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Introduction

Le syndrome de Stein-Leventhal, Ovaires Poly-Kystiques (OPK), aussi appelé polykystose
ovarienne, est une maladie encore mal connue touchant les ovaires et dont les effets sont nombreux.
Décrit initialement en 1935 par Stein et Leventhal, il est considéré comme est un trouble
endocrinien et métabolique tres frequent : c’est I’endocrinopathie la plus commune de la femme en
période d’activité génitale (6 a 8 %) et constitue la premiere cause d’infertilité par anovulation
[Amato et Simpson, 2004].

Les ovaires sont deux glandes essentielles pour la reproduction. lls produisent les owvules,
ou ovocytes, et en liberent un chaque mois. Au départ, I'ovule est un follicule, il doit marir et finir
sa formation pour aboutir a un ovule mature. Il passe ensuite dans les trompes de Fallope ou il est
éventuellement fécondé par unspermatozoide, s'il y a eu rapport sexuel. A I'‘époque,
et sans échographie, Stein et Leventhal pensaient que le syndrome des ovaires polykystiques
était une multitude de kystes autour des ovaires, empéchant l'ovulation. Grace aux techniques
d’imageries, on s'est en fait rendu compte qu'il ne s'agit pas de kystes mais de follicules qui
n'arrivent pas a maturité et qui s'accumulent dans les ovaires [Torrea et Fernandeza, 2007].
Le syndrome OPK est causé par un déséquilibre hormonal chez les femmes qui se traduit par
des cycles menstruels irréguliers avec des régles peu abondantes (oligoménorrhée) ou absentes,
une acné persistante et une pilosité importante (hirsutisme). Tous ces symptdmes ne sont pas
toujours présents, ce qui rend le diagnostic assez difficile [Lujan et al., 2008 ; Cheung, 2010].
Une femme sur dix est affectée par le syndrome des ovaires polykystiques. Beaucoup de femmes
ignorent qu'elles en sont atteintes jusqu'a ce qu'elles essaient d'étre meres. L'infécondité est un
probléme pour environ 75% des femmes atteintes du syndrome OPK. Quand ces femmes
deviennent enceintes, elles courent un risque plus grand de complications et de fausse couche.
Environ la moitié des femmes atteintes d'un syndrome OPK souffrent d'acanthosis nigricans
(une coloration gris-brun de la peau), ce qui signifie que le corps produit trop d'insuline.
Jusqu'a 50 % des femmes souffrant du syndrome OPK sont obéses, et pour un bon nombre d'entre
elles la surcharge ponderale se situe autour de I'abdomen. Une obésité centrale augmente le risque
de survenue d'un grand nombre d'affections: problémes cardiaque, hypercholestérolémie,
hypertension artérielle et diabete [Simpson, 2001].

En fait, les femmes atteintes du syndrome OPK courent un plus grand risque de contracter ces
affections, quel que soit leur poids corporel. L'acné constitue un autre symptéme dont souffrent
certaines femmes atteintes d'un syndrome OPK ; on estime que 85 % des femmes agées de plus de
20 ans qui ont de l'acné en sont probablement atteintes. Elles peuvent également perdre leurs

cheveux [Amato et Simpson, 2004 ; Torrea et Fernandeza, 2007].


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ovaire_(anatomie)
https://www.docteur-benchimol.com/sterilite-fertilite/120-les-causes-de-sterilite-infertilite-du-couple.html
http://www.allodocteurs.fr/actualite-sante-le-sperme-la-semence-masculine_253.html
https://fr.wikipedia.org/wiki/Syndrome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hormone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Menstruation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acn%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pilosit%C3%A9

Introduction

L’étiologie sous-jacente de cette pathologie est inconnue, cependant, 1’excés primaire d’androgénes
est la plus probable et dont 1’origine serait donc vraisemblablement génétique. Les preuves
d’une composante génétique sont fondées sur des cas familiaux. La majorité de ces preuves
convergent en faveur d’une forme de transmission autosomique dominante. Dans le syndrome OPK,
la stéroidogenése est surrégulée dans les cellules de la théque, ce qui suggere que 1’anomalie
génetique altére les voies de transduction des signaux contrdlant 1’expression d’une famille de
génes. Bien que de nombreux genes candidats aient pu étre proposés, le(s) géne(s) du syndrome

OPK n’a (ont) pas encore été clairement identifié(s) [Simpson, 2001 ; Amato et Simpson, 2004].

Dans ce mémoire de Master et a travers ce modeste travail de recherche nous avons essayé de :

- Faire une recherche bibliographique bien documentée et actualisée sur [1’aspect
physiopathologique et génétique du syndrome OPK en mettant I’accent sur les étiologies
possibles de ce dysfonctionnement.

- Réaliser une enquéte épidémiologique descriptive, rétrospective (étalée sur une année,
d’Avril 2016 a Avril 2017) a partir des dossiers de patientes recrutés au niveau du Service de
Gynécologie du CHU Ben Badis Constantine.

- Réaliser une enquéte familiale aupres des patientes atteintes afin de prospecter les éventuels
modes de transmission possibles de ce dysfonctionnement.

- Réaliser une étude moléculaire sur 1’éventuelle association du polymorphisme du gene
CYP1A1 comme facteur de risque possible de ce dysfonctionnement.

- Confronter les résultats obtenus avec les données de la littérature.
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Chapitre | Anatomie et physiologie de ’ovaire

1- Embryologie :

L’appareil génital féminin a essentiellement pour origine le mésoblaste intermédiaire.
A partir de la 4°™ semaine du développement embryonnaire débute la formation des crétes
génitales. Sur la face ventrale du mésonéphros, on observe la prolifération de I’épithélium
ccelomique, puis une condensation du mésenchyme sous-jacent. L’épithélium ceelomique va former
des cordons sexuels primitifs qui vont pénétrer le mésenchyme sous-jacent et qui vont rester unis
entre eux par un réseau, le rete gonadique. C’est a cet endroit que se formera la future
gonade indifférenciée. En paralléle, les cellules germinales primordiales qui ont une origine
épiblastique apparaissent a la fin de la gastrulation au niveau du mésenchyme extra-embryonnaire.
Elles vont se multiplier & partir de la 5™ semaine et vont migrer le long du mésentére dorsal pour
aller coloniser les crétes génitales. Une fois arrivées au niveau de la créte génitale elles perdent leur
capacité de mobilité mais gardent leur activité de division et donneront des ovules.
Une fois la migration achevée aux alentours de la 6™ semaine, on obtient une ébauche gonadique
qui contient I’épithélium ccelomique devenu germinatif et ses cordons sexuels primitifs,
le mésenchyme, le rete gonadique et les cellules germinales. On différenciera deux régions :
une région centrale appelée médullaire et une région périphérique appelée corticale
[Le Moigne et Foucrier, 2009 ; Catala, 2006].
La différenciation dans le sens féminin est plus tardive que la différenciation du sexe masculin,
qui est gouvernée par le géne SRY. En I’absence de ce géne, par défaut, la différenciation se fera
dans le sens féminin (pas d’apparition des cellules de Sertoli). La différenciation s’opere en deux
étapes : d’abord la fragmentation des cordons sexuels primitifs au centre de la gonade provoquant
leur dégenération. Ce phénomene sera a 1’origine de la future zone médullaire de I’ovaire qui
constituera un stroma (cortex) ovarien. Ensuite, il y a émission a partir de 1’épithélium germinatif
d’une seconde vague de cordons sexuels : les cordons sexuels corticaux qui sont plus courts et
massifs que les précédents et qui vont rester dans la zone la plus superficielle du futur ovaire
(la zone corticale). lls entourent systématiquement les amas de cellules germinales primordiales qui
deviennent ovogonies. Les ovogonies rentreront alors dans un processus de division méiotique avec
un blocage trés rapide au stade de prophase | de 1% division méiotique. Les cordons sexuels
corticaux vont se fragmenter a leur tour et seront a ’origine des futurs follicules de 1’ovaire.
Les cellules folliculaires ont donc une origine épithéliale [Le Moigne et Foucrier, 2009 ;
Catala, 2006 ; INSERM, 2011].



Chapitre | Anatomie et physiologie de ’ovaire

2- Anatomie :

L'appareil génital féminin regroupe un ensemble d'organes situés dans la cavité pelvienne :
les ovaires, les trompes de Fallope, l'utérus et le vagin (organes génitaux internes). Le vagin
se poursuit par la vulve qui comprend le vestibule, les petites levres, les grandes lévres et le clitoris
(organes génitaux externes) [Coussieu, 2004].

