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Introduction

L'hypospadias est la deuxieme anomalie congénitale la plus fréquente chez les nouveau-nés de
sexe masculin (Rubben, 2015). Défini comme une ouverture urétrale atypique n'importe ou le
long de la tige du pénis, du scrotum ou du périnée, I'nypospadias est souvent associé a un
prépuce et & une corde déficiente (Stokowski, 2004). Cette anomalie du systéme geénito-
urinaire masculin survient lorsque les plis embryologiques de l'uretre ne fusionnent pas
complétement entre la 7™ et la 14°™ semaine de gestation (Society for Maternal-Fetal
Medicine (SMFM, 2021).

Il existe différents types d'hypospadias en fonction de la localisation de l'orifice urétral. Plus
I'orifice urétral est éloigné du gland du pénis, plus I'nypospadias est grave. C'est ainsi qu'ils se

distinguent: postérieur, moyen et antérieur (Van der Horst et al., 2017).

Les causes suspectées de I’hypospadias sont les anomalies de la différenciation sexuelle, il
peut s'agir d'une sécrétion insuffisante de testostérone, d'une conversion insuffisante en
dihydrotestostérone (DHT) ou d'une insensibilité partielle aux androgenes. Les causes sont le
plus souvent multifactorielles (des facteurs environnementaux et génétiques) (ENG, 2017).
Dans la plupart des cas, la cause de chaque individu reste cependant inconnue. Il existe une
hétérogéneité étiologique qui peut étre le résultat de différents processus embryonnaires a

différents moments du développement (Ortqvist, 2016).

Les facteurs génétiques jouent un réle crucial dans I'apparition de ce défaut de développement
précoce, tant dans les formes isolées (non syndromiques) que syndromiques. Des mutations
dans les genes affectant le développement du pénis et ceux impliqués dans la détermination de
la gonade male et dans la biosynthése ou I'action cellulaire des androgénes ont été identifiées

dans diverses formes d'hypospadias (Kalfa et al., 2009).

La 5,10-méthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR) est I'une des principales enzymes
régulatrices du métabolisme de I’homocystéine (Hcy) (Klerk et al., 2002). Cette enzyme
catalyse la  réduction irréversible du 5,10-méthylénetétrahydrofolate en  5-
méthyltétrahydrofolate qui agit comme donneur de méthyle pour la synthese de méthionine a
partir de I'nomocystéine (reméthylation). Toute perturbation métabolique de I'une de ces deux
voies entraine une hyperhomocystéinémie (Hhcy) qui pourrait étre un facteur de risque

quantitatif et indépendant pour la survenue de plusieurs pathologies (Djaara, 2019).



Introduction

Notre travail de recherche comporte une étude descriptive rétrospective et une étude

moléculaire de type cas-témoins, il a pour principaux objectifs :

- Pactualisation des données de littérature, notamment en ce qui concerne la
génétique de I'hypospadias et son étiologie.
- P’exploration des facteurs de risque de cette anomalie congénitale a travers 1’¢tude

rétrospective des cas opérés et non opérés d’hypospadias dans 1’Est algérien.

- la recherche d’une éventuelle association entre le variant C677T du gene MTHFR

et le risque de I'nypospadias chez les patients hypospades.
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Chapitre 1 Embryologie et anatomie

1. Généralités

L'appareil génital se met en place lors du développement embryonnaire, ce phénomene est
sous le contrdle de plusieurs genes et hormones, en relation avec les chromosomes sexuels
présents (Lasfer, 2022).

Par ordre chronologique, apparaissent les gonades puis les voies génitales interne et externe.
Pour chacune de ces structures, il existe un stade indifférencié dans lequel les structures sont
identiques pour les deux sexes, suivi d’un stade de différenciation dans le sens féminin ou
masculin. Ce n’est que lorsque la gonade est différenciée en testicule ou en ovaire, que débute
la différenciation des voies génitales et du sinus uro-génital.

Le développement de ’appareil reproducteur masculin s’étend de la fin de la 3™ semaine a la
14%™ semaine de la vie utérine (Ouali, 2021).

Ce développement est un phénomene fragile, dont 1’altération est source de malformations,
allant de I’hypospade le plus simple jusqu’a la malformation génitale complexe au sexe

incertain a la naissance (Kalfa et al., 2015).

2. Appareil génital indifférencié

2.1. Gonade indifférenciée

Cette gonade est formée de deux populations de cellules d'origine embryonnaire différente:

- les cellules somatiques qui proviennent de I'épithélium ceelomique et qui vont entourer les
cellules germinales.

- les cellules germinales qui apparaissent dans le mésenchyme extra-embryonnaire autour du
diverticule allantoide vers la 3eme semaine du développement. A la 5°™ semaine, les cellules
germinales migrent a lintérieur de I'embryon le long du mésentere dorsal de [lintestin
postérieur, leur arrivée dans le territoire des futures gonades (prés de la 10°™ vertébre
thoracique) induit la prolifération des cellules du mésonéphros et de I'épithélium cceelomique
adjacent formant une paire de créte génitale au co6té médial du mésonéphros en formation. Au
cours de 6°™ semaine, les cellules du mésonéphros et de I'épithélium coelomique envahissent
le mésenchyme de la région des gonades présomptives pour former les cordons sexuels
primitifs qui entourent compléetement les cellules germinales.

La créte génitale contenant les cordons sexuels primitifs est ainsi constituée d'une région

corticale et d'une région médullaire (Bouanani et al., 2018) .
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2.2. \oies génitales indifférenciées

Jusqu'a la 7¢™ semaine, les voies génitales sont représentées par deux canaux pairs, présents
dans les deux sexes:

- les canaux de Wolff : les canaux mésonéphrotiques de Wolff sont des canaux qui drainent
les vésicules mésonéphrotiques vers le sinus urogénital (Bouanani et al., 2018) .

- les canaux de Muiiller aussi nommeés canaux para-mésonéphrotiques sont issus d'une
invagination de I'épithélium ccelomique. lls se situent dans leur portion céphalique entre le
mésonéphros et la paroi latérale de I'embryon. Dans la partie caudale de leur trajet, ils croisent
les canaux de Wolff et se rejoignent sur la ligne médiane. Les extrémités accolées des deux
canaux de Muller prennent contact ensemble avec la paroi postérieure du sinus uro-génital
primitif sur la ligne médiane au niveau de I'abouchement des canaux de Wolff (Cormier &
Valeri, 2021).

2.3. Organes génitaux externes indifférenciés
Au niveau des organes génitaux externes, prennent place les mémes séquences évolutives de la

différenciation sexuelle (Figure 1).

Stade indifférencie
> E Phallus prirmitif
Membrane urogéenitale ( ) 3 } —_— Tubercule labioscrotal
“li - Pli urogénital
Membrane anale
~

'\ » \

9" semaine

Organes géenitaux extemes Stade Organes génitaux externmes
de 'homme difféerencie de la femme

Figure 1: Développement des organes génitaux externes masculins et féminins (Dauendorffer
& Ly, 2021).
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Lors de la 5°™ semaine, I'embryon indifférencié présente sur la face ventrale inférieure de
I'abdomen une éminence génitale qui comprend, en avant, un tubercule génital, futur gland ou
clitoris et, latéralement, le gonflement labioscrotal qui entoure le sinus urogénital, invagination
ectodermique qui deviendra l'urétre terminal. Dans la partie postérieure du sinus urogénital
apparait le septum urogénital ou périnée primitif séparant le compartiment anal, digestif,
postérieur, du compartiment génital antérieur que représentera la verge ou le vagin.

Vers la 7°™ semaine, s'amorce la différenciation male ou femelle. Chez le male, le tubercule
génital prend des allures de verge ou phallus, l'invagination urétrale se ferme sur le raphé
périnéal médian, les plis labioscrotaux latéraux forment les bourses et s'intégrent dans les
sillons génito-cruraux ( Idelman & Verdetti, 2020).

- Le sinus uro-génital primitif se prolonge vers le haut avec l'allantoide. 11 est limité en bas par
la membrane uro-génitale.

- La résorption de la membrane urogénitale a la 7¢™ semaine met en communication le sinus
uro-geénital avec I'extérieur.

L'aspect morphologique des organes génitaux externes est similaire dans les deux sexes

jusqu'a la 12°™ semaine (Bouanani et al., 2018).

3. Appareil génital differencié

Le stade différencié se déroule entre la huitieme et la douzieme semaine de développement.
L'allongement du tubercule génital signe le début de la différenciation des organes masculins.
Sous l'action de la DHT, le tubercule génital s'allonge pour devenir le gland et le corps du
pénis et les bourrelets génitaux se soudent sur la ligne médiane pour former le scrotum. Durant
la croissance du peénis, l'urétre pénien formant un tube s'établit par soudure sous le pénis de la
gouttiere urétrale. Au fond de celle-ci se trouve la lame urétrale constituée de tissu
endoblastique formée a partir de la membrane urogénitale par étirement vers I'avant des replis
génitaux. Cet uretre s'entoure du corps spongieux, tissu mésenchymateux érectile, lui-méme
recouvert par deux corps caverneux complétant le corps érectile. De plus, on a un
prolongement de l'urétre qui se rapproche du gland qui sera l'uretre balanique. Il y aura une

ouverture du gland a son apex en une fente verticale (ENG, 2017).
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4.  Anatomie de la verge
La verge ou le pénis est I’organe de copulation et de miction chez ’homme, il est situé au-
dessus des bourses a la partie antérieure du périnée. Ces fonctions sont assurées grace au tissu

érectile et a I'urétre, il représente la partie terminale du tractus génital et urinaire.

4.1. Constitutions de la verge

Le pénis est constitué par trois corps érectiles : les deux corps caverneux (corpus cavernosum
pénis) et le corps spongieux (corpus spongiosium pénis) pénétré par l'urétre, entourés par
quatre enveloppes (Debbarh, 2009).

4.1.1. Organes érectiles
4.1.1.1. Corps caverneux : les corps caverneux restent unis par une lame fibreuse, le
septum du penis. lls s'étendent des branches ischiopubiennes jusqu'au gland. Ils se réunissent
au-dessous de la symphyse pubienne et cheminent « en canon a fusil » séparés par un septum
du pénis incomplet. Ils délimitent deux gouttieres par leur forme cylindrique :

- la gouttiére inférieure ou urétrale occupée par le corps spongieux et l'urétre.

- la gouttiére supérieure ou cheminent la veine dorsale profonde de la verge, les arteres

dorsales et les nerfs dorsaux (ENG, 2017).

4.1.1.2. Corps spongieux: encastré dans la gouttiere caverneuse inférieure, il engaine
l'uretre antérieur sur toute sa longueur. Son épaisseur n'est pas uniforme, elle est plus
importante sur la face inférieure de l'uretre particulierement au niveau de son extrémité
postérieure : le bulbe (N'djim, 2021). Son albuginée est moins résistante et ses aréoles
contiennent moins de fibres musculaires lisses. Il est separé des corps caverneux par le fascia
de Buck (Figure 2) (Dembéle, 2023).
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Veine dorsale
superficielle

Branche pénienne
de l'artére
pudentale externe
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Figure 2 : Coupe transversale du corps du pénis (Dauendorffer & Ly, 2021).

