. However, additional data are
necessary to fully understand the variability of sper-
matogenesis and the pathophysiology of macroor-
chidism observed in patients with fragile X syndro-
me.
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