Les ovaires sont les glandes sexuelles féminines primaires qui produisent les ovules
et des hormones sexuelles. lls sont pairs et symétriques. Ils ont une forme ovoide et sont situés dans
la cavité péritonéale contre la paroi pelvienne. Son parenchyme est divisé en médulla riche
en vaisseaux et en cortex ou murissent les follicules ovariques. Il est maintenu par des replis
péritonéaux qui forment le mésovarium, mais le péritoine ne recouvre pas la totalit¢ de 1’ovaire,
de sorte qu’une partic de l’ovaire est en position intra-péritonéale. L’ovaire est vascularisé
par le pédicule ovarique issu de l’aorte abdominale, de la veine cave inférieure (a droite)
et de la veine rénale gauche, mais également par les branches terminales du pédicule utérin issu

du pédicule iliaque interne [Garcier, 2005 ; Gougeon, 2008] (figure 1).
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Figure 1 : Anatomie détaillée de 1’ovaire [Coussieu, 2004].



Chapitre | Anatomie et physiologie de ’ovaire

3- Histologie fonctionnelle de I’ovaire :

Plusieurs millions de follicules ovariens sont présent des la naissance, mais seul 300 ou 400
d’entre eux parviendront a la maturité, dés la puberté, au début de chaque cycle menstruel.
Chez la femme, normalement, tous les 28 jours, un follicule grossit, saille a la surface de I’ovaire et
éclate pour libérer un ovule au 14°™ jour: c’est 1’ovulation. Ensuite, le follicule dégénére,
prenant le nom de corps jaune, laisse une cicatrice a la surface de 1’ovaire : le corps blanc.
Un follicule ovarien est pourvu de 2 enveloppes: les théques interne et externe.
La theque interne secrete les hormones, surtout des hormones femelles telles que : les cestrogénes,
mais aussi des hormones males comme les testostérones. Aprés la ménopause, il n’y a plus
d’ovulation, mais dans 1’ovaire, quelques follicules continuent a secréter de petites quantité
d’hormone males surtout [Wheater, 2004 ; Le Moigne et Foucrier, 2009].

Les follicules, contenus dans le stroma cortical, sont de deux types : les follicules évolutifs
ou gamétogenes dont un seul par cycle atteindra la maturité et pondra un ovule et les follicules
involutifs, les “non élus”, qui dégénereront. Il existe différents types de follicules évolutifs
correspondant & des stades de maturation progressive de la méme structure morphologique et qui

sont chronologiquement :

- Le follicule primordial : 1’ovaire, qui commence a se former a partir de la huitieme semaine
de la vie embryonnaire, fait apparaitre les follicules primordiaux deés le troisieme mois de la vie
intra-utérine. Ainsi, un follicule primordial est une petite sphere avec pour contenu un ovocyte
de petite taille entouré de quelques cellules folliculaires. Un grand nombre de ces follicules

dégénere avant la puberté.

- Le follicule primaire apparait a la puberté : ainsi, le follicule augmente de taille et I’ovocyte

est entouré d’une couche réguliére de cellules folliculaires.

- Le follicule secondaire ou follicule plein : les cellules folliculaires forment un massif de plus
en plus dense : ¢’est la granulosa qui s’entoure d’une couche cellulaire contenant des vaisseaux
sanguins ; ce sont les theques qui se forment. En méme temps, 1’ovocyte s’entoure d’une petite

couche de la zone pellucide.



Chapitre | Anatomie et physiologie de ’ovaire

Le follicule tertiaire ou follicule cavitaire : la granulosa se creuse de cavités folliculaires
qui se remplissent de liquide folliculaire et qui devient de plus en plus abondant et pousse
petit a petit la granulosa a la périphérie du follicule. En méme temps, les theques interne
et externe se différencient et sont fonctionnelles. La théque interne est formée de cellules

glandulaires et d’autre cellules aplaties et la theque externe est formée de fibres contractiles.

Le follicule mure ou follicule DE GRAFF : il est de 16 a 23 mm de diametre. La grande partie
de cette structure est occupée par le liquide folliculaire dans lequel baigne 1’ovocyte qui reste
attaché a la granulosa par une fine couche massive de cellules folliculaires. Ainsi, il est prét

a étre expulsé.

Les follicules involutifs: tous ceux qui subissent, a un moment quelconque un arrét
de développement, ils se classent en follicules atrétiques, dégeénératifs ou kystique,
les follicules atrétiques sont souvent des follicules cavitaires qui involuent, ils se caractérisent
par une dégénérescence lente des parties épithéliales alors que les parties mésenchymateuses
subsistent plus longtemps [Bagley et al, 2005 ; Edson et al., 2009] (figure 2).

FOLLICULE
TERTIAIRE : FOLLICULE
Thagua DE DE GRAAF

Celules ce la granuios: /~Memkbrana
Zone pelluade granuiosa

FOLLICULE FOLLICULE FOLLICULE Cumulus

PRIMORDIAL PRIMAIRE : SECONDAIRE : Cvocyte [ cbphcfus
Thégue

Cellules Cellules de 9 Membrara Zone pellucide

folhculeuses
Owvocyte

la granulosa Zone pellucida Ovocyte

Corona radiata
(autour de I'ovacyta)

Corpus albicans

Corps | Celudes Iuengues thacaes
iAUNe | Cetyles luariques tohores

Théque
externe

. Corona radiata

Oveceyte

Noyau
de lovocyte

Figure 2 : Histologie fonctionnelle de 1’ovaire [Coussieu, 2004].
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Les fonctions de I'ovaire sont I'ovogenése et la stéroidogenese [Idelman et Verdetti, 2000].

3-1- Fonction endocrine :

L’ovaire assure la sécrétion de trois types d’hormone sexuelle: les cestrogenes,

la progestérone et les androgenes [Payne et al., 2004].

- Les cestrogeénes : ce sont des stéroides secrétés par les ovaires. lls interviennent lors de la
puberté dans 1’apparition des caractéres sexuels féminins secondaires, et par la suite dans
le cycle menstruel. Les trois types d’cestrogénes secrétés par 1’ovaire sont: 1’cestrone (E1),
I’cestradiol (E2) et I’cestriol (E3).

- La progestérone : il s’agit d’une autre hormone féminine qui sert & préparer 1’utérus pour une
grossesse. Elle est produite dans la seconde phase du cycle menstruel, aprés 1’ovulation ;
période durant laquelle ses taux augmentent pendant quelques jours puis diminuent en 1’absence
de fécondation. Elle permet la survenue des régles a la fin de chaque cycle menstruel.
Son rdle consiste a préparer d’une part 1’utérus a la nidation, d’autre part a préparer la glande

mammaire a la lactation.

- Les androgenes : ces hormones sont produits chez la femme, durant la vie reproductive
par les ovaires, les surrénales et la périphérique. Leur role est la substitution d’androgéne chez

la femme ménopauseée et la synthese des cestrogenes [Payne et al., 2004].

3-2- La fonction exocrine :

L’ovaire permet la production des gamétes femelles et qui a lieu au cours d’une maturation
a partir de follicules. Ceux-ci, au nombre de 40000 environ, sont composés d’ovocytes entourées
de quelques cellules particuliéres, 400 de ces follicules arrivérent au stade mur de follicule
de DE GRAFF. Sur sa paroi interne existe un petit monticule qui fait saillie dans la cavité
et s’appelle le cumulus proligére, il contient I’ovocyte. Le tissu du cumulus s’étend sur le pourtour
ou il s’appelle granulosa, la zone interne de la paroi folliculaire o s’implante le cumulus s’appelle
théque interne, c’est elle qui secréte les cestrogénes. Arrivé a maturation, le follicule se rompt et
I’ovule est projeté hors de 1’ovaire pour étre capté par 1a trompe : c’est ’ovulation. Le cycle ovarien
ou cycle menstruel est définit comme étant 1’ensemble des modifications de 1’appareil génital
féminin, du 1" jour des régles les jusqu’au 1" jour des régles a venir. Le cycle menstruel dure 28
jours : ce cycle debute et se termine par la menstruation et comporte 3 grandes phases : folliculaire,

ovulatoire et lutéale [Thibault et Levasseur, 2001 ; Poncelet et Sifer, 2011] (figure 3).
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Figure 3 : Caractéristiques du cycle ovarien [Seedes, 2014].
3-3- Lecycle ovarien :

a- La phase folliculaire : c’est la phase de croissance folliculaire qui s’étend du 1' jour
du cycle jusqu’a ’ovulation qui a généralement lieu le 14°™ jour d’un cycle idéal de 28
jours. Cette phase dure en moyenne 14 jours, mais sa durée peut varier considérablement
d’une femme a 1’autre. Du 1 au 14" jour du cycle, la maturation folliculaire s’effectue
sous I’influence de la FSH (Follicle Stimulating Hormone) hypophysaire qui est déclenchée
par la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) hypothalamique. Dés que les follicules
sont assez gros, ils commencent a secréter des cestrogenes, dont le taux va commencer
a augmenter dés le 15®™ jour du cycle. Ces cestrogénes vont alors diminuer la synthése
de la FSH par hypophyse, et la plupart des follicules qui ne sont plus stimulés par cette FSH
vont commencer a dégénérer. Seul un follicule, en générale, le plus sensible a la FSH
va poursuivre sa croissance et arriver a maturation a la fin de cette phase. C’est le follicule
dominant qui, a maturité, portera le nom de follicule de DE GRAFF. Pendant ce temps,
au niveau de 1’utérus, sous I’influence des cestrogeénes, I’endométre qui avait été éliminé lors

des regles commence a se régénérer ; c’est la phase proliférative [Mihm et al., 2011].
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b-

Phase ovulatoire : I’ovulation est une période de courte durée (en moyenne 48 heure)
qui se caractérise par la libération de I’ovocyte mature par l’ovaire et sa captation
par ’ampoule de la trompe de Fallope. Dés que le taux d’cestrogénes atteint un seuil,
il stimule la sécrétion de la LH (Luteinizing Hormone) par 1’hypophyse. Le taux de cette
hormone augmente alors rapidement pour atteindre un pic et déclenche 1’ovulation
proprement dite. Cette ovulation survient en moyenne 36 a 48 heures apres le début de pic
[Mihm et al., 2011 ; Séedes, 2014].