4.1.1.3. Enveloppes

Hormis le gland, les organes érectiles sont entourés de quatre enveloppes : le fascia penis ou
fascia de Buck, le fascia de Colles, le dartos pénien et la peau. De la superficie a la profondeur
ilya:

- La peau : ou fourreau pénien se replie sur elle-méme a son extrémité antérieure pour
former le prépuce. Elle recouvre le gland dans sa presque totalité

- Le dartos pénien : enveloppe musculaire, adhérant a la face profonde de la peau

- Le fascia de Colles : fait d'une couche cellulo-adipeuse pour le glissement.

- Le fascia pénis : ou fascia de Buck est une membrane fibro-élastique, tres résistante ;
elle engaine directement les corps caverneux et le corps spongieux auxquels elle
adhere (N'djim, 2021).

5. Anatomie de l'uretre

Du col vésical, I'urétre descend d’abord dans la partie antérieure du petit bassin ou il traverse
la prostate, puis perfore le plancher uro-génital ; il arrive dans le périnée superficiel, pénétre
dans le corps spongieux, puis se dirige en haut et en avant a travers la racine des bourses et
s’incurve pour suivre la face inférieure de la verge. Dans son trajet, 'urétre est successivement
intra et extra pubien, les deux segments étant délimités par 1’aponévrose moyenne du périnée

(Diarra, 2022). Deux parties peuvent étre distinguées :
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- L’urétre postérieur, situé au-dessus de I’aponévrose moyenne du périnée et
comprenant I'urétre prostatique et I'urétre membraneux oblique en bas et en avant
(Diarra, 2023).

- L’urétre antérieur Situé au-dessous de I’aponévrose moyenne et comprenant 1’urétre
périneo-bulbaire oblique en haut et en avant et I'urétre pénien qui n’est oblique en bas
et en avant lorsque la verge est en érection, vertical descendant lorsqu’elle est a 1’état
de flaccidité (Camara, 2020).

6. Vascularisation et innervation du pénis

6.1. Vascularisation

6.1.1. Artérielle

La vascularisation du pénis repose sur deux arteres peniennes, branches terminales des arteres
pudendales internes (ou artéres honteuses internes). Les arteres superficielles du pénis, issues

des artéres pudendales externes, vascularisent la peau du pénis (Dauendorffer & Ly, 2021).

6.1.2. \eineuse
Le drainage veineux est relativement complexe et se fait grace a 3 systemes :

- le systeme veineux superficiel qui correspond au territoire de 1’artére dorsale ;

- le systéme veineux profond qui s’intéresse seulement au drainage du sang des corps

caverneux ;

- le systeme vasculaire postérieur qui est assuré par les veines caverneuses.
Le retour veineux est assure par les veines superficielles provenant des enveloppes de la verge
qui se jettent dans la veine dorsale superficielle, et les veines profondes provenant des organes
érectiles qui se jettent dans la veine dorsale profonde (Ouali, 2021).
6.2. Innervation
Le pénis est innervé par le nerf dorsal du pénis, branche terminale du nerf pudendal, mais
aussi par des branches du nerf scrotal postérieur (Dauendorffer & Ly, 2021).
Et une innervation par le systéeme nerveux autonome sympathique (SNAS); L'état de flaccidité
ou d'érection du pénis est détermine par I'état de contraction ou de relachement des fibres
musculaires lisses (vasculaires et trabéculaires), véritable moteur de I'érection, sous le contréle
d'une part des neuromédiateurs du systeme nerveux autonome (SNA). L'innervation organo-
végeétative est donnée par les nerfs caverneux qui viennent du plexus hypogastrique (Dembélé,
2023).
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1. Définition

Le terme hypospadias a ses origines dans les racines grecques : "hypo" qui se traduit par sous
et "Spadon" qui se traduit par fissure ou cratére (Stein, 2012).

L’hypospadias est la deuxieme malformation génitale chez le garcon apres la cryptorchidie.
Elle correspond a une hypoplasie des tissus formant la face ventrale de la verge responsable
d'un abouchement ectopique de l'uretre. Cette anomalie congénitale résulte d'un défaut de
fusion des deux surfaces épithéliales de la gouttiére urétrale entre la 11°™ et la 18°™ semaine
de développement. Plus Il'arrét de ce processus est précoce, plus la forme est proximale et

sévére (Boudaoud et al., 2016).

2. Epidémiologie
L'hypospadias représente la 2°™ malformation congénitale la plus fréquente chez les nouveaux

nés de sexe masculin. L’incidence varie de 0,4 a 8,2 pour 1000 garcons vivants, soit un cas
pour 125 a 300 naissances, et a doublé au cours des dix dernieres années. Le taux atteint 1/80

en cas d’antécédent familial (Peycelon & Audry, 2012).

Il existe des variations de la prévalence des hypospadias en fonction de la localisation
géographique et de I’origine ethnique, allant de 2 a 43,2 cas pour 10 000 naissances (Bergman
et al .,2015 ; Boudaoud et al .,2016 ).

Les prévalences de cette malformation les plus élevéessont retrouvées en Amérique du Nord,
(34,2 /10 000 naissances), Australie (34/10 000 naissances), Israél (29/10 000 naissances) et en
Nouvelle-Zélande (24/10 000 naissances) et la plus faible en Asie, soit 6 pour 10 000
naissances (Boudaoud et al., 2016 ; Van der Host et al., 2017).

3. Classifications

Au cours du temps, beaucoup de classifications de I’hypospadias, prenant seulement en
compte la position du méat urétral, ont été proposées. Cependant, beaucoup d’urologues
pédiatres ont adopté une classification particuliére mise au point, il y a une trentaine d’années,
par un chirurgien du nom de Barcat. Cette classification, basée sur la prise en compte d’une
éventuelle association de chordée, considere que la classification des hypospadias ne peut se

réaliser qu’aprés un redressement chirurgical du pénis (Coulibaly, 2022).
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3.1. Selon la position du méat urétral
3.1.1. Hypospadias antérieur (70 % des cas)
- Glandulaire (meat situé sur la face inférieure du gland).
- Coronal (méat situé dans le sillon balanopénien) .
- Pénis antérieur (méat situé dans le tiers distal de la verge) (Sheldon & Duckett, 1987).

3.1.2. Hypospadias moyen (10 % des cas)
- Pénis moyen (méat situé au tiers moyen de la verge) (Sheldon & Duckett, 1987).

3.1.3. Hypospadias postérieur (20 % des cas)

Pénis postérieur (méat situé au tiers postérieur de la verge).
Pénoscrotal (méat situé a la base de la verge en avant du scrotum).

Scrotal (méat situé sur le scrotum ou entre les tuméfactions génitales).

- Périnéal (méat situé derriére le scrotum ou derriéere les tuméfactions génitales) (Sheldon
& Duckett, 1987) (Figure 3).

Batanique

_— Balano.preputial
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"zan<oz

MECTTIrR=2OY

Figure 3 : Localisations possibles du méat urétral hypospadique (Doumbia, 2014).
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3.2. Selon la classification de BARCAT
Cette classification tient compte de la position du méat urétral et de la courbure (coudure). Elle
décrit d'une part les hypospadias antérieur sans courbure :
- méat balanique
- balanopréputial ou pénien.
Et d’autre part les hypospadias avec courbure:
- hypospadias avec la face inférieure de la verge de longueur normale.
- hypospadias avec la face inférieur du pénis courte.

- hypospadias ceux situés en arriére de la jonction pénoscrotal (Debbarh, 2009).

Kaufmann |Schaefer Avellan Duckett | Hadidi Hadidi
1886 1950 1975 _ 1996 2004 2018
Grade | | Glanular Glanular e— Glanular Glanular| Glanular
.—’— Sub-coronal
e——— Distal penile | Distal Penile
Grade I Penile Penile ®— Mid shaft
@——— Proximal penile
Grade || :
Panifasl Perineal ®— Midscrotal  [Froximal
Perineal w/o Bulbl
Grade |V :
Perineal Perineal

Figure 4: Classification de I’hypospadias (Hadidi, 2022).

4.  Anatomie pathologique

4.1. Description des lésions anatomiques au cours de I’hypospadias

L’hypospade peut se définir comme une hypoplasie des tissus formant la face ventrale de la
verge (Coulibaly, 2022). 11 résulte d’un défaut de développement des tissus situés en aval de la

division du corps spongieux (Figure 5) (Boudaoud et al., 2016).

11
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Figure 5: Anatomie chirurgicale de I’hypospadias (Demede et al., 2008).

Trois anomalies sont classiquement associées aux hypospadias :

une ouverture ectopique du méat urétral sur la face ventrale de la verge pouvant se
situer sur toutes les zones de la verge, de la base a I’apex ;

le coude ventral de la verge visible a 1’¢tat flaccide ou en érection qui peut étre plus ou
moins marquée, et ;

une distribution anormale de la peau pénienne, avec une hypoplasie ventrale et un

exces de peau sur la face dorsale de la verge (Peycelon, 2019).

Un pénis dit hypospade se caractérise par les malformations suivantes :

une courbure qui releve de la présence du tissu fibreux en aval du méat génant un
redressement complet de la verge. La division du corps spongieux en deux piliers, et
I’adhérence de la gouttiere urétrale a la face ventrale du corps caverneux représentent
deux autres facteurs de la courbure.

une bifidité scrotale, souvent associée a un probléme d’ambigiiité sexuelle.

une torsion dupénis avec rotation de 90°.

une transposition scrotale, c'est-a-dire une insertion du scrotum autour de la verge et
non sous la verge.

une absence du frein du gland.

des anomalies de la taille de la verge ont enfin été décrites. En effet celle-ci varie en

fonction de 1’age de I’enfant (courbe de Schonefeld). On parle de micro-pénis lorsque

12
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la longueur est inférieure @ moins de 2 déviations standards ou lorsqu’elle est
inférieure a moins 2,5cm a la naissance (Coulibaly, 2022).
L'hypospadias multi opérés (hypospadias «cripple ») : ils se présentent sous des formes tres
variables. On peut observer de maniere plus ou moins intriquée la présence de tissu cicatriciel
d'une déhiscence plus ou moins importante de l'uretre, des fistules, des sténoses urétrales ou la

persistance d'une coudure (Doumbia, 2014).

5. Anomalies associées

5.1. Anomalies génitales

5.1.1. Cryptorchidie :est une anomalie de la migration testiculaire. Elle se définit comme
étant un testicule situé en dehors du scrotum en un point quelcongue de son trajet normal de
migration (Bouya et al., 2012) .

La cryptorchidie et 1’hypospadias sont associées dans une portion de 9% (Doumbia, 2014),
celle-ci impose un caryotype et un bilan endocrinien dés la période néonatale pour ne pas

méconnaitre une ambiguité sexuelle (Bouanani et al., 2018).

5.1.2. Hernie inguinale :est plus fréquente que dans une population normale, chez
I’hypospade, se rencontre selon une fréquence entre 10 a 16% (Bouanani et al.,2018) .Chez
I’adolescent, souvent une hernie inguinale est révélatrice de varicocele ou la découverte d’une
asymeétrie de taille ou de volume des testicules (Diarra, 2023).

L’hernie inguinale non compliquée est le plus fréquente chez le garcon, parfois, il peut s'agir
d'une hernie volumineuse inguino-scrotale descendant dans la bourse et extériorisée en
permanence, Il faut toujours vérifier la position du testicule et rechercher une hernie
controlatérale.

L’hernie étranglée peut également entrainer une souffrance testiculaire par compression du

pédicule chez le garcon (Goita, 2023).

5.2. Anomalies urinaires
L'incidence d'anomalie significative du haut appareil urinaire est rare (méga uretere obstructif,
hydronéphrose par maladie de jonction, reflux veésico-rénaux, duplication urétérale...)

(Debbarh, 2009). Mais touche cependant 3 a 6% des patients présentant un hypospadias
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contre 2% pour la population "générale”. Cela va justifier I'échographie rénale des la période

néonatale.

5.3. Anomalies chromosomiques

Il semble avoir une corrélation positive entre la sévérité de I’hypospadias et les anomalies
chromosomiques d'autant plus qu'il existe une cryptorchidie.

La fréquence des anomalies chromosomiques est de 5,6% sur I'ensemble des hypospadias, le
chiffre s'éleve a 22% en cas de cryptorchidie associé (Bouanani et al., 2018) .

Ces anomalies peuvent étre gonosomiques, incluant le syndrome de Klinefelter 47 XXY, 48
XXXY et diverses mosaiques : 45 X/46 XY (qui est relativement fréquent associée aux
dysgénésies gonadiques), ou autosomiques souvent dans le cadre d’hypospadias syndromiques
(Coulibaly, 2022).

5.4. Hypospadias syndromique

On dénombre environ 200 syndromesdifférentsqui peuvent étre liés a un hypospadias.C’est le
cas par exemple du syndrome « Smith-Lemli-Opitz » dans lequel on retrouve un hypospadias
associé dans 70% des cas a un retard mental, une microcephalie, des malformations du visage

et de deuxieme et troisieme orteils (syndactylie) (ENG, 2017).

6. Etiologie
Les causes suspectées de I’hypospadias sont le plus souvent multifactorielles (factures
endocriniens, génetique, environnementaux...), et dans la plupart des cas, la cause de chaque

individu reste cependant inconnue (ENG, 2017).

6.1. Facteurs de risque maternel

6.1.1. Age maternelle

Le risque d'hypospadias augmente chez les meres en age de procréer extréme, c'est-a-dire
agées de moins de 20 ans et de plus de 40 ans. Il est probable que les perturbations hormonales
a ces ages jouent un réle dans la mesure ou les femmes en age de procréer précoce et tardif
sont plus susceptibles de subir de telles perturbations. On pense également qu'entre 20 et 40
ans, les controles naturels sont plus robustes et éliminent normalement les feetus présentant des
malformations congénitales ; les meres de ce groupe ont donc moins de risques d'avoir des

garcons atteints d'hypospadias. L'augmentation de l'age est également associée a d'autres
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facteurs qui augmentent le risque d'hypospadias, tels que l'augmentation du nombre de

naissances et les traitements de fertilité (Bhat, 2022).

6.1.2.  Age de naissance

Naissance prématurée, nouveau-nés petits pour I'age gestationnel qui sont inférieurs au 10e
percentile pour le poids, la longueur et/ou la circonférence de la téte, et le retard de croissance
intra-utérin sont des facteurs de risque.Tous ces facteurs ont été associés a un risque accru

d'avoir un bébé atteint d'hypospadias (Halaseh et al., 2022).

6.1.3. Déeficience placentaire

L’insuffisance placentaire et le retard de croissance intra-utérin prédisposent également a
I'nypospadias. La gonadotrophine chorionique humaine (hCG) produite par le placenta au
début de la gestation est essentielle au maintien de la grossesse. La production d’hormones par
I'nypophyse étant minimale au début de la grossesse, les hormones placentaires comme la hCG
sont vitales pour le développement génital et I'insuffisance placentaire provoque de multiples

aberrations de croissance, notamment I'hypospadias et le retard de croissance (Bhat, 2022).

6.1.4. Autres facteurs de risque

Si un diabete préexiste a la grossesse, un risque de malformations tel que I'hypospadias a eté
reconnu comme plus important (ENG, 2017).

Le tabagisme maternel, le diabete sucre, I'hypertension induite par la grossesse et la
prééclampsie sont egalement associés a I'hypospadias en raison de leur effet sur la fonction
placentaire et de divers autres effets sur le feetus en développement.

Un état hypoandrogénique ainsi qu'un état hypercestrogénique peuvent entrainer un
hypospadias (Bhat, 2022).

L'infection virale au cours de la grossesse semble étre un facteur de risque(Bouanani et al.,
2018).

6.2. Facteurs de risque environnementaux

L'exposition maternelle a différents produits chimiques peut induire une malformation du
pénis. Les produits chimiques les plus incriminés dans ce procédé sont le bisphénol, les
solvants inorganiques, les composés alkylphénoliques, les phtalates, les benzophénones, les
parabenes, les siloxanes, les pesticides ou herbicides, le diéthylstilbestrol, le cadmium, le

DDT, vinclozoline (fongicide), solvants pétroliers et SO2 (Gozar et al., 2023).
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Les pilules contraceptives orales, les pesticides, les agents détergents, les composés utilisés
dans la fabrication des plastiques et certains médicaments ont été impliqués dans la cause de
I'nypospadias. La plupart de ces agents n'ont qu'une faible activité oestrogénique et sont
généralement présents a de faibles concentrations; Cependant, méme de faibles concentrations
de ces agents peuvent interférer avec la biosynthése des androgenes et bloquer I'expression des
récepteurs aux androgénes. Ainsi, le réle de ces agents environnementaux dans la causalité de
I'nypospadias peut étre medié par la perturbation des voies androgénes plutdt que par un effet

hormonal cestrogénique direct sur le feetus (Ravikumar, 2020).

6.3. Facteurs de risquegénétique

Le plus souvent chez des patients atteints, avoir un parent proche souffrant d’hypospadias est
le principal facteur de risque et le risque de récidive augmente avec la séverité de l'urétre
prolapsus.

Des mutations dans les genes candidats ont eté trouvées dans la population atteinte
d'hypospadias, méme si la plupart des mutations n'ont été decrites qu'une seule fois et restent
fonction des mutations inconnue dans la plupart des cas. La majorité des mutations identifiées
se trouvent chez des individus avec plus d’hypospadias proximaux indiquant que I'hypospadias

proximal est monogénique ou polygénique et I'nypospadias distal est plutdt multifactoriel.

Les génes candidats évidents pour I'hypospadias sont ceux impliqués dans le développement
des organes genitaux externes masculins, et des mutations ont été trouvees dans plus de 60

genes impliqués dans le développement génital (Ortqvist, 2016 ; Acimi, 2019).

6.4. Facteur de risque héréditaire

L'agrégation familiale apparait dans I'hypospadias dans 7% des cas parents affectés au
premier, deuxieme ou troisieme degré.

La survenue familiale semble plus fréquente pour les formes antérieures et moyennes que pour
les types postérieurs. La probabilité qu'un frere d'un gargon atteint ait un hypospadias est de 9
al7 %.

Les hypospadias sont également transmis par les c6tés maternel et paternel de la famille, avec
une héritabilité estimée de 57 a 77%. Dans seulement 30% des hypospadias est une cause
génétique claire trouvée. Les hypospadias ont été décrits dans plus de 200 syndromes. Les

deux plus connus sont la tumeur de Wilms, aniridie, malformations génito-urinaires et retard
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mental (WAGR) et le syndrome de Denys-Drash (malformations génito-urinaires et

susceptibilité a la tumeur de Wilms) (Van der Horst et al., 2017).

6.5. Facteurs de risque endocriniens

Il a été démontré que le développement des organes génitaux externes est fondamentalement
influencé par I'équilibre hormonal. Les agents environnementaux susceptibles de perturber cet
équilibre sont connus sous le nom de perturbateurs endocriniens (Botta et al., 2014).

Les cestrogénes et les anti-androgénes exogenes peuvent avoir un impact négatif sur le
développement génital externe chez I'homme, entrainant un hypospadias. Les cestrogénes
exogenes et les perturbateurs endocriniens (EDC) cestrogéniques sont parmi les produits
chimiques les plus répandus dans notre environnement, sont des agents potentiels responsables
de I'hypospadias. Les produits chimiques cestrogéniques et ceux qui antagonisent le récepteur
des androgénes ou inhibent la stéroidogenése des testicules feetaux, réduisent la production de
testostérone et/ou son action pour provoquer des malformations de I'appareil reproducteur
masculin, y compris I'hypospadias. Cependant, des récepteurs d'cestrogénes sont également
présents dans le pénis et des cultures de pénis isolées ont démontré que les cestrogénes et les
perturbateurs endocriniens cestrogéniques peuvent les activer directement pour provoquer un
hypospadias, indépendamment des sorties hormonales altérées des gonades. Ainsi, le pénis
semble également étre une cible directe des perturbateurs endocriniens (EDC) dans le

développement de I'nypospadias (Mattiske & Pask, 2021).

7. Conséquences de I’hypospadias

7.1. Conséquences génitales : I’acte sexuel difficile dans les formes sévéres en raison de
I’importance de la coudure ou de la taille du pénis (micro pénis). La spermatogenése peut tre
perturbée chez certains sujets a cause des désordres hormonaux ou génétiques qu’on retrouve
dans I’hypospadias ; et I’infertilité car I’¢jaculation se fait hors du vagin dans les formes

postérieures séveres (Doumbia, 2014).

7.2. Conséquences psychologiques et comportementales : vers 3 ans, I’enfant prend par
lui-méme conscience de sa différence ; avantqu’elle devient éventuellement sujet de moquerie

de la part de sescamarades de classe notamment s’il doit uriner assis (Debbarh, 2009).

7.3. Conséquences urinaires: dans I'nypospadias, l'uretre peut provoquer des

éclaboussements, et I'enfant urine comme une fille en position assit (Bouanani et al., 2018).
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Chapitre 3 Génétique moléculaire de ’hypospadias

La différenciation génitale est principalement influencée par le patrimoine génétique, avecdes
génes contribuant au développement du tubercule génital, a la déterminationgonadique, a la
synthése des stéroides gonadiques (testostérone et dihydrotestostérone:DHT) et a la sensibilité
a ces hormones. Un défaut génétique est généralement détecté seulement chez un petit nombre
de patients (Kalfa et al., 2019).

L’hypospadias familial, définie par I’atteinte d’un ou plusieurs membres des premiers,
deuxiemes ou troisiemes degrés, est observée dans environ 10 % des cas.

Le risque de récurrence chez un jumeau masculin d’un patient atteint est d’environ 15 %, alors
que I’incidence chez le pére d’un malade est de 7%.

Le risque de récurrence dépend de la sévérité de I’hypospadias, les formes postérieures ayant
le risque le plus éleve de récidives.

Des analyses de ségrégations géniques ont suggéré que la survenue d’un hypospadias était
monogénique dans un petit nombre de cas, et multifactorielle dans la majorité des familles
(Kalfa et al., 2009).

1.  Genes de déeveloppement des tubercules génitaux

Les étapes du développement de I’appareil génital subissent une régulation génétique
ethormonale. La formation du tubercule génital implique plusieurs génes. Chez I’homme, les
genesFGF8 ou encore FGFR2, BMP4, BMP7, HOXA4 et HOXB6, qui sont impliqués dans
laformation du tubercule génital, comportent des polymorphismes (SNPs) ayant été associes
ades cas d’hypospadias (Peycelon, 2019).

La perte de fonction de HOXA13 s’accompagne dune agénésie du tubercule génital, parcontre
I’inactivation du gene FGF10 est associee a un hypospadias. Chez [I’homme,
lespolymorphismes de FGF8, FGF10 et FGFR2 semblent augmenter le risque de survenue
decette malformation (Kalfaet al., 2009).