La phase lutéale : cette phase s’étende de I’ovulation & 1’arrivé des régles.
Sa durée est relativement constante et peu variable, de 12 a 16 jours. Elle est caractérisée
par deux phénomeénes: la formation et ensuite la dégénérescence du corps jaune.
Le follicule de DE GRAFF qui a libéré I’ovocyte mature va se remplir de sang
(follicule hémorragique) et ses cellules vont se modifier. Il va dés lors sécréter
principalement de la progestérone (et aussi un peu d’cestrogene) qui atteint un pic maximal
vers le 9™ jour post-ovulatoire en I’absence de fécondation et nidation. Le corps jaune
va commencer a régresser dés le 9™ jour qui suit I’ovulation et les taux de progestérone
et des cestrogénes vont diminuer. Le développement de 1’endometre qui se prépare
a une éventuelle nidation s’est amorcé. Sous I’action de progestérone, la paroi
de I’endométre s’épaissit et se vascularise (phase sécrétoire). En absence de nidation suite
a la chute de la progestérone, cette paroi va étre éliminée en fin de cycle, ce qui déclenche

des saignements : les menstruations [Gougeon, 2008 ; Seedes, 2014].
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Chapitre 2 Syndrome des ovaires polykystiques

1-  Définition :

Le syndrome des OPK est une maladie endocrinienne qui se manifeste par un trouble
hormonal. Les symptdmes commencent souvent dés le debut du cycle menstruel, mais parfois
ils apparaissent une fois que la femme a atteint la vingtaine ou la trentaine. Ce syndrome s’annonce
par uneanovulation et des reglesirrégulieres. Il y’a également une hyperandrogénie
(poussée d’hormones males) ce qui peut se traduire par de I'acné et une augmentation de la pilosité.
Une morphologie polykystique des ovaires, la prise de poids, voire une obésité, est également
fréquente. Si on connait bien les symptdémes, on ignore encore beaucoup de choses sur la maladie
et ses causes. Un déréglement des hormones sexuelles males, I'obésité ou une origine génétique
seraient incriminés. Mais il y aurait bien d'autres facteurs [Clément et Benkhalifa, 2006].

Le syndrome OPK est également li¢ a une résistance a I’insuline (comme le diabéte) et peut affecter
de nombreux autres systémes dans I'organisme et entrainer des conséquences sur la santé a long
terme. Il ne s’agit pas d’une affection dans le sens habituel du terme ; il s'agit plutét d'un ensemble
de symptdmes susceptibles d'influer sur la santé reproductive et cardiaque d'une femme et avoir

des effets considérables sur son état de santé général et son mode de vie [Triméche et al., 2004].

2-  Epidémiologie :

Le syndrome OPK est une pathologie fréquente qui concerne 5 a 10 % des femmes,
ainsi qu'un tiers des femmes consultant pour une infertilité. Ce syndrome est responsable de 90 %
des dysovulations et de 90 a 95 % des hirsutismes. Plusieurs études récentes ont examiné
la prévalence des symptbmes du syndrome des ovaires polykystiques dans des populations
non sélectionnées et ont montré qu'approximativement 5 % des femmes avaient des signes cliniques
évidents d'hyperandrogénie (hirsutisme ou acné) et un excés biochimique d'androgenes
(taux plasmatiques élevés) associés a une anovulation chronique [Clément et Benkhalifa, 2006 ;
Cheung, 2010].

D'autres études se sont intéressées aux variations d'expression du syndrome OPK
lors des différentes étapes de la vie. Il est bien établi que ce syndrome des ovaires polykystiques
devient habituellement évident peu aprés l'apparition des premiéres régles. Il a aussi été suggéré
qu'une puberté précoce puisse étre le premier signe identifiable de I'apparition du syndrome.
Les jeunes filles atteintes présentent une hyper-insulinémie, des taux élevés de sulfate de
déhydro-épi-androstérone (SDHEA) et deviennent oligo-ménorrhéiques peu aprés la ménarche.
Plus tard, vers la fin de la trentaine, l'irrégularité menstruelle et I'hyperandrogénie tendent
a se normaliser, supprimant ainsi les principaux symptdmes amenant ces femmes a consulter

[Torrea et Fernandeza, 2007].
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3- Etiologie :

Aucune cause de I’apparition des ovaires polykystiques n’est connue, mais on sait qu’il existe
une certaine predisposition génétique. Il a été prouve que, aussi bien le pére souffrant de diabete du
type 2 que la mére souffrant d’ovaires polykystiques peuvent transmettre la maladie a leurs enfants.
D’autre part, les facteurs environnementaux a I’intérieur de 1’utérus ont une influence en raison de
I’effet des hormones masculines produites par la mére pendant la grossesse, tout comme les facteurs
environnementaux extérieurs, une fois que le bébé est déja né, tels que I’obésité, 1’alimentation et
le stress [Amato et Simpson, 2004]. Cette pathologie semble étre de cause hormonale puisqu'un
déséquilibre hormonal du cerveau et des ovaires, une augmentation du taux de LH et un exces
d'androgenes, hormones masculines, sont majoritairement retrouvés. L'échographie montre des
ovaires de taille augmentée et parsemés de petites formations surnumeéraires. Certains chercheurs
pensent méme qu'un taux élevé d'insuline dans l'organisme pourrait étre en cause. S'il y a

surproduction d'insuline, I'organisme libere des hormones males supplémentaires [Coussieu, 2004].

4-  Physiopathologie et classification :

Bien que la physiopathologie sous-jacente au syndrome OPK demeure inconnue, I’attention
a ét¢ focalisée sur des anomalies primaires au niveau de 1’axe hypothalamo-hypophysaire,
de la fonction ovarienne et de la sécrétion et de 1’action de I’insuline. L’hyperandrogénémie,
I’hypersécrétion de LH, la résistance a I’insuline et I’hyper-insulinémie compensatrice sont les
signes biochimiques habituels d’un syndrome OPK classique. L’hyperandrogénémie peut se
traduire par le développement d’ovaires polykystiques ou encore affecter la fonction hypothalamo-
hypophysaire. L’hypersécrétion de LH est un signe habituel d’OPK. La LH jouerait un role
permissif de production des androgenes ovariens. La résistance a 1’insuline et I’hyper-insulinémie
compensatrice associée pourraient étre des facteurs clefs dans la physiopathologie de ce syndrome.
Environ 50 % des femmes porteuses d’OPK ont une résistance a 1’insuline, comparativement aux
femmes de méme age et de méme poids. L’insuline augmenterait la stimulation de la LH sur la
biosynthese des androgénes au niveau des cellules de la théque par I’intermédiaire d’une
surrégulation de génes codant pour les enzymes de la stéroidogenése [Lujan et al., 2008 ;
Séedes, 2014]. L’hyper-insulinémie stimule directement la sécrétion d’androgénes par 1’ovaire
et diminue le taux de SHBG (Sex Hormone Binding Globulin), impliquant une augmentation des
androgénes bio-disponibles. Les androgénes peuvent a leur tour affecter le contréle hypothalamique
de la sécrétion des gonadotrophines hypophysaires ; ils servent de précurseurs pour I’aromatisation
périphérique en cestrogénes. Les médicaments de sensibilisation a I’insuline agissent en reduisant

les taux d’insuline diminuant ainsi le taux des androgénes [Lecomte et Gervaise, 2001].
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Des cellules de la théque, fraichement isolées a partir d’ovaires polykystiques,
montrent une production accrue de Dé-Hydro-Epi-Androstérone (DHEA), de progestérone,
de 17- hydroxy-progestérone et d’androsténedione. Cette activité stéroidogénique accrue est due
a des activités augmentées de la 3-hydroxystéroide déshydrogénase et de la 17a-hydroxylase /
17,20-lyase [Abbott et al., 2002 ; Amato et Simpson, 2004]. Des analyses ont révélé que
les Acides Ribo-Nucléiques messagers (ARNm) du cytochrome P450, de la 17-hydroxylase /
17,20-desmolase (CYP17) et de I’enzyme de coupure de la chaine latérale du cytochrome P450
(CYP11A) étaient plus abondants dans les cellules de la theque en cas de syndrome OPK
que dans les cellules de la theque normale. De plus, des expérimentations de transfection indiquent
que I’activité du promoteur du CYP17 est augmentée dans les cellules de la théque en cas d’OPK,
par comparaison aux cellules de la theque normale. La surrégulation de la stéroidogenése dans
les cellules de la théque en cas d’OPK pourrait étre le résultat d’une anomalie génétique dans
ces cellules ou d’un facteur métabolique recu in vivo. Des cellules de la théque maintenue en culture
en cas d’OPK présentent une stéroidogenese augmentée, suggérant que la surrégulation de ce
processus est le résultat d’une anomalie génétique, bien qu’un impact métabolique persistant,