2. Aspects moléculaires de I’hypovirilisation

2.1. Dysgeneésie testiculaire

Des mutations dans les génes impliqués dans la formation et le développement destesticules
peuvent entrainer plusieurs anomalies sexuelles masculines, telles que 1’hypospadias, en
affectant la capacité des gonades a produire des hormones males tellesque la testostérone

pendant la période masculinisation (Bouty et al., 2016).
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Le géne SRY situé sur le Y est I'un des facteurs testiculaires indispensables au
développementde la gonade en testicule (Habran et al., 2021).

Bien que le SRY ne soit pas fréqguemment muté, Garcia et Miranda (2002) ont remarque
desanomalies des chromosomes sexuels et une variation subséquente de la dose du SRY
sonttrouvées chez 4 des 100 patients atteints d’hypospadias, mais aucune mutation du gene
SRY n’a été identifiée (George et al., 2015).

Des mutations hétérozygotes du géne WT1 (tumeur de Wilms 1) seraient liées aun hypospadias
sévére et a d’autres anomalies génitales. Des mutations dans le géne SF1sont signalées dans
des cas d’hypospadias isolés. SOX9, DMRT1 et GATA4 semblentégalement étre impliqués
avant la différenciation de la gonade en testicule et les altérationsgénétiques pourraient étre

corrélées avec le DSD masculin, y compris I’hypospadias sévere (Joodi et al., 2019).

2.2. Defauts de la biosynthése des androgenes

Le testicule feetal a la capacité de produire la testostérone par les cellules de Leydig.
Cettesécreétion est sous la dépendance dans les premiers stades du développement de hCG dont
I’action est mediée par le récepteur a la LH, présent a la surface des cellules de Leydig
(Tréemolliéres, 2013).

Les mutations du récepteur de la LH (hypoplasie des cellules de Leydig)sont associées a
I’hypospadias et au micropénis. La secrétion de testostérone estdramatiquement faible et
contraste avec lesvaleurs élevées de LH au début de la vie (Kalfa et al., 2009).

Le géne codant pour SRD5A2 (5-Alpha réductase) est particulierement intéressant car
cetteenzyme est exprimée pendant le développement des organes génitaux masculins,
elleconvertit la testostérone en un androgene plus puissant la DHT, qui induit la formation
desorganes génitaux externes. L’un de ces SNP (rs523349) provoque une substitution de
valineen leucine (V89L), ce qui entraine une diminution de I’activité enzymatique, tandis que
I’autre SNP (rs9282858) provoque un remplacement d’alanine en thréonine (A49T), ce
quientraine une augmentation de la fonction enzymatique (Joodiet al., 2019).

Le géne MAMLDL1 impliqué dans la sécrétion de testostérone a un moment critique du
développement génital.Des mutations de ces genes sont associées a des hypospadias isolésde

gravité variable (Peycelon, 2019).
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2.3. Reésistance aux androgénes

Le gene AR (AndrogenReceptor) a fait I’objet d’études approfondies. L’AR semble
s’exprimerdans le développement du pénis et de I’uretre. De rares mutations du géne codant
pour I’AR ont été observées chez des patients atteints d’hypospadias. Despolymorphismes de
I’AR ont été également constatés et augmentaient le risque d’hypospadias. Par exemple,
I’expansion d’une répétition de polyglutamines (CAG) dans I’extrémité N de I’AR diminue la
fonction detransactivation de I’AR, ce qui entraine une masculinisation insuffisante (George
etal., 2015).

3. Epigénétique de ’hypospadias

L’épigénétique est définie comme étant les facteurs et les processus moléculaires autour de
I’ADNqui régulent I’activite du génome. Les plus connus sont la méthylation de I’ADN, les
modifications des histones, de la structure de la chromatine et del’ARN non codant ainsi que
la méthylation de I’ARN (Kaefer et al., 2023).La méthylation de I’ADNest un mécanisme qui
pourrait réguler la transcription des genes dudéveloppement. Des groupes methyle sont ajoutés
aux di-nucléotides cytosine-guanine (CPG) dans les régions régulatrices du génome et peuvent
affecter la transcription de I’ADN sansaltérer sa variation de séquence. La méthylation
génomique est un état dynamique qui peutétre influencé par la variation de séquence sous-
jacente et altéré par les expositions environnementales (Richard et al., 2020).

Lépigenétique est également impliquée dans la reproduction chez I’homme et la formation du
pénis. Des altérations épigénétiques associées a I’étiologie de I’hypospadias ont été étudiées
(Kaefer et al., 2023). Parmi eux se trouve la méthylation de ’ADN du géne AR qui est
plusélevée dans les échantillons de prépuce de patients souffrant d’hypospadias que chez
lesenfants normaux.

Certaines expositions environnementales peuvent non seulement stimuler ’urétrehypospadias
chez I’individu exposé, mais également induire des modifications génétiques along terme qui
continuent d’augmenter le risque d’urétrite hypospadias pour les prochaines générations
(Bouty et al., 2016)(Figure 6) .
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Figure 6: Interaction entre génétique et environnement dans la construction des phénotypes.
G : génétique ; E : environnement (Coustham et al., 2022).

4. MTHFR et Hypospadias

La methylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR), une enzyme clé du cycle du folate,
catalyse la réduction du 5,10-méthylénetétrahydrofolate en 5-méthyltétrahydrofolate, un co-
substrat pour la reméthylation de I'nomocystéine en méthionine, et qui joue un réle important

dans le processus de synthese des protéines (Botto & Yang, 2000 ; Zhu et al., 2014).

4.1. Géne MTHFR

4.1.1. Structure et localisation

Le gene de la MTHFRhumain est localisé en 1p36.3 (Figure 7), et consiste environ en 17 kb,
dont 11 exons, couvrant 2,2 kb allant de 102 pb a 432 pb et 10 introns et code pour une
enzyme cytosolique ubiquitaire de 76,6 kDa. La taille des introns sont rangée de 250 a 1,5 kb,
avec une exception de 4,2 kb (Goyette et al., 1998). Néanmoins, des nouvelles études ont
révélé plus de 11 exons (Aneji et al., 2012).

Le promoteur du géne MTHFR ne posséde pas de boite (TATA), mais contient des flots (CpG)
et de multiples sites de liaison potentiels Spl. En effet, il existe plusieurs séquences consensus
pour les sites de liaison potentiels des facteurs de transcription, par exemple les SP1, AP1,
AP2, CAAT ou GC-boites (Djaara, 2019).
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Figure 7 : Localisation du gene MTHFR sur le chromosome 1 (Genetics Home Reference,
2017).

4.1.2 Transcription du MTHFR

La transcription du géne MTHFR produit trois transcrits différents (MTHFR 1, MTHFR 2 et
MTHFR 3), respectivement, de 2,8, 7,2 et 9,8 kb, qui difféerent dans leurs premiers exons. En
outre, le transcrit MTHFR 1 a été retrouvé dans deux variantes, qui ont été discriminées par
I'absence ou la présence de trois nucléotides, en raison de l'implication alternative de deux
signaux d'épissage consensus adjointes, sans affecter les séquences polypeptidiques deduites.
Chacun des trois transcrits majeur MTHFR 1, 2 et 3 avait un premier codon ATG individuel
codant éventuellement pour des polypeptides de 657, 698 et 680 résidus d'acides aminés,

respectivement (Figure 8) (Mohammedi, 2015).

r start (13) = stop (1983)
MTHFR 1 (exons) | Oa r 1 2-11
-59 -1 249 2196
r start (-111) r stop (1983)
MTHFR 2 (exons) Fiob l 1 2-11
-167 -1 249 2196
r start (-57) r stop (1983)
MTHFR 3 (exons) 1 | 2-11
-117 249 2196

Figure 8 : Les différents transcrits du gene MTHFR (Homberger et al., 2000).
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4.2. Protéine MTHFR
4.2.1. Structure et fonction de MTHFR
Chez I’homme, le produit du géne MTHFR est une protéine catalytique qui possede deux
isoformes (Leclerc & Rozen, 2007). L’un de poids moléculaire de 77 kDa etl’autre de 70 kDa
dont la plus petite a été découverte uniquement dans le foie d'adulte ainsi quedans le foie et les
reins feetaux. Cette enzyme a fait I’objet de nombreux travaux et elle est actuellement
démontrée qu’ellefonctionne sous forme d’un homodimeéreprésent dans le cytoplasme. Cette
protéine est composée de 656 acides aminés (Leclerc & Rozen, 2007) dont chacun des
monomeéres posséde deuxdomaines :
— le domaine catalytiqgue N-terminal (acides aminés, aa ~1356) - qui lie le méthyléne
THF, le NADPH (donneur d électron), et le FAD (cofacteur) ;
— le domaine de régulation C-terminal (aa~363 656), relies par une courte région de
liaison (linker) (aa 357 362) (Figure 9), le domaine catalytique semble étre suffisant
pour effectuer toute la réaction enzymatique (Froese et al., 2016).
Entre ces deux domaines se trouve une forte région hydrophobe avec une séquence d’acides

amineés LysArg-Arg-Glu-Glu constituant un site de clivage par la trypsine.

FAD binding site

NADPH binding site Surf,Orange)
’

(Surf,Red) Adomet binding site

(Surf, Green)

~ Conserved Domair
(VDW, Silver)

Tryptic Cleavage site
(VDW, Tan)

Residues involved in
Phosphorylation ook
(CPK, Red) o

Figure 9 : Un modeéle de la structure du MTHFR humain (Shahzad et al., 2013).
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La 5,10-MTHFR et comme cité précédemment catalyse la conversion du 5,10- CH2-FH4 en
5-CH3-FH4. Cette conversion est trés importante pour labiosynthése des nucléosides, la
méthylation de I’ADN, et ainsi le métabolisme de I’homocystéine (Figure 10) (Laouar&
Saada, 2016).

samMm e + Purines

: '
v v

¥ y ¥
[rmine ][]

Figure 10: Activité métaboliques de la MTHFR (Leclerc et Rozen, 2007).

L’activité de la MTHFR affecte ainsi la disponibilité du CH2THF, ce qui influence la synthése
de I’ARN et de ’ADN. Le CH3THF est requis pour la reméthylation de I’homocystéine (Hcy)
en méthionine (MET), qui intervient elle-méme dans la synthése protéique et la méthylation de
I’ADN et d’autres composés (CH3-X) (Leclerc & Rozen, 2007)

La protéine s’exprime fortement dans les testicules, modérément dans le cerveau et lesreins et

faiblement dans les autres tissus (Pasternak, 2003).