établi in vivo, ne puisse étre exclu [Coussieu, 2004 ; Payne et al., 2004 ; Crand et Pugeat, 2008].
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Figure 4 : Physiopathologie de 1’ovaire polykystique [Coussieu, 2004].
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5- Symptomatologie clinique et biologique :
5-1- Symptomatologie clinique :

Les différents signes cliniques et leur intensité varient d’une femme a 1’autre. Par ordre de

fréquence :

- Aspect échographique : a 1’état physiologique normal, en début de cycle, il existe 5 a 10
petits follicules d’environ 5 mm dont chacun est visible a 1’échographie sur chaque ovaire.
Dans le syndrome des ovaires polykystiques, les ovaires contiennent plus de 12 petits follicules
de 2 @ 9 mm de diametre. Ceci se traduit par une augmentation de la taille des ovaires
(plus de 10 mL). Cet aspect est facilement repérable en échographie. La découverte de nombreux
follicules a 1’échographie ne suffit pas pour poser le diagnostic du syndrome OPK
car environ 20 % des femmes en age de procréer présentent ce méme aspect sans pour autant
présenter les autres signes de ce syndrome. L’échographie est réalisée habituellement par voie

vaginale car les ovaires sont mieux visibles par cette voie.

- Anovulation : ces petits follicules décrits précédemment ont spontanément beaucoup de mal
a grossir, il y a donc rarement ovulation. L’absence d’ovulation se traduit par des cycles
menstruels longs de plus de 35 a 40 jours (oligoménorrhée), voire une absence totale de regles
(ameénorrhée). Ces troubles du cycle sont souvent présents des la puberté. Pendant la période
de la vie reproductive, ’absence d’ovulation ou sa rareté est responsable d’une baisse de la

fécondité. Ces troubles provoquent une infertilité chez environ 50 % des femmes avec des OPK.

- Hyperandrogénie : de plus, ces petits follicules ont tendance a produire des androgenes
en exces. Cette anomalie peut &tre mise en évidence par une prise de sang, mais peut egalement

se traduire cliniquement par une pilosité excessive (hirsutisme) ou de I’acné.

- Syndrome métabolique : il existe, chez certaines patientes présentant un syndrome des ovaires
polykystiques, une résistance a I’action de I’insuline avec des taux élevés d’insuline dans le sang.
On peut observer une augmentation de la circonférence de la taille, une tension artérielle limite,
un bilan sanguin limite pour le sucre (glycémie) ou les graisses (triglycérides, HDL) :
c’est ce qu’on appelle communément le syndrome métabolique. Ces anomalies sont plus
fréquentes chez les patientes ayant un surpoids, mais peuvent egalement se voir chez les
patientes minces. Aprés plusieurs dizaines d’années d’évolution, le syndrome métabolique
conduit & des anomalies de la tolérance au sucre et & un risque de diabéte, d’hypertension

artérielle et de maladies cardio-vasculaires [Coussieu, 2004 ; Trimeche et al., 2004].
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Le tableau complet avec les quatre signes précédemment décrits se retrouve chez environ 6 %
des femmes, mais les formes incompletes (de 1 a 3 signes) ne sont pas rares.
Les formes échographiques pures sans autre signe associé pourraient toucher jusqu’a 25 %
des femmes consultant pour infertilité. De plus, chez une méme patiente, le tableau clinique
peut évoluer dans le temps selon le poids (toute prise de poids aggrave les troubles)
ou I’age (les troubles de 1’ovulation ont tendance a s’améliorer a I’approche de la quarantaine alors
que les complications métaboliques vont se manifester plus tard) [Clément et Benkhalifa, 2006 ;

Torrea et Fernandeza, 2007].
5-2- Symptomatologie biologique :

Un bilan hormonal est pratiqué entre le 2°™ et le 5°™ jour du cycle. Chez une patiente
aménorrhéique, les regles sont provoquées par un traitement a base de progestérone pendant
10 jours, apres avoir écarté le diagnostic d’une grossesse.

Le bilan comporte le dosage de la FSH, LH, prolactine, testostérone, Delta 4 androsténedione,
SDHA, 17 béta-cestradiol, 17 hydroxy Progestérone, TSH (Thyroid Stimulating Hormone),
et parfois le dosage de la glycémie et de 1’insulinémie [Cheung, 2010].

Ce bilan montre de fagon variable :

- une inversion du rapport FSH / LH dans 40 % des cas (la LH est supérieure a la FSH) ;

- la prolactine peut étre parfois légérement augmentée mais < 50 ng/ml ;

- les androgénes sont parfois légerement augmentés : testostérone totale entre 0,7 et 1,2 ng/ml ;
Delta 4 androstenedione reste inférieur a 5 ng/ml ; SDHA parfois élevée ; 17 hydroxy
Progestérone parfois éleve ;

- une tendance au diabéte et une hyper-insulinémie [Coussieu, 2004].

6- Prise en charge du syndrome OPK :

Etant donné que l'on ignore l'origine des OPK, il n'existe pas de traitement curatif.
Les traitements disponibles actuellement sont axés sur la gestion des symptémes génants ou de ceux
qui augmentent le risque d'autres maladies. Une alimentation saine et la pratique d'exercices
physiques réguliers constituent des facteurs importants de la prise en charge des OPK quel que soit
le poids des femmes touchées. On recommande aux femmes obéses de maigrir, car une perte
de poids, sans guérir le syndrome OPK, entrainera une atténuation notable des symptomes
[Vause et Cheung, 2010].
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Les médicaments utilisés pour prendre en charge ce dysfonctionnement affectent souvent la fagon
dont le corps utilise I'insuline, ou rétablissent I'équilibre entre les hormones males et femelles.
On utilise des contraceptifs oraux pour traiter plusieurs des symptdmes associés a un OPK
des femmes qui ne désirent pas concevoir au moment du traitement. Ces contraceptifs régulent
les régles et peuvent réduire I'acné. Pour ces femmes, d'autres options affectant les taux d’hormones
incluent  l'utilisation de progestatifs et danti-androgenes peuvent étre  proposées.
Les médicaments qui ameliorent la capacité du corps a utiliser I'insuline aident a réguler le taux
de sucre dans le sang. La metformine en est un exemple ; elle est souvent utilisée
par de nombreuses femmes atteintes du syndrome OPK qui ne sont pas fécondes. Ce médicament
peut également aider a réduire le poids, la pilosité excessive et l'acné. Si la metformine
est inefficace pour le traitement de l'infertilité, il est possible de recommander d'autres options
comme certains médicaments contre l'infertilité (clomiphene). La rosiglitazone ou la pioglitazone
constituent deux exemples d'autres médicaments affectant le taux d'insuline que I'on peut utiliser
pour les femmes atteintes du SOPK [Clément et Benkhalifa, 2006 ; Torrea et Fernandeza, 2007].
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Chapitre 3 Génétique du syndrome des ovaires polykystiques

Le syndrome des ovaires polykystiques est une maladie hétérogéne. Les preuves d’une
composante génétique sont fondées sur des analyses des groupements de cas familiaux.
L’hyperandrogénémie familiale semble étre la caractéristique génétique héréditaire la plus forte.
La majorité des éléments de preuves disponibles sont en faveur d’une maladie multigénique,
influencée par des facteurs environnementaux, avec un mode de transmission qui semble étre
autosomique dominant. Dans le syndrome OPK, la stéroidogeneése est surrégulée dans les cellules
de la théque, ce qui suggere que I’anomalie génétique y affecte les voies de transduction
des signaux contrblant 1’expression d’une famille de génes. De nombreux génes codant pour
les enzymes de la stéroidogenéese (CYP11la, CYP17, CYP19, 3sHSD, 17sHSD et Star), des facteurs
paracrines (activine et ses récepteurs, inhibine A, s-A, s-B et C et follistatine), les gonadotrophines,
la POMC,
dans le déterminisme de 1’obésité (melanocortine, leptine et leurs récepteurs, PPARy) ont été testés
[Amato et Simpson, 2004 ; Crand et Pugeat, 2008].

la SHBG, I’insuline, I’'lGF-1 et leurs récepteurs, IRS-1 et des genes impliqués

Les données suggerent que le syndrome OPK se développe comme la conséquence d’une anomalie
génétique majeure dans la production des androgénes ovariens, conjointement a des

facteurs environnementaux ou d’autres facteurs a l’origine d’une hyper-insulinémie.

L’approche génétique des OPK est complexe, mais devrait nous livrer quelques secrets de sa

physiopathologie de ce dysfonctionnement (figure 5) [Torrea et Fernandeza, 2007].
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Figure 5 : Génetique du syndrome des ovaires polykystique [Seedes, 2014].
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Chapitre 3 Génétique du syndrome des ovaires polykystiques

1- Etudes familiales :

La base des études génétiques est la constatation que la maladie est regroupée au sein
de familles : agrégats familiaux. La premiére étude génétique familiale réalisée en 1968 a étudié
18 patientes avec un syndrome OPK. L’oligoménorrhée, un hirsutisme et une augmentation
du volume des ovaires étaient plus habituellement observés chez les sceurs des cas de syndrome
OPK que chez les sceurs controles. De plus, I’hirsutisme ou la pilosité étaient plus importants chez
les hommes de la méme famille [Legro, 1995]. Dans les années 1970, une transmission dominante
liée au chromosome X du syndrome OPK a été évoquée. Les critéres diagnostiques étaient
I’hirsutisme et des ovaires polykystiques ou bilatéralement augmentés de volume [Simpson, 2001].
Aucune des études familiales existantes concernant le syndrome des ovaires polykystiques n'établit
de facon convaincante un mode de transmission car le nombre de familles étudié est trop faible
et leur puissance statistique est insuffisante. De plus, les criteres diagnostiques utilisés différent
selon les études, de méme que les méthodes avec lesquelles les relations de premier et de deuxiéme
degré sont établies. Les premiéres études ont tenté de regrouper les données a partir
de questionnaires, alors que les études plus récentes se sont basées sur le phénotype.
L'étude des arbres généalogiques suggére qu'il existe une incidence élevée de syndrome des ovaires
polykystiques parmi les parents de premier degré des patientes atteintes. Lorsque I'on calcule
le risque relatif de syndrome des ovaires polykystiques chez des sceurs d'une méme famille,
on constate que l'augmentation du risque est de 6 a 9 quand I'une des sceurs présente ce syndrome,
et ce par rapport au risque dans la population générale [Trimeche et al., 2004].

Malgré [I'hétérogéneité des études, la littérature existante suggére fortement un mode
de transmission autosomique dominant. Prés de 50 % des sceurs de femmes diagnostiquées
porteuses du syndrome des ovaires polykystiques auraient des taux élevés de testostérone totale
et biodisponible, suggérant, la encore, que I'hyperandrogénie est un trait dominant. La contribution
des facteurs génétiques dans I'élévation des taux d'androgénes plasmatiques a été récemment mise
en évidence sur une large population d'étude non atteinte du syndrome des ovaires polykystiques.
La transmission apparait néanmoins complexe et non expliquée complétement par un modéle
purement autosomique dominant. Il pourrait en effet étre liee a I'X ou étre polygénique.
On peut regretter qu'il y ait eu peu d'études de jumelles monozygotes atteintes du syndrome des
ovaires polykystiques, étant donné leur puissance potentielle pour mettre a jour les bases génétiques
de la maladie. Essentiellement des case-reports ont été publiés, et actuellement, la plus grande étude
de jumelles disponible n'apporte que peu d'élément dans la description des facteurs génétiques
du syndrome des ovaires polykystiques [Clément et Benkhalifa, 2006 ; Crand et Pugeat, 2008 ;

Jesintha et al., 2015].
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Chapitre 3 Génétique du syndrome des ovaires polykystiques

2-  Anomalies moléculaires impliquées dans le syndrome OPK :

A cette date, les génes candidats qui ont été explorés sont ceux impliqués dans la synthése
et l'action des hormones stéroides, ceux impliqués dans le métabolisme des glucides,
et ceux impliqués dans I'action et la régulation des gonadotrophines. Ces génes candidats avaient été
sélectionnés car ils pouvaient rendre compte de certaines caractéristiques du syndrome des ovaires
polykystiques [Torrea et Fernandeza, 2007].

Le syndrome OPK affectant de multiples types cellulaires, des génes largement exprimés
sembleraient étre les candidats les plus adaptés. 1l y a eu un intérét important porté a la régulation
du gene codant pour I'enzyme initiatrice de la synthése d'androgénes : la 17 alpha-hydroxylase /
17, 20-lyase, codée par le géne C17. Cependant, les etudes sur les cellules thécales d'ovaires
de femmes ayant syndrome des ovaires polykystiques ont révélé des altérations de la
stéroidogenése, ne concernait pas uniquement l'activité de la 17 alpha-hydroxylase / 17, 20-lyase

car on retrouve également une production augmentée de la progestérone [Simpson, 2000].

2-1- Geénes impliqués dans la synthese des glucocorticoides :
a- Gene CYPl1A:

CYP11A code pour le cytochrome P450scc ou (cholesterol-mono-oxygenase side-chain-
cleavage) ; I’enzyme de clivage de la chaine latérale du cytochrome P450 qui assure la premicre
¢tape de synthése des hormones stéroides par la conversion cholestérol en AS5-prégnénolone.
Dans Le promoteur du géne CYP11lA, un polymorphisme de répétition d’un motif
penta-nucléotidique (TTTTA) existe. L’allele 4 (pour 4 répétitions du motif) est associ€¢ a
une élévation de la concentration circulante de testostérone dans des familles d’OPK.
L’association de ce polymorphisme et du syndrome OPK a été confirmée par des auteurs dans une
étude sur une population grecque. Cependant, une étude espagnole, réalisée par la suite,
n’a pas montré d’influence de ce polymorphisme sur I’hyperandrogénie. Ces différences observées
sont peut-étre dues a I’influence ethnique des populations étudiées. Il a été également démontre
que 1’association allélique 4/6 est associée aux concentrations les plus élevées d’androsténedione

dans une population de femmes hirsutes [San Millan et al., 2001].

b- Gene CYP17:

Le géne CYP17Al localisé en 10g24.3 contient 8 exons et dont I'ADNc s'étend sur
une longueur de 1527 pb. La synthese des androgénes est assurée par une enzyme,
le cytochrome P450c17, qui assure la double activité 17a-hydroxylase et 17,20-lyase.
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Chapitre 3 Génétique du syndrome des ovaires polykystiques

Un polymorphisme particulier du promoteur du géne CYPL17 qui crée un site additionnel
de transcription pour le facteur SP1 et qui augmenterait 1’expression de CYP17 et donc la synthése
d’androgénes a été décrit et dont 1’association avec le phénotype OPK n’a pas été démontrée.
Il a été également démontré que ’activité 17,20-lyase et donc la sécrétion d’androgénes pourraient
étre augmentées apres phosphorylation d’une sérine, mais ce résidu sérine et la protéine kinase

responsable de cette phosphorylation ne sont pas identifiés [Diamanti-Kandarakis et al., 1999].

c- GeéneCYP21:

Les mutations du gene CYP21 codant pour la 21-hydroxylase sont responsables de formes
majeures d'hyperplasie congénitale des surrénales, maladie pouvant mimer le phénotype syndrome
des ovaires polykystiques. Des études récentes ont montré qu'il existait une prévalence importante
de mutations de CYP21 dans la population des femmes ayant un syndrome des ovaires
polykystiques, y compris en cas de réponse normale de la 17 hydroxy-progestérone au
test a 'ACTH (Adreno Cortico Trophic Hormone). Le r6le des mutations hétérozygotes du géne
CYP21 dans le développement de I’hyperandrogénie fonctionnelle est encore sujet a controverse.
Pour certains, 1’existence de mutations hétérozygotes du CYP21 chez les femmes présentant une

hyperandrogénie ovarienne fonctionnelle était un fait acquis [Witchel et al., 2000].

d-  Geéne du récepteur aux androgenes :