4.3.  Polymorphismes du gene MTHFR

Une soixantaine de polymorphismes de MTHFR ont été identifiés (Martin et al., 2006).
Cependant, il existe principalement deux polymorphismes, le 677C>T (rs1801133) et le
1298A>C (rs1801131) qui représentent lespolymorphismes les plus communs et les mieux
décrits du gene MTHFR. Par ailleur, un autre SNP a été également rapporté, le G1793A
(rs2274976),ce dernier est moins commun, et iln’existe aucune certitude concernant son

impact fonctionnel sur la protéine (Robien & Ulrich, 2003).
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4.3.1. PolymorphismeC677T

L'allele C677T est caractérisé par une mutation ponctuelle en position 677 du géne MTHFR
(Botto & Yang, 2000) correspond a une conversion d’une cytosine en une thymine au niveau
de I’exon 4 du géne MTHFR, transmise de fagcon autosomique récessive etengendre une
substitution d’une Alanine (GCA) par une Valine (GUA) a la position 222 qui accroit la
tendance de ’enzyme a perdre son cofacteur FAD; de ce fait le génotype MTHFR 677TT en
position 677 réduirait de 70% I’activité de la MTHFR comparée au génotype MTHFR 677CC
et de 40% chez les individus hétérozygotes. La différence entre ces deux acides aminés est que
la masse molaire du résidu muté (117,1 mol) est plus importante que celle du résidu sauvage
(89,1 mol) ce qui peut modifier la conformation de la protéine. De plus, I’acide aminé muté
est hydrophobe, posséde un groupement isopropyle tandis que le sauvage qui est aussi
hydrophobe et posséde un groupement méthyle. Ceci pourrait expliquer la perte de liaison
entre I’enzyme MTHFR et son cofacteur FAD(Figure 11) (Boughrara, 2015).

NH, ‘ NH,
I - ( llg % Nila
CH; —ﬁ‘—(‘()()” = CH-C—COOH
S 4 |
H CH; H
Alanine (GCA) Valine (GUA)

Figure 11 : Les structures des acides aminées : alanine et valine (Boughrara, 2015).

Les gens qui sont homozygote pour lallele C677T ont tendance a avoir légérement
augmentation des taux sanguins d'homocystéine si leur apport en folate est insuffisant mais

des taux sanguins normaux si leur I'apport en folate est suffisant (Botto& Yang,2000).
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Figure 12 : Comparaison de la structure sauvage (normale) et mutée de la MTHFR
(polymorphismeC677T). Alignement structurel des acides aminés normaux (Bleu) et mutés
(Violet) de MTHFR (Shahzad et al.,2013).

4.3.2. Polymorphisme C677T du géne MTHFR et hypospadias

Selon les études entreprises précédemment, I'hypospadias n'était associe ni a l'utilisation
d'acide folique ni au polymorphisme C677Tde la MTHFR, ni a leur interaction. Cependant, il
a éte trouvéune association avec I'nypospadias moyen lorsqu'aucun supplément n'était utiliséen

particulier chez les nourrissons porteurs du génotype CT/TT (Dokter et al., 2017).
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1. Diagnostic

L'hypospadias est diagnostiqué lorsque la position du méat urétral est anormalement située le

long de la tige ventrale du pénis, du scrotum ou du périnée (Sparks, 2021).

Le diagnostic prénatal repose principalement sur I'échographie (Li et al., 2019), qui est fait au
3°M trimestre qu’ au 2eme par un operateur, ce diagnostic peut étre difficile en raison de la

position feetal (Bouanani, 2018).

A la naissance, au cours de I’examen physique initial du nouveau né ; I’enfant doit étre examiné
par un spécialiste le plut6t possible dans le but de décrire le phénotype génital, la topographie de
I’hypospadias, la position des gonades, les anomalies associées de la verge, I’aspect du scrotum,

et enfin de rechercher les autres malformations associees (Debbarh, 2009).
En pratique, les conséquences sont tres différentes :

- Les hypospadias antérieurs ont des conséquences fonctionnelles minimes, en un jet urinaire un
peu devie
- Hypospadias postérieurs ont des conséquences séveres. La miction en position debout quasi-

impossible, une coudure importante rendant I’acte sexuel difficile (Doumbia, 2014).

1.1. Exploration paraclinique

1.1.1. Exploration morphologique

L’imagerie est constituée principalement par 1’échographie abdomino-pelvienne (reins, recherche
de résidus Mullérien). Des radiographies de squelettes sont réalisées en cas de retard statural,

d’anomalies des membres (Boudaoud et al., 2016).

Urétérocystographie rétrograde : a la recherche d’anomalies des voies urinaires (Doumbia,
2014).

1.1.2. Exploration cytogénétique

Le caryotype permet de détecter les formes cytogénétiques en mosaique qui définissent les
dysgenésies gonadiques mixtes. La recherche du géne SRY est obligatoire car c’est le principal
facteur qui médie la détermination gonadique masculine. Si une orientation féminine est
envisagée, il est nécessaire de réaliser une étude du gene du récepteur aux androgenes avant de

décider d’effectuer le test de sensibilisation aux androgenes (Eng, 2017).
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1.1.3. Exploration biologique

Le dosage des hormones (testostérone, AMH ; LH ; FSH ; ACTH ; 170H ; Progestérone);permet
d’avoir une orientation diagnostique. Un pic de testostérone et d’oestradiol a la naissance est un
bon reflet du capital testiculaire. Un bilan dynamique doit étre réalisé. Ce bilan permet de juger
des taux de base et des pics de LH et FSH (test au LHRH) ; la capacité de synthése des
androgenes surrénaliens et testiculaires (test au Synacthene) ; la capacité de réponse leydigienne
(test a la HCG) ; la réceptivité locale aprés administration d’androgénes (test de sensibilisation

aux androgénes) (Doumbia, 2014).

2. Traitement

La reconstruction chirurgicale est la seule option de traitement possible pour les
hypospadias (Djakovic et al., 2008).

L’objectif de la chirurgie est ’obtention de mictions et d’érections de bonne qualité. Dans les
formes les plus distales, le probléme est essentiellement esthétique et le retentissement
fonctionnel moins important. L’intervention limite les conséquences psychologiques en redonnant

a la verge une morphologie la plus proche possible de la normale.

Un traitement hormonal préopératoire peut é&tre proposé (testostérone....) par Vvoie
intramusculaire ou percutanée. Il n’existe pas de consensus quant a son utilisation et ses effets a
long terme sont inconnus. Il est utilisé de fagcon a obtenir une meilleure taille du pénis et une
meilleure trophicité des tissus. Un délai entre sa prise et la chirurgie doit étre respecté en raison

de son effet inhibiteur sur la cicatrisation (Boudaoud et al., 2016).

L’age idéal pour I’intervention se situe entre 1 et 2 ans. Certains praticiens operent plus
précocement, entre 6 et 12 mois, pour diminuer le retentissement de la malformation sur I’image

corporelle et le retentissement psychologique (Rambourg et al., 2004).
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1. Type et lieu d’étude

Deux types d’étude ont été effectuées: une étude rétrospective descriptive et 1’autre
transversale de type cas-témoins sur une durée de 2 mois allant de février a avril 2023.

Les données des malades ainsi que les prélevements ont été entrepris au niveau de 1’Hépital
Pédiatrique EI Mansourah.

L’extraction d’ADN a été faite au niveau du laboratoire de biologie moléculaire et cellulaire
Chaab Ersas alors que la PCR a été accomplie au niveau du laboratoire de biologie

moléculaire de la faculté SNV de 'université des fréres Mentouri Constantine 1.

2. Population d’étude

2.1. Population malade

Elle comprend 10 patients atteints d’un hypospadias. Tous les patients ont été interrogés par
nous méme et un questionnaire a été rempli, et ils ont accepté de réaliser le prélevement
sanguin pour faire 1’étude moléculaire.

- Critéres d’inclusion : tout patient présentant un hypospadias confirmé par un chirurgien
pédiatre, opéré ou non.

- Critéres d’exclusion : patients refusant de faire le prélevement sanguin, ou ayant une

ambiguite sexuelle.

2.2. Population témoin
- Critéres d’inclusion : sujets en bonne santé apparente ne présentant pas une anomalie
sexuelle, et acceptant de faire le prélevement sanguin.

- Critéres d’exclusion : sujets refusant de faire le prélevement sanguin.

3. Méthodes

3.1. Questionnaire
Nous avons interrogeés les tuteurs légaux des malades via un questionnaire comprenant toutes

les données nécessaires (Annexe 1).
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3.2 Prélévement sanguin

Le prélévement sanguin en vue de I’extraction de I’ADN a été accompli dans des conditions
stériles, et est recueilli dans des tubes contenant I’acide éthyléne diamine tétra-acétique
(EDTA) comme anticoagulant et un inhibiteur de I’action des enzymes (ADNase). Une
quantité de 5 a 10 ml a été prélevée pour chaque patient, les tubes ont été conservés au

congélateur jusqu’a utilisation.

3.2. Etude moléculaire

L’¢étude moléculaire consiste en une recherche du polymorphisme C677T du géne MTHFR,
pour cela nous avons procédé a :

- une extraction de I’ADN des patients et des témoins.

- une PCR-RFLP.

3.2.1. Extraction de PADN
L’ADN de chaque patient est extrait a partir de leucocytes du sang périphérique recueillis sur
tube EDTA, suivant la technique au NaCl. Ainsi les leucocytes sont séparés du sang total par
lyse hypotonique et traités ensuite par un détergent (SDS) et une protéinase K. ’ADN
nucléaire est libéré dans le milieu et les protéines qui lui sont associés sont digérees et
éliminees par précipitation au NaCl. La pelote est formée dans le surnageant par précipitation
avec I’éthanol. L ADN est solubilisé en phase aqueuse par Tris EDTA (TE) 10:1.
3.2.1.1. Etapes d’extraction d’ADN au NaCl

- Isolement des leucocytes a partir du sang total.

- Lyse des leucocytes et libération de I’ADN aprés digestion des protéines qui lui sont

associées par la protéinase K.

- Extraction et purification de ’ADN.

- Précipitation et lavage par I’éthanol permettant la formation de la pelote d’ADN.

- Solubilisation de ’ADN pure.

Ces étapes sont clairement détaillées dans I’annexe 2.

3.2.2. Génotypage du variant C677T du géne MTHFR
Pour la mise en évidence du génotype du polymorphisme C677T du géne MTHFR, nous avons

utilisé la techniqgue PCR-RFLP qui consiste en la réalisation des étapes suivantes :
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amplification par PCR suivie d’une électrophorése des produits de PCR sur gel
d’agarose a 2%.

- digestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction Hinfl.

- séparation des produits de digestion par migration électrophorétique sur gel
d’agarose a 3%.

- visualisation des produits de digestion par trans-illumination sous UV.

3.2.2.1. Amplification par Polymérase Chaine Réaction (PCR)

La PCR est une méthode de biologie moléculaire permettant d’amplifier des séquences
d’ADN cibles et définies (I’Amplicon) en plusieurs millions d’exemplaires. Elle consiste a
effectuer (n) cycles successifs d’amplification, au cours desquels deux amorces dirigent
I’amplification du fragment d’ADN double brin qu’elles encadrent. Un cycle d’amplification

est compose de trois étapes : denaturation, hybridation et élongation.

- Préparation du milieu réactionnel (mix)
Avant d’initier la préparation du mix, les amorces ainsi que les dNTP sont diluées selon les

conditions du protocole utilisé.

ClxV1i=C2xV2

Sachant que :

C1 : concentration initiale du réactif citée sur le tube.

V1 : volume initial nécessaire a la dilution, destiné a étre calculer (V1 = C2 x 2/ C1).

C2 : concentration finale exigée par le protocole.

V2 : volume final a déterminer par nous mémes.

Le volume de I’eau distillée que nous devons rajouter pour la dilution de chaque réactif est

donc calculer comme suit :

V (eau distillée) = V2 -V1
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Nous avons préparé un mix de PCR comprenant des désoxyribonucléotides triphosphates
(dNTP), une enzyme d’amplification in vitro (Taq polymérase), un environnement réactionnel

(tampon, MgCI2, H20) et deux amorces oligo-nucléotidiques (Sens et Antisens).