Le gene du AR (Androgen Receptor) aussi appelé DHTR (Di-Hydro-Testosterone Receptor)
est localisé en Xqll-ql12. Il s’étend sur environ 90 kb et comporte 8 exons. Plus de 600 mutations
ont ¢ét¢ décrites sur ce récepteur entrainant le plus souvent un syndrome d’insensibilité
aux androgenes; ces mutations sont responsables d’environ la moitié des cas de
pseudo-hermaphrodisme masculin. Le géne AR contient un polymorphisme de répétition
du nucléotide CAG dans I’exon 1, qui code pour une chaine poly-glutaminique de I’extrémité N
du récepteur. L’allele le plus fréquent contient 20 répétitions CAG et il semble que plus ce
tri-nucléotide est répété, plus la transcription du récepteur est diminuée [Crand et Pugeat, 2008].
Une association entre la diminution du nombre de CAG et un hirsutisme a été montrée dans
une population de femmes hispaniques ayant des taux normaux de testostérone, une association
entre la diminution du nombre de CAG et des patientes anovulatoires ayant des taux normaux
de testostérone a également été montrée et trés récemment dans une population de femmes OPK.
Cependant, d’autres études ne retrouvent pas cette association, ces différences pourraient étre
expliquees par le fait que ce géne, étant situé sur le chromosome X, est soumis au phénoméne

aléatoire d’inactivation d’un des chromosomes X [Rajender et al., 2013].
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e- GeénedelaSHBG::

Le gene SHBG s'étendant sur 3,2 kb est situé sur le bras court du chromosome 17 dans
la région pl2-pl3 et est organisé en 8 exons séparés par 7 introns courts. Ce géene code pour
la globuline liant les hormones sexuelles et en particulier a la testostérone et a l'estradiol
[Amato et Simpson, 2004]. Les hormones sexuelles circulent dans le sang, liées principalement
a la SHBG et dans une moindre mesure a I'albumine sérique. Seule une petite fraction n'est pas liée,
elle est dite libre, donc biologiquement active et en mesure d'entrer dans une cellule réceptrice et
de l'activer. La SHBG inhibe donc la fonction de ces hormones en régulant leur biodisponibilite.
Un taux anormalement bas de SHBG est fréquemment retrouvé chez les patientes OPK et contribue
a aggraver ’hyperandrogénie. L’association entre un polymorphisme de répétition d’un motif
penta-nucléotidique (TAAAA)N situé dans le promoteur du gene SHBG a été démontrée avec
le taux circulant de SHBG chez les patientes présentant un hirsutisme. Cette observation, confirmée
par plusieurs groupes d’étude, situe le géne de la SHBG comme un géne de susceptibilité pour
le risque de développer un syndrome OPK [Xita et al., 2002].

2-2- Geénes impliqués dans le métabolisme des carbohydrates :

La fréquence de [linsulino-résistance et des troubles fonctionnels des cellules
béta-pancréatiques en cas de syndrome des ovaires polykystiques, ainsi que le risque accru
de développer un diabéte de type Il, sont maintenant bien admis. De plus, I'insuline agissant via son
propre récepteur et, a fortes concentrations via le récepteur a I'lGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1),
et stimule la stéroidogenése. Ceci a conduit a des investigations partant de I'hypothése
que l'insulino-résistance puisse étre I'anomalie clef du syndrome OPK [Crand et Pugeat, 2008].

a-  Gene du récepteur de ’insuline :

Les mutations du géne du récepteur a l'insuline entrainent une insulino-résistance sévere
associée a un acanthosis nigricans et un syndrome des ovaires polykystiques. Quelques études
ont examiné la séquence du géne du récepteur de I'insuline chez des patientes ayant un syndrome
des ovaires polykystiques, avec ou sans insulino-résistance. Aucune donnée pertinente n'a été mise
en évidence. Cependant, des géenes proches du récepteur de l'insuline peuvent contribuer
au syndrome des OPK. Deux travaux indépendants ont trouvé une association entre un marqueur
(D19S884 sur le chromosome 19p13.3), situé a 2 méga-bases du récepteur de linsuline,
proche du centromere, et le syndrome des ovaires polykystiques. Il existe une corrélation marquée
entre le taux de testostérone et cette région chromosomique comportant 100 000 nucléotides.

Il s'agit d'un locus a priori indépendant du géne du récepteur de l'insuline [Jin et al., 2005].
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Cette région a été séquencée, avec identification de 7 nouveaux genes qu'il reste a caractériser.
Le potentiel de cette région est particulierement intéressant car elle pourrait posséder un géne
influencant la production de testostérone. Des femmes présentant des variants de ce gene avec
une production de testostérone excessive, auraient un risque plus élevé de développer un syndrome
des ovaires polykystiques, particulierement en cas d'obésité ou de diabete de type Il associé.
Il existerait ainsi une prédisposition a une secrétion excessive d'androgenes. Ce locus apparait
comme une région candidate majeur dans l'identification des génes du syndrome des ovaires

polykystiques, requérant une étude plus approfondie [Kashima et al., 2013].

b-  Géne de Pinsuline :

Un variant allélique (classe Ill) de la partie hypervariable VNTR (Variable Number of
Tandem Repeat) situé en 5’ en amont du géne de I’insuline (11p15.5) est associé a une grande
capacité a sécréter de I’insuline. Ce polymorphisme de classe 111 a été retrouvé plus fréquemment
associé au phénotype OPK, particulierement chez les femmes avec cycles anovulatoires.
Ces femmes avec un ou deux alléles classe Ill avaient un hyperinsulinisme et un indice de masse
corporelle plus élevés que celles avec un génotype I/l. De plus, les homozygotes I1I/I1l étaient
plus fréguemment retrouvés chez les femmes OPK symptomatiques que chez les femmes
OPK non symptomatiques. Si on retient également [|’association de ce variant allélique
avec le diabéte de type 2, ce polymorphisme de classe 1l pourrait prédisposer au syndrome OPK

avec anovulation et au risque de développer un diabéte de type 2 [Ong et al., 1999].

c-  Gene des protéines substrats du récepteur de I’insuline :

Les protéines substrats du récepteur de 1’insuline ou IRS (Insulin Receptor Substrate : IRS-1
et IRS-2) sont indispensables a la transduction du signal de D’insuline dans les cellules.
Il a été montré, sur des fibroblastes en culture de patientes OPK, que 1’augmentation
de la phosphorylation de la sous-unit¢ B du récepteur de I’inuline diminue son activité
tyrosine-kinase et donc une diminution du signal transductionnel de I’insuline, ce qui expliquerait
I’insulino-résistance dans 50 % des cas. Cependant, une autre eétude n’a pas montré d’association
entre le syndrome OPK et le gene IRS. Des variants alléliques de IRS-1 et IRS-2 ont été retrouvés de
facon prédominante chez 53 patientes ayant un syndrome OPK, ces variants étaient, par ailleurs,

plus fréquents chez les patientes avec insulino-résistance [Ehrmann et al., 2002].
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d- Geéne de la calpaine 10 :

Les protéines de la famille des calpaines (CAPN) sont des protéases, enzymes capables
de digérer des protéines. L’un des membres de cette famille multigénique semble lier au diabéte
de type II : il s’agit de la calpaine 10 (CAPN-10). Ce n’est pas la premicre fois qu'une protéase
est reliée au diabéte : parmi les genes soupconnés de predisposition au diabéte, on retrouve
déja deux autres protéases (la carboxypeptidase E et la pro-hormone convertase 1).
Le gene capn-10 est un gene complexe, formé de 13 exons et 15 introns, porté sur le bras long du
chromosome 2. Ce geéne s’exprime, par ¢épissage alternatif, en 8 protéines différentes :
CAPN-10a, b, c, d, e, f, g, et h. Ce grand nombre d’isoformes, ainsi que I’expression ubiquitaire
de CAPN-10, suggere un grand nombre de réles cellulaires différents pour les produits de ce géne.
La calpaine est une cystéine protéase qui semble augmenté la susceptibilité au diabéte de type 2
en majorant le risque d’insulino-résistance. 1l a été montré que [I’haplotype 112/121
était significativement associé a I’insulino-résistance et a un risque deux fois plus important
de syndrome OPK. Par ailleurs, I’allele C du locus UCSNP45 de ce gene serait associé a un

hirsutisme idiopathique [Dasgupta et al., 2012].

e-  Geéne de la résistine :

La résistine est une hormone protéique sécrétée par le tissu adipeux. Les concentrations
sériques de résistine sont augmentées chez la souris obése. Chez ces animaux, 1’administration
d’un anticorps anti-résistine corrige les niveaux de glucose circulant et améliore la sensibilité
a I’insuline. Mais 1’administration de résistine recombinante n’entraine qu’une intolérance
au glucose. A I’inverse, la diminution de I’expression de la résistine est associée a I’augmentation
de la sensibilit¢ a I’insuline chez la souris. Chez 1’homme sain, I’expression du gene
de la résistine est tres faible. Ainsi, le concept de “résistine ” : hormone principalement inductrice
d’insulino-résistance, reste a confirmer. Les premiers résultats d’études génétiques réalisées au sein
de plusieurs populations sont contradictoires et ne vont pas dans le sens d’une contribution forte
du gene de la résistine au syndrome métaboliqgue humain. Du fait de 1’action de 1’hormone,
il était plausible que le géne de la résistine soit un géne de susceptibilité a ce syndrome.
Cependant, 1’étude du polymorphisme chez trois groupes de femmes de phénotypes différents

incluant les OPK n’a pas mis en évidence d’association significative [Urbanek et al., 2003].
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2-3- Génes impliqués dans I’action et la régulation des gonadotrophines :
a- Geénede la LH et de son récepteur