Le mix est préparé selon le tableau suivant :

Tableau 1 : Préparation du milieu réactionnel de la PCR.

Mix de PCR Volume en pl
dNTP 0,2mM final 3,2 ul
Tampon 10x 2 ul
MgCI2 50mM 0,6 ul
Taq polymérase 5U/ul 0,16 ul
Eau distillée stérile 8,04 ul
Amorce F 2 ul
5’TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’ (100ng/ul)

Amorce R 2 ul
5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’ (100ng/pul)

ADN 20ng/uL a 50ng/pL 2ul
Total 20 ul

- Déroulement des cycles de la PCR
Aprés avoir préparé le mix de la PCR, nous avons pris 18ul de ce mélange avec 2ul d’ADN
pour chaque tube, nous avons déposeé les tubes préparés dans un Thermocycleur (Eppendorf)

qui est programmeé pour 35 cycles selon les conditions présentées dans le tableau 2

Tableau 2: Programmation des cycles de PCR.

Etapes Température Durée

Dénaturation initiale 94°C 5 min
Dénaturation 94°C 30 Sec
Hybridation 71° C 30 Sec
Elongation 72°C 30 Sec
Elongation finale 72°C 10 min
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- Controle de la PCR
Le controle des produits PCR a été réalisé par électrophorése sur un gel d’agarose 2% (2g
d’agarose dans 100ml de TBE 1X) et mélangé a 10ul de BET, agent intercalant entre les bases
d’ADN. Aprées dissolution dans un four a microonde, le gel est déposé sur une plaque d’une
cuve horizontale et laisser pour refroidir.
Dans chaque puits du gel, nous avons déposé 10ul de produits PCR qui a été mélangés avec 3
ul du bleu de bromophénol qui permettra de suivre le front de migration.
Parallelement, un échantillon sans ADN (témoin négatif ou blanc) est inclus dans la série a
amplifier et permet de Vérifier d’éventuelle contamination au cours de la manipulation.
Le dépot se fait du coté cathode et le systeme est soumis a une migration sous un courant de
100 volts pendant 30 min. Aprés migration, le gel est soumis au rayons UV, les molécules de
bromure d’Ethidium intercalées entre les bases nucléiques émettent une lumiere visible et
photographiable et permettent de visualiser les fragments amplifiés sous forme de bandes

fluorescentes de méme taille.

- Digestion des produits de PCR
L’ADN est soumis a une digestion enzymatique clivant la molécule a des endroits précis
appelés sites de restriction. Dans notre étude, 10ul du produit PCR sont mélangés a 1pul
d’enzyme de restriction Hinfl. L’ensemble, est ensuite incubé toute une nuit a 37°C.
L’Hinfl reconnait et clive la séquence G/ANTC codant pour 1’Alanine en position 222
(Figure 13).
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Figure 13: Site de restriction de ’enzyme Hinfl.

- Electrophorese des produits de la digestion
Les fragments d’ADN digérés par 1’enzyme de restriction Hinfl sont séparés par
¢lectrophorese sur gel d’agarose a 3% (3g d’agarose + 100ml du TBE1X).
La migration des fragments d’ADN dépend de leurs tailles : plus le fragment a une grande
taille, moins la migration électrophorétique par rapport au puits d’inclusion est importante. A

I’inverse des fragments de petite taille ont une distance de migration plus élevée. Lorsqu’on
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obtient une nette séparation des différents fragments du marqueur de taille, le gel est
photographié apres trans-illumination aux UV.

Les fragments d’ADN obtenu seront de :

- 198 pb en cas d’absence de la mutation et les fragments d’ADN amplifiés et digérés
apparaissent sur le profil électrophorétique sous forme d'une seule bande qui correspond au
type homozygote sauvage (CC).

- 175 pb s’il y a mutation et les fragments d’ADN apparaissent sur le profil électrophorétique
sous forme d'une seule bande qui correspond au type homozygote muté (TT).

- les deux bandes ensembles de 175 pb et 198 pb, correspondent au type hétérozygote (CT).

4. Etude statistique

Nous avons utilisé I’Excel et le logiciel Epi info version 7.2.3.1 pour le calcul des moyennes
des paramétres quantitatifs étudiés et également pour le calcul des OR et des p-value afin de
déterminer s’il existe une relation entre le polymorphisme C677T du gene MTHFR et

I’hypospadias.

4.1. Calcul de POR
Pour calculer 1’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence: Il est présenté sous
forme de tableau croisé 2x2 (ci-dessous). Le statut malade/non malade des sujets de I’étude est

présenté en colonne et le caractére expose/non exposé en ligne.

Tableau 3: Tableau de contingence.

B a+b
D c+d
b+d a+b+c+d

- L’OR est calculé comme suit: OR = a*b / c¢*d. Si:
OR =1 : pas d’association entre I’exposition et la maladie.
OR < 1: association négative.

OR > 1 : association positive.
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4.2. Pvalue

Le seuil critique a priori est de 0,05 (risque o). Si la valeur de p calculée & posteriori est

inférieure a ce seuil, la différence entre les paramétres est déclarée statistiquement
significative.
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1. Etude rétrospective

A partir des dossiers collectés de 1’établissement hospitalier Mére et Enfant —EI Mansoura-
Constantine, nous avons notifié 83 cas d’hypospadias durant les années 2019 a 2022. L’age
moyen de la prise en charge était de 4,7 ans (1-15 ans).

La majorité des cas (56,62%) sont originaires de Constantine, 14,46% de Mila et 3,61%

d’autres wilayas de I’Est algérien (12 wilayas).

1.1. Répartition des patients selon le type anatomique
La répartition des patients selon le type anatomique est représentée dans le tableau 4

Tableau 4 : Répartition des patients selon le type anatomique

Types d’hypospadias n Fréquences %
Anteérieur 63 75,90
Moyen 6 7,23
Posterieur 14 16,87

Selon la répartition anatomique de Mezzine et al. (2005), 55% des patients souffraient
d’hypospadias antérieur, dont 25% balanique, par contre 6% des cas est postérieur suivi de

I’hypospadias moyen avec une fréquence de 14%.

Cependant, les résultats de Hilal, (2018) par une étude faites sur 536 patients atteints
d’hypospadias, ont evoqué que 71% de formes antérieure, 16% de forme moyenne et 13%

de formes postérieure. 47% étaient balanopréputiales.

1.2. Répartition des patients selon les anomalies associées
Parmi les 83 cas, 66,27% représentent des cas d’hypospadias isolé, alors que 33,73%
représentent des cas non isolés. Plusieurs anomalies urogénitales ont été observées, et

d’autres sont non urogénitales (tableau 5).
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Tableau 5 : Répartition des patients selon les malformations associées

Anomalies urogénitale

Coudure de la verge 16 32,65
Micropénis 3 6,12
Ectopie testiculaire uni/bilatérale 8 16,32
Hernie inguinale uni/bilatérale 3 6,12
Torsion de la verge 3 6,12
Bifidité scrotale 4 8,16
Transposition scrotale 4 8,16
Malformation rénale uni/bilatérale 2 4,08
Autres anomalies
Asthme 2 4,08
Beta-thalassémie mineure 1 2,04
Insuffisance surrénaliennes 1 2,04
Syndrome de persistance des canaux de Mller (PMDS) 1 2,04
Malformation cardiaque 1 2,04

La coudure de la verge ainsi que I’ectopie testiculaire (uni/bilatérale) ont été observées
comme étant les deux malformations associées les plus courantes, 32,65% et 16,32%
respectivement, suivie par la transposition scrotale (4%) et le micropénis (3%) qui sont
moins courantes alors que pour les autres anomalies (asthme, béta-thalassémie mineure)

elles sont tres rares.

Dans I'étude entreprise par Doumbia, (2014), tous ses patients présentaient la coudure de
la verge et le prépuce incomplet, ainsi que I'absence d'artere du frein et la division du corps
spongieux.  Quelques patients (5,88%) ont présenté une hernie inguinale droite,

cryptorchidie bilatérale et micropénis.

1.3. Répartition des patients selon les facteurs de risque maternels
La répartition selon les facteurs de risque maternels est évoquée dans le tableau 6. L’age

moyen maternel de la grossesse était de 31,6 ans.
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Tableau 6 : Répartition des patients selon les facteurs de risque maternels

Facteur de risque maternel n Fréquences %
Naissance prématurée

Oui : 5 6,02
Non 78 93,98
HTA durant la grossesse

Oui 9 10,84
Non 74 89,16
Diabete durant la grossesse

Oui 7 8,43
Non 76 91,57

1.3.1. Selon la naissance prématurée

Nous avons constaté que la plupart des patients (78) sont nés a temps, alors que 5 patients
sont nés prématurés. Nous pensons qu’il existe une relation entre la prématurité et
I’hypospadias.

La naissance prématurée, les petits nouveau-nés pour 1’age gestationnel qui sont inférieurs
au 10°™ percentile pour le poids, la longueur et/ou la circonférence de la téte, ainsi que le
retard de croissance intra-utérin ont été associés a un risque accru d’avoir un nouveau né
atteint d’hypospadias (Halaseh et al., 2022).

1.3.2. Selon PHTA durant la grossesse

Nous avons remarqué que I’apparition de la maladie chez les enfants dont les meéres
souffraient d’hypertension artérielle ne représentait que 10,84% des cas, ce qui signifie que
I’HTA ne représente pas un facteur de risque de grande ampleur.

Les résultats obtenus sont contradictoires a ceux d’Agopian et al. (2016), qui ont déclaré

une association entre I'hypertension gestationnelle et I'nypospadias chez la progéniture.

1.3.3. Selon le diabete durant la grossesse

Seulement 8,43% des meres de nos patients souffraient de diabete pendant la grossesse. Le
diabete pré-grossesse et, dans une moindre mesure, le DG étaient associés a plusieurs sous-
types d'anomalies congénitales du nouveau-né comme 1’hypospadias. Ces résultats
suggerent des avantages potentiels du conseil pré-conceptionnel chez les femmes atteintes
de diabéte préexistant ou a risque de DG pour la prévention des anomalies congénitales
(Wu et al., 2020).
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1.4. Reépartition selon les antécédents familiaux

Nous avons constaté que 2,41% cas ont des antécédents familiaux (freres hypospades). La
survenue familiale semble plus fréquente pour les formes antérieures et moyennes que pour
les types postérieurs. La probabilité qu’un frére d’un garcon atteint ait un hypospadias est
de 9al7 % (Van der Horst et al., 2017).

1.5. Répartition des patients selon les années
La répartition des patients par année est indiquée dans la figure 14
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Figure 14 : Repartition des patients par année

Nous avons noté qu’en 2019, la fréquence d'hypospadias était élevée (40,96%), mais en
2020 nous avons constaté une diminution rapide (8,43%), puis progressivement la
fréquence a augmenté a nouveau pour atteindre 19,27% en 2021 puis 31,32% en 2022. La
baisse des cas atteints par [’hypospadias peut étre expliquée par une absence de

consultation pendant la période de COVID 109.

Similairement a nos résultats, en Chine, pendant la pandémie de COVID-19, 62,86 % de
patients en moins se sont rendus a I'hopital et ont subi des opérations pédiatriques par
rapport a la période correspondante un an plus t6t. Aprés que les hopitaux et les cliniques
ont élaboré des protocoles et réorganisé les installations de soins de santé en réponse a la
pandémie, le nombre d'opérations réalisées est resté stable et comparable a la période
prépandémique. La pandémie de COVID-19 a également réduit les mouvements de

population, ce qui rend les visites a I'nopital plus difficiles pour les patients. Ces conditions
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peuvent entraver la consultation et le traitement en temps voulu des enfants atteints
d'hypospadias (Bai et al., 2022).

2. Etude transversale
Au total, 10 cas ont été collectés. Les informations nécessaires pour chaque patient ont été
recueillies a partir d'un questionnaire rempli par nous méme, et ces informations ont été

saisies dans un fichier Excel.

2.1.Répartition des patients selon I’dge de la prise en charge
Notre population est constituée de 10 cas qui sont répartis selon des tranches de 3 ans. La
répartition selon I’4ge de la prise en charge des patients hypospades est montrée dans le
tableau 7

Tableau 7: Répartition de la population selon 1’age de la prise en charge.

Patients (N=10)
Tranches d’age (ans)

Nombre Fréquence %
<3 1 10
[3-6] 5 50
[6-9[ 2 20
[9-12] 2 20

Nous avons noté que I’incidence de la maladie est particulierement importante dans la
tranche d’age [3-6[avec un taux de 50%, suivie par une fréquence de 20% de patients qui

ont un age entre [6-9[et de méme pour la tranche d’age de [9-12].

Le plus jeune enfant qui a subi la chirurgie avait 18 mois, avec un hypospadias antérieur, et

I’hypospade le plus agé qui a subi la chirurgie avait 12 ans avec un hypospadias postérieur.

L’¢tude de Rambourg et al. (2004), a annoncé que I’age idéal pour faire 1’intervention se
situe entre 1 et 2 ans. Certains praticiens opérent plus précocement entre 6 et 12 mois, pour
diminuer le retentissement de la malformation sur I’image corporelle ainsi que le

retentissement psychologique.

2.2. Répartition des patients en fonction de I’origine géographique
Les patients qui ont été inclus dans cette étude proviennent de 4 Wilayas différentes de

I’ Algérie.
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Figure 15: Répartition des hypospades en fonction de I’origine géographique.

Nous avons constaté que la wilaya de Constantine compte le plus grand nombre de patients
avec un pourcentage de 70%, ceci peut étre due au fait que Constantine est la wilaya ou

I’étude a été menée. Les autres wilayas sont représentées avec des proportions égales.

Dans une étude menée par Lauriot Dit Prevost et al. (2020), qui a duré 13 ans et a inclus
975 cas d'hypospadias, une large distribution spatiale hétérogéne des cas hypospadias dans
le nord de la France a été signalée. Les auteurs ont identifié deux groupes avec des
modeéles environnementaux et sociaux différents, le premier groupe était les zones rurales,
qui contenaient le pourcentage le plus élevé d'hypospadias. Le deuxieme groupe est
constitué des zones urbaines qui contenaient un pourcentage plus faible de cette anomalie.
Ces reésultats soulignent ainsi la complexité de la relation entre exposition

environnementale et hypospadias.

2.3. Répartition selon I’age de la mére pendant de la grossesse

La répartition selon ’age de la mére est évoquée dans le tableau 8

Tableau 8 : Répartition selon 1’age de la mére pendant la grossesse.

L’4age de la meére (ans) Nombre Fréquence %
<25 2 20
[25-30] 3 30
> 30 5 50
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Nous avons observé que la moitié de la population sont des femmes &gées de plus de 30
ans. Abdelhalim et al. (2021), ont déclaré qu’un 4ge maternel > 34 ans est
significativement corrélé avec les patients atteints d’hypospadias. Par contre, dans 1’étude
de Bhat, (2022), il a été démontré que le risque d’hypospadias augmente chez les meres

agées de moins de 20 ans et de plus de 40 ans.

2.4. Répartition selon la profession du pere

La répartition selon 1’occupation du pere est indiquée dans le tableau 9

Tableau 9 : Répartition selon ’occupation du pere.

Profession Nombre Fréquence
Employé entreprise de pétrochimie 1 10
chauffeur de taxi 1 10
Fonctionnaire 1 10
Gendarme 2 20
Macon 1 10
Choémeur 1 10
Employé cimenterie 1 10
Agent de sécurité 2 20

Nous avons remarqué que les fréquences les plus élevées sont pour la profession agent de
sécurité et gendarme (20%), par contre tous les autres métiers ont été représentés avec la
méme fréquence de 10%. Vu le nombre de patients tres réduit nous ne pouvons pas tirer

des conclusions en ce qui concerne ce parametre.

Dans une étude qui a été faite en 2022 par Coulibaly, les commercants étaient majoritaires
avec une fréquence de 42,5% des cas (17 sur 40), suivi de cultivateurs (32,5%), et ensuite

les ouvriers et les cadres moyens avec les fréquences respectives de 15% et 10%.

2.5.Répartition des patients selon le poids a la naissance
Nous avons pu faire une répartition des patients recrutés pour 10 hypospades et 20

témoins.
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Tableau 10 : Répartition selon le poids a la naissance.

Poids Patients (N=10) Témoins (N=20)
Nombre Nombre

< 3kg 3 30 0 0

> 3kg 7 70 20 100

Les patients qui ont plus de 3Kg sont représentés avec la fréquence la plus élevée 70%
tandis que les patients qui ont moins de 3Kg sont représentés avec une fréquence de 30%.
Cependant pour le groupe témoins tous les enfants avaient un poids a la naissance qui est

superieur a 3Kg.

Dans I'étude de Brouwers et al. (2007), il a été constaté que l'incidence la plus élevée
d'hypospadias (114 cas) était chez les enfants de faible poids a la naissance (< 2500

grammes).

2.6. Répartition de la population selon les antécédents médicaux maternels
(avortements)

La répartition selon les antécédents d’avortement de la mére est représentée dans figure 16

16
14
12

10

oo

[e)]

H

N

0 I

Patients Témoins

B Avec Avortement M Sans avortement

Figurel6 : Répartition de la population selon les antécédents médicaux maternels.
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Le taux d'avortement chez les meres des hypospades est environ de 10%, qui est un taux

moins élevé par rapport aux taux d'avortement chez les méres des témoins (25%).

Contrairement & nos résultats, ceux obtenus dans I'étude de Latreche et al. (2022), ont
annoncé un taux d’avortement chez les méres des hypospades d’environ 60% et le taux

d’avortement chez les méres des témoins de 25%.

3. Etude moléculaire du polymorphisme C677T du géne MTHFR
Nous n’avons pu obtenir que 30 résultats de 1’analyse moléculaire du variant C677T du
géne MTHFR. 10 hypospades et 20 témoins. Les résultats de ’amplification du géne sont

mentionnés dans la figure 16.

Marqueur de
100pb

198pb

Figurel7 : Controle PCR du polymorphisme C677T de la MTHFR

La digestion des produits d’amplification du variant étudié du géne MTHFR par I’enzyme

de restriction Hinf | a reflété 2 fragments (Figure 17).

cC (198bp)

TT (175bp)

CT(198bp+175bp)

Figure 18 : Profil éléctrophorétique du génotypage du variant C677T de la MTHFR.

M : marqueur de taille d’ADN ; CC : type sauvage homozygote ; CT : hétérozygote ; TT :
mutant homozygote

44



Résultats et discussion

Le premier apparait sur le profil électrophorétique sous forme d’une seule bande (198pb)
correspondant au type homozygote normal CC, le deuxiéme qui est sous forme d’une
seule bande (175pb), correspondant au type homozygote muté TT, le type hétérozygote CT
apparait sous forme de 2 bandes (198pb et 175pb).

La répartition des fréquences génotypiques et alléliques des patients et des témoins est
indiquée dans le tableau 11

Tableau 11 : Répartition des fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme
C677T de la MTHFR chez les patients et les témoins.

Patients Témoins Odds ratio
(10) (20)
n %
Fréquences CC 8 80 15 75 | -=-eeee-
génotypiques 1 10 2 10 094(0,07-12) 0,96
TT 1 10 3 15 0,63 (0,06-7,03) 0,70
Fréguences  AlleleC 17 85 31 775 |/ /

alléliques Allele T 3 15 9 22,5 0,61 (0,14-2,55) 0,49

La distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme C677T de la MTHFR dans
notre échantillon montre que le génotype homozygote normal (CC) est le génotype
prédominant dans les deux populations (patients et témoins). Nous avons remarqué
également que le génotype hétérozygote (CT) est représenté avec une fréquence égale chez
les deux populations d’étude. Néanmoins, le génotype homozygote muté (TT), est
prédominant dans la population témoin. Les calculs de I’OR et de la p-value suggérent que
le polymorphisme C677T du MTHFR ne semble pas étre impliqué dans la survenue de

I’hypospadias dans notre population d’étude.

La répartition des fréquences alléliques du variant C677T indique que l’allele C est
prédominant dans les deux populations (patients et témoins). Les calculs de I’OR et de la

p-value a affirmé que les résultats sont statistiguement non significatifs. Nous pouvons

45



Résultats et discussion

conclure qu’il n’existe pas d’association entre le polymorphisme C677T du géne MTHFR

et ’hypospadias dans la population étudiée.

Il y a trés peu d’étude qui ont examiné I’interaction entre le variant C677T et
I’hypospadias. Dokter et al. (2017). ont mené une étude sur 855 cas d'hypospadias et 713
témoins. Les résultats obtenus ont suggéré que I'nypospadias n'était associé ni a I'utilisation
d'acide folique ni au polymorphisme C677T MTHFR, ni a leur interaction. Cependant, les
auteurs ont déclaré une association avec I'hypospadias moyen lorsqu'aucun supplément

n'était utilisé en particulier chez les nourrissons porteurs du génotype CT/TT.

Zhang et al. (2018), ont analysé la structure secondaire de 'ARN et ont montré que les
alleles 677T et 1298C mutés peuvent modifier la conformation spatiale de la structure
secondaire de I'ARN du gene MTHFR et influencer sa stabilité qui pourrait expliquer la
forme thermolabile de l'enzyme, causée par lallele 677T et les changements

conformationnels de I'enzyme, induite par l'alléle 1298C.
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Conclusion et perspectives

L'hypospadias est une malformation sexuelle congénitale courante chez les hommes,

considérée comme l'une des maladies les plus controversées pour tous les spécialistes dans ce

domaine en raison de sa fréquence croissante dans le monde au fil des années.

Notre travail de recherche avait pour but d’étudier les caractéristiques et les facteurs de risque

de Thypospadias dans la population algérienne d’une part et de rechercher d’éventuelle

association entre le polymorphisme C677T du gene MTHFR et ’hypospadias d’autre part.

Cela nous a permis de tirer quelques conclusions :

une prédominance des formes antérieures avec une fréquence de 75,90%.

En raison de la pandémie de COVID-19 la fréquence des cas a diminué et a
réaugmenté juste apres.

la coudure de la verge et I’ectopie testiculaire ont été les deux malformations associées
les plus courantes, avec les fréquences respectives de 32,65 % et 16,32 %.

50% des méres sont agées de plus de 30 ans.

concernant 1’exploration moléculaire du variant C677T de la MTHFR, nous avons
remarqué une prédominance du génotype CC et de I’allele C pour les deux
populations, 80% et 85% chez les hypospades, et 75% et 77,5% chez les témoins.
Les analyses statistiques effectuées ont devoilé une absence d’association entre le

variant étudié et la survenue de I’hypospadias dans la population étudiée.