La LH joue un rble déterminant, potentialis¢ par 1I’hyperinsulinisme, dans la production
thécale des androgenes. L’analyse structurale du géne de la sous-unité b de la LH révéle I’existence
de polymorphismes Trp8Arg et Ilel5Thr responsables de variants structuraux de la LH.
Ces anomalies ont été retrouvées avec la méme fréquence chez les femmes avec un syndrome OPK
et chez les sujets normaux. En revanche, aucune étude n’a été réalisée chez les adolescentes.
Des mutations inactivatrices du récepteur de la LH ont été identifiées chez des filles de caryotype
normal (XX), ayant une aménorrhée primo-secondaire avec un taux elevé de LH et des ovaires
polykystiques & 1’échographie. A ce jour, aucune étude génétique n’a intéressé le géne du récepteur

de la LH chez des adolescentes présentant un authentique syndrome OPK [Kurioka et al., 1999].

b-  Geéne de la FSH et de son récepteur :

La FSH joue un role déterminant dans la maturation folliculaire et la sécrétion d’cestrogénes
par les cellules de la granulosa. Chez les patientes ayant des OPK, il existe un arrét de la maturation
folliculaire, ce qui suggere de probables anomalies du géne de la FSH et/ou de son récepteur.
Le géne FSHR (FSH Receptor), localisé en 2p16.3, s’étend sur 54 Kb et contient 10 exons codant
pour une protéine de 695 acides aminés. Des SNPs (Single-Nucleotide Polymorphism) ont été
décrits dans ce geéne entrainent différents haplotypes qui modifient 1’action de 1’hormone.
Chez I’humain, I’'impact de tous ces variants est encore mal connu [Mohiyiddeen et al., 2012].
Le séquencage du gene de la sous-unité b de la FSH chez 135 femmes ayant un syndrome OPK
et 105 sujets contrdles a été réalisé. On n’a pas retrouvé de mutations du géne mais simplement
un polymorphisme C76T sur I’exon 3. Ce polymorphisme était plus fréquent chez les obeses avec
un syndrome OPK et son caractere homozygote était retrouvé chez les patientes avec des OPK
plutét que chez les sujets controles. De méme, les études du geéne du récepteur de la FSH n’ont pas
mis en evidence d’association avec ce dysfonctionnement Le variant allélique Thr307/Ser680

a été retrouvé a égale fréquence chez les patients et les sujets normaux [Fu et al., 2013].

c- Geéne de la follistatine :

Les follistatines sont des protéines impliquées dans la régulation fine de ’action des facteurs
de croissance de la famille du TGFp (Transforming Growth Factor ), modulant notamment 1’action
des activines et des inhibines. Elles sont codees par le géne de la follistatine (FS) mesurant 5,49 kb

et localisé sur le chromosome 5 humain [Crand et Pugeat, 2008].
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Les follistatines existent sous trois isoformes qui se distinguent sur la base du nombre
d’acides aminés qui les constituent (315, 303 et 288). Deux de ces isoformes sont obtenus
par epissage alternatif (FS-315 et FS-288), le dernier (FS-303) est obtenu par excision d’un peptide
de 12 acides aminés dans la partie C-terminale de I’isoforme FS-315. Les follistatines sont
synthétisées au niveau des cellules gonadotropes mais aussi au niveau des cellules folliculostellate
dans I’hypophyse antérieure, et par les cellules de la granulosa dans 1’ovaire. Mais elle est produite
par bien d’autres types cellulaires dans d’autres organes. Les follistatines inactivent les facteurs
de croissance membres de la famille du TGFB en se liant sur eux affectant la quantité de
ces protéines pouvant se fixer sur leurs récepteurs. Elles ont la propriété d’agir a proximité de leur
lieu de production. Dans le cas de 1’activine / inhibine, la follistatine se lie aux sous-unités 3 de ces
protéines. De ce fait, il faut deux follistatines pour inactiver une activine et une pour une inhibine.
Dans une vaste étude portant sur 37 genes candidats du syndrome des OPK au sein d’une
population hétérogene de patientes avec un syndrome OPK dont des adolescentes, il a été noté que
la plus forte liaison était observée pour le géne de la follistatine [Urbanek et al., 2000].
On dénombre aujourd’hui 20 variants du gene de la follistatine, le plus fréequent étant le variant
A78T sur I’exon 6 du geéne. Les conséquences fonctionnelles de ce polymorphisme n’ont pas été
bien établies puisqu’on n’a pas noté de différences d’expression de I’ARNm dans les fibroblastes
des sujets avec des OPK comparés aux sujets sains. Ces résultats remettent en question le réle

de la follistatine dans la physiopathologie du syndrome OPK [Jesintha et al., 2015].

d-  Geénes du récepteur de la dopamine :

On connait actuellement cing types de récepteurs de la dopamine, codés par cing genes
différents. Ce sont tous des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), formés par des protéines
comportant sept hélices transmembranaires. La dopamine inhibe la sécrétion de la GnRH et
de la prolactine. Des polymorphismes ont été identifiés au niveau des génes des récepteurs D2 et D3
de la dopamine. L’homozygotie pour l’allele rare (allele 2) du récepteur D3 a été associée
a la résistance au citrate de clomifene chez les femmes d’origine espagnole [Legro et al., 1995].
Une étude cas-témoins, réalisée chez des femmes d’origine ethnique différente, n’a pas montré
d’association significative entre les différents alléles du récepteur D3 de la dopamine et le SOPK
[Kahsar-Miller et al., 1999].
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3- Geéne CYP1ALl et syndrome OPK :

Les cytochromes P450 (CYP) forment une superfamille multigénique d’enzymes impliquées
dans le métabolisme oxydatif de molécules trés diverses, comprenant aussi bien des xénobiotiques
que des substances endogéenes comme les hormones stéroidiennes. Les cytochromes P450 ont tous
en commun un thiolate comme ligand axial du fer au centre de I’héme. Chez 1’humain,
les cytochromes P450 sont présents dans presque tous les tissus, sauf le muscle, les os et
les globules rouges. Les organes particulierement riches en cytochromes P450 sont le foie et
les glandes surrénales. Les réactions de bio-transformation des xeénobiotiques catalysées par
les cytochromes P450 s’inscrivent dans un processus de détoxification évitant I’accumulation de
substances potentiellement toxiques dans 1’organisme. La grande diversité des molécules
rencontrées a conduit au cours de 1’évolution a une importante variabilité inter- et intra-espéce
en termes de profil métabolique. Une des caractéristiques de ces enzymes est leur inductibilité,
en particulier par certaines hormones, médicaments ou polluants chimiques. Paradoxalement,
ces enzymes peuvent parfois catalyser 1’activation chimique de certains composés et produire

des métabolites toxiques, mutagénes voire cancérogenes (figure 6) [Ortiz de Montellano, 2004].
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Figure 6 : Implication des CYPs dans le métabolisme des cestrogénes [Coumoul et Barouki, 2002]
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Chez I’homme, les formes quantitativement prépondérantes de cytochromes P450
sont représentées par les sous-familles CYP1, CYP2C et CYP3A. On dénombre actuellement
17 familles de cytochromes P450 chez 1I’homme, comportant 49 geénes et 15 pseudogenes.
Les formes prépondérantes de P450s sont représentées par les sous-familles CYP1A, CYP2C
et CYP3A. Le CYP1A2 est essentiellement exprimé au niveau du foie. A l'inverse, les CYP1A1
et CYP1B1 sont surtout des iso-enzymes retrouvees dans des tissus extra-hépatiques. De plus,

les CYPs humains sont tres polymorphes (http://www.cypalleles.ki.se/). Ceci peut modifier

la susceptibilitt a certaines pathologies ou modifier la réponse a certains traitements
médicamenteux. Un polymorphisme génétique important pour plusieurs CYP conduisant a
des niveaux d’expression enzymatiques tres différents selon les individus traduisant des différences
interindividuelles a été mis en exergue [Williams et al., 2000].