A la lumiére de ce travail de recherche et des résultats obtenus, laissent entrevoir de

nombreuses perspectives afin d’approfondir et compléter ce travail :

une cooperation entre les parents et un suivi régulier du chirurgien seraient nécessaires.
un examen minutieux des organes génitaux des nouveau-nés doit étre fait par les sages-
femmes afin de mieux orienter les parents pour une prise en charge précoce par une
équipe pluridisciplinaire.

étendre le nombre de patients ce qui permet un traitement statistique des données afin
de dégager des conclusions plus précises.

pour aboutir a de meilleurs résultats, une action coordonnée entre endocrinologue
pédiatre, chirurgien pédiatre, urologue pédiatre et biologiste serait nécessaire.

étudier d’autres geénes impliqués dans I’hypospadias, ainsi que les relations gene-

environnement.
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Annexe 1 : Questionnaire (Malades)

Patient

Type d’hypospadias..........ccovviviiiiiiiiiiiiiiiiaiiennnns
Agedelapriseencharge : ..........oooiiiiiiiiiiiiiiiiinin,

Taille et poids a la naissance : Taille ......................... Poids ............
Prématurité oui non

Retard de croissance intra utérin (RCIU) oui non

La mére

Occupation pendant la grossesse ...........ccocevvvenninne.

Malformations / Maladies :......
Mortinatalité : oui non

Habitat: a. Rural............... b.Urbain........................

Le pére

Malformations ................... Maladies......

Fratrie oui non Nombre : .......
Antécédents familiaux d’hypospadias Autres anomalies
Ectopie testiculaire urogénitales...

Hernie inguinale micropénis

Génétique

Consanguinité des parents : oui non Degré:.....c.ooonvin.
Cytogénétique : Caryotype oui non Résultat : ..............ceeiie
Apparition chez les jumeaux oui non

Bilan hormonal

FSH: ............... LH: ... Testostérone: ............
AMH: ................. ACTH: .............




Questionnaire (Témoins)

Date: / |/

Identité patient

Nomet Prénom : ...,
Age: i, Tél:-....... e e e

Taille et poids a la naissance : Taille ......................... Poids .....ocooviiiii
Prématurité : oui non

Retard de croissance intra utérin (RCIU) : oui non

La mére

A o

Mortinatalité : oui non
Habitat : a. Rural

Le pere

O CUP AL ON & .t
Malformations / maladies.........cccovveviiinnnnen.

Fratrie : oui non

Nombre : ....coovvvvnviniiiinnnns

Antécédents familiaux de n’importe qu’elle maladie.........cccceevieiiiiiiniiiieinnnen.

Consanguinité des parents : oui non
Degré : ................
Grossesse gémellaire : oui non



Annexe 2 : Extraction d’ADN au NaCl

1. Préparation des leucocytes

Dans un type Falcon de 50 ml, mettre le sang total et compléter & 25 ml avec du
TE 20:5

Laisser 10 min dans la glace.

Centrifuger 10 min a 3900g (3800rpm).

Aspirer le surnageant avec la trompe a vide.

Ajouter quelques ml de TE 20 :5 au culot et le remettre en suspension avec une
pipette stérile.

Compleéter a 25 ml avec du TE 20 :5 et laisser 10 min dans la glace.

Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

Aspirer le surnageant avec la trompe a vide : obtention du culot leucocytaire.

2. Extraction de ’ADN

Transvaser le culot de leucocytes dans un tube Falcon de 15 ml.

Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 Mm. EDTA 2mM, Tris 10Mm, Ph 8,2)
en

dilacérant le culot avec une passette stérile.

Ajouter 200 pl de SDS a 10% (100g SDS + H20 1000ml).

Ajouter 100ul de protéinase K a 10mg/ml.

Agiter le tube sur une roue a 37°C pendant une nuit.

Le lendemain, refroidir dans la glace.

Ajouter 1 ml de NaCl 4M et agiter vigoureusement a la main.

Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).

Centrifuger 15min a 2500 rpm.

Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, ajouter 2 fois son volume

d’éthanol absolu préalablement refroidi (environ 8ml) et agiter en tournant le tube
plusieurs fois : la pelote d’ADN se forme.

Laisser éventuellement 30 min a -20 °C si la pelote ne se forme pas.

Récupérer la pelote d’ADN avec une pipette pasteur et rincer 2 fois dans 1’éthanol
a 70%.

Mettre la pelote dans un tube nunc.

3. Solubilisation

Ajouter entre 300 et 1000 ul de TE 10 :1, selon la grosseur de la pelote et
laconcentrationsouhaitée.

Laisser une nuit sur un agitateur rotateur a 37 °C puis a température ambiante
jusqu’ala

dissolution complété (1 a 2 jours).



Annexe 3 : Préparation des solutions

TE 20 :5: (tris 20mM, EDTA 5mM, pH 7.5) auto clavé.

Tris: 2,422¢g
EDTA: 1,86g qsp : 1L

TE 10:1: (tris 10mM, EDTA 1Mm, pH 7.4) auto clavé.
Tris : 0,606g
EDTA: 0,1869g pour gsp : 500ml

Tampon de lyse :

NaCl 400Mm (23,36Q)

Tris: 10mM (1,219)

EDTA: 2mM (0,72g) pH8.2 gsp : 1L



Résumeés



Résumé

L'hypospadias est une anomalie congénitale fréquente chez les garcons qui est due a une
hypoplasie des tissus formant la face ventrale de la verge responsable d’un abouchement
ectopique de I’urétre. Sa prévalence étant estimée entre 1 et 10 garcons pour 1000 naissances.
Son origine est souvent multifactorielle (génétique, endocrinienne et environnementale).

Anatomiquement, il existe trois formes différentes : antérieure, moyenne et postérieure.

Obijectif : notre travail est a double visée : réaliser une étude statistique (rétrospective et
transversale) avec définition des caractéristiques cliniques et biologiques de la population
d’étude d’une part, et d’autre part de rechercher d’éventuelles associations entre le variant

génétique C677T du géne MTHFR et I’hypospadias dans 1’Est algérien.

Patients et méthodes: 10 hypospades et 20 témoins ont participé a cette étude. Apres
extraction de I'ADN leucocytaire par la méthode au Nacl, la séquence d'intérét a été amplifiée
par PCR et les produits d’amplification ont été digérés par I’enzyme de restriction Hinf 1 et

analyses par électrophorése sur gel d’agarose.

Résultats : selon les résultats de 1’étude statistique, la forme antérieure est la plus fréquente, la
coudure de la verge et I'ectopie testiculaire ont été les deux malformations associées les plus
courantes avec les fréquences respectives de 32,65% et 16,32%. 50% des meres sont agées de
plus de 30 ans. L'étude moléculaire a révélé une prédominance du génotype CC et de ’all¢le
C pour les deux populations, (80% ; 85%) chez les hypospades, et (75% ; 77,5%) chez les
témoins. Apres le calcul de I’OR et de la p-value, les résultats ont évoqué une absence

d’association entre I'hypospadias et le variant C677T du gene MTHFR (p >0,05).

Conclusion : aucune association significative n’a été observée entre le variant C677T de la
MTHFR et la survenue de I’hypospadias dans la population investiguée. Une étude avec un

effectif plus important est nécessaire pour tirer des conclusions plus precises.

Mots clés : Hypospadias, malformation congénitale, parametres cliniques et biologiques,
variant génétique C677T, MTHFR, PCR/RFLP.



Abstract

Hypospadias is a frequent congenital anomaly in boys, caused by hypoplasia of the tissues
forming the ventral surface of the penis, leading to ectopic interruption of the urethra. Its
prevalence is estimated at between 1 and 10 boys per 1,000 births Its origin is often
multifactorial (genetic, endocrine and environmental). Anatomically, there are three different

forms: anterior, middle and posterior.

Objective: The aim of our work is twofold: to carry out a statistical study (retrospective and
cross-sectional) defining the clinical and biological characteristics of the study population, and
to investigate possible associations between the C677T genetic variant of the MTHFR gene

and hypospadias in eastern Algeria.

Patients and methods: 10 hypospades and 20 controls participated in this study. After
extraction of leukocyte DNA by the Nacl method, the sequence of interest was amplified by
PCR and the amplification products were digested with the restriction enzyme Hinf 1

(PCR/RFLP) and analyzed by agarose gel electrophoresis.

Results: According to the results of the statistical study, the anterior form is the most frequent,
while bent penis and testicular ectopia were the two most common associated malformations,
with frequencies of 32.65% and 16.32%, respectively. 50% of the mothers were over 30 years
of age. The molecular study revealed a predominance of the CC genotype and the C allele for
both populations, (80% ;85%) in hypospades, and (75% ;77.5%) in controls. After calculation
of the OR and p-value, the results showed no association between hypospadias and the C677T
variant of the MTHFR gene (p >0.05).

Conclusion: No significant association was observed between MTHFR variant C677T and the
occurrence of hypospadias in the population studied. A larger study is needed to draw more

precise conclusions.

Key words: Hypospadias, congenital malformation, clinical and biological parameters, C677T
variant, MTHFR, PCR/RFLP.
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L'hypospadias est une anomalie congénitale fréquente chez les garcons qui est due a une hypoplasie des
tissus formant la face ventrale de la verge responsable d’un abouchement ectopique de 1’urétre. Sa
prévalence étant estimée entre 1 et 10 garcons pour 1000 naissances. Son origine est souvent multifactorielle
(génétique, endocrinienne et environnementale). Anatomiquement, il existe trois formes différentes :
antérieure, moyenne et postérieure.

Objectif : notre travail est a double visée : réaliser une étude statistique (rétrospective et transversale) avec
définition des caractéristiques cliniques et biologiques de la population d’étude d’une part, et d’autre part de
rechercher d’éventuelles associations entre le variant génétique C677T du géne MTHFR et I’hypospadias
dans I’Est algérien.

Patients et méthodes: 10 hypospades et 20 témoins ont participé a cette étude. Apreés extraction de 'ADN
leucocytaire par la méthode au Nacl, la sequence d'intérét a été amplifiée par PCR et les produits
d’amplification ont été digérés par ’enzyme de restriction Hinf 1 et analysés par électrophorese sur gel
d’agarose.

Résultats : selon les résultats de 1’étude statistique, la forme antérieure est la plus fréquente, la coudure de la
verge et l'ectopie testiculaire ont été les deux malformations associées les plus courantes avec les frequences
respectives de 32,65% et 16,32%. 50% des méres sont agées de plus de 30 ans. L'étude moléculaire a révélé
une prédominance du genotype CC et de l'allele C pour les deux populations, (80% ; 85%) chez les
hypospades, et (75% ; 77,5%) chez les témoins. Apres le calcul de I’OR et de la p-value, les résultats ont
évoque une absence d’association entre 1'hypospadias et le variant C677T du géne MTHFR (p >0,05).
Conclusion : aucune association significative n’a été observée entre le variant C677T de la MTHFR et la
survenue de I’hypospadias dans la population investiguée. Une étude avec un effectif plus important est

nécessaire pour tirer des conclusions plus précises.

Mots-clés : Hypospadias, malformation congénitale, parameétres cliniques et biologiques, géne MTHFR,
variant C677T, PCR/Digestion.
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