Le géne CYP1Al code pour une mono-oxygénase ; enzyme de détoxification inductible par
les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP) impliquée dans le métabolisme
des xénobiotiques et dans celui du cholestérol, des stéroides et autres lipides. Ce géne est localisé
en 15922-g24. Il contient 7 exons et 6 introns. 1l comprend 5987 pb. Il est localisé a 25 kb
du CYP1A2 et code pour une protéine de 512 acides aminés. Le géne CYP1Al est
sous le contréle d’un facteur de transcription ; le récepteur des hydrocarbures aromatiques
AHR (Aryl Hydrocarbon Receptor). L’expression de CYP1A1 est a prédominance extra-hépatique.
Plusieurs polymorphismes de CYP1Al ont étés décrits dans la littérature (figure 7)
[Masson et al., 2005].
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- | [ -
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Zenobiotic responsive elements
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Figure 7 : Polymorphisme du géne CYP1A1 [Williams et al., 2000].
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Il existe quatre polymorphismes qui sont les plus étudiés pour leur implication dans plusieurs

pathologies :

- ml (CYP1A1*2 ou CYP1A1*2A) : sujet de notre étude, identifié en 1987, le polymorphisme
T3801C (rs4646903) situé dans la région 3’ non codante en aval du site de poly-adénylation a pour
conséquence I’apparition d’un nouveau site de restriction Mspl. Ce polymorphisme altére
la stabilité de I’ARNm codé et le niveau d’expression du géne générant ainsi une protéine fortement

inductible par les hydrocarbures et une activité enzymatique augmenteée.

- m2 (CYP1A1*2C) : identifié en 1991, le polymorphisme A2455G (rs1048943) localisé dans
I’exon 7 (codon 462) conduit a la substitution Ile462Val avec pour conséquence la disparition d’un

site de restriction BsrDI.

- m3 (CYP1A1*3) : identifié en 1993, le polymorphisme T3205C dans la région 3’ non codante
en amont du site de poly-adénylation a pour conséquence I’apparition d’un nouveau site de

restriction Mspl.

- m4 (CYP1A1*4) : identifi¢ en 1996, le polymorphisme C2453A (rs1799814) dans 1’exon 7
(codon 461) conduisant a la substitution Thr461Asn avec pour conséquence la disparition d’un site
de restriction Bsal [Bartsch et Nair, 2000].

Des preuves suggerent que les polymorphismes fonctionnels communs dans le géne CYP1A1l
augmentent la susceptibilit¢ d'un individu a un syndrome des ovaires polykystiques,
mais les résultats publiés individuellement ne sont pas concluants [Clément et Benkhalifa, 2006].
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Patients et témoins :

[
1

Patients :

Les personnes incluses dans notre étude sont des femmes diagnostiquées avec
un authentique syndrome des ovaires polykystiques par des médecins cliniciens, recrutées
au niveau de la maternité Sidi-Mabrouk de la ville de Constantine. Tous ces individus,
aprés lecture et explications, ont signé un consentement éclairé nous autorisant a I’utilisation
de leurs données clinico-biologiques et de leur matériel génétique (ADN) dans la réalisation
de cette étude (annexe I). Ces patients ont répondu également un questionnaire (annexe 1)
visant a recueillir les données cliniques et biologiques en rapport avec le dysfonctionnement
étudié. Le recrutement des patients en vue de I’analyse génétique s’est étendu de Mars 2017
a Mai 2017. Dans cette étude, nous avons inclus cing patientes dont le diagnostic a été
confirmé en se référant aux critéeres de Rotterdam (Consensus ESHRE/ASRM, 2003).
Selon ces criteres d’inclusion, nous avons sélectionné toute patiente se présentant
en consultation pendant la période citée ci-dessus et qui présente au moins 2 des 3
caractéristiques  clinico-biologiques  suivantes: une oligo et/ou  anovulation,
une hyperandrogénie clinique et/ou biologique et enfin un aspect échographique
d’ovaires polykystiques (d’au moins 12 follicules de 2 4 9 mm de diamétre par ovaire et/ou
de volumes ovariens supérieurs a 10 ml par ovaire).

Suivant le méme consensus, des critéres d’exclusions ont été établis de maniére rigoureuse.
En effet, devant des signes cliniques d’hyperandrogénie ou une obésité androide,
il faut évoquer le diagnostic du syndrome des ovaires polykystiques tout en prenant soin
d’éliminer des pathologies qui présentent les mémes manifestations cliniques, associées
a des irrégularités menstruelles et des signes majeurs de virilisation (raucité de la voie,
alopécie majeure). Ces pathologies peuvent étre: un syndrome de Cushing,
une hyper-prolactinémie, une hyperplasie congénitale des surrénales dite “ non classique ”,
des tumeurs surrénaliennes androgéno-sécrétantes ou de possibles tumeurs ovariennes
androgéno-sécrétantes. Des causes iatrogénes peuvent également conduire a une confusion :
certains médicaments peuvent étre a 1’origine des signes d’hyperandrogénie clinique
ou des troubles des regles notamment les progestatifs de synthese avec effets androgéniques,
les stéroides anabolisants, ainsi que certains antiépileptiques surtout 1’acide valproique-

Dépakine®.
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2-  Témoins:

Un total de 84 personnes en bonne santé apparente, et ce aprés la realisation
d’un questionnaire dument renseigné, ont été recrutés comme témoins dans cette étude.
Le matériel génétique de ces témoins a été recueilli dans le cadre d’études précédentes
ayant prospectées d’autres dysfonctionnement et ce au niveau du laboratoire de recherche

Biologie et Génétique Moléculaire du CHU Ben Badis, Constantine.

IlI- Etude moléculaire :

1-  Extraction d’ADN a partir de sang total :

a- Le prélevement sanguin : le prélevement sanguin est recueilli dans des conditions stériles
par ponction veineuse, dans un tube vacutainer contenant de ’EDTA (Ethylene Diamino
Tetracetic Acid) comme anticoagulant, en quantité de 5 a 10 ml. L’EDTA est un chélateur
de cations bivalents (Mg*™, Ca*™") nécessaires au fonctionnement des ADNase. Il est donc
utilisé également comme inhibiteur indirect des nucléases. L’extraction de I’ADN
est lancée immédiatement ou, si les conditions ne le permettent pas, dans les 3 a 5 jours

qui suivent le prélevement conservé a +4°C.

b- L’extraction de ’ADN : les leucocytes représentent la source d’ADN la plus facilement
exploitable. Plusieurs techniques d’extraction peuvent é&tre utilisées (au chlorure
de guanidine, au phénol-chloroforme). Celle employée dans le laboratoire de Biologie et
Génétique Moléculaire du CHU Ben Badis est une approche qui se fait sur un prélévement
de sang total et en utilisant un solvant inorganique, le NaCl. L’extraction se fait en trois

étapes : préparation des leucocytes, extraction de I’ADN proprement dite et solubilisation.

- Préparation des leucocytes : les leucocytes sont séparés du sang total par lyse
hypotonique des érythrocytes dans un tampon Tris-EDTA (TE) 20:5 pendant
10 minutes dans la glace (annexe 11). Apres lavage, le culot est remis en suspension
dans le TE 20:5.

- Extraction de I’ADN : se fait par ajout d’un tampon de lyse (annexe II),
du Sodium Dodécyle Sulfate (SDS) a 10 % (detergent a action lytique sur
les membranes cellulaires qui dénature les protéines et inhibe I’action des nucléases)
et de la protéinase K a 10 milligramme (mg)/ millilitre (ml) (enzyme qui dénature

et dégrade les protéines).
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Les tube tournent sur une roue a 27°C une nuit et sont refroidis le lendemain

dans la glace pendant 5 minutes. On ajoute ensuite 1 ml de NaCl 4M pour permettre

la libération de I’ADN nucléaire dans le lysat ainsi que la digestion et 1’élimination

des protéines qui lui sont associées par précipitation avec le NaCl. La pelote d’ADN

est formée dans le surnagent par précipitation avec 1’éthanol pur. Une fois la pelote
®

d’ADN récupérée avec une pipette Pasteur™, elle est rincée deux fois dans 1’éthanol

a 70 % et mise dans un tube Nunc® de 1,5 ml.

- Solubilisation : ’ADN ainsi obtenu est solubilis¢ en phase aqueuse en ajoutant
300 a 1000 microlitre (ul) d’eau Préparation Pour injectable (PPi) selon la grosseur
de la pelote d’ADN formée. On laisse 2 a 3 jours sur agitateur-rotateur a 37°C,

puis a température ambiante jusqu’a dissolution compléte (1 a 2 jour).

2-  Détermination de la concentration, la pureté et de la qualité de ’ADN extrait :

La pureté ainsi que la concentration de I’ADN sont déterminées par spectrophotométrie
a Ultra-Violet (UV) avec un Nanodrop®: spectrophotométre qui ne nécessite pas 1’utilisation
de cuvette. Un volume de 2 ul de I’échantillon est déposé directement a I’extrémité
d’un cable de fibre optique. Lorsque celui-ci est mis en contact avec un second céable
par fermeture de 1’appareil, 1’échantillon est maintenu par une tension de surface et traversé
par un signal lumineux. Il est possible ainsi de mesurer et de quantifier I’ADN double
ou simple brin. L’un des inconvénients majeurs de ce type de mesure réside dans le fait
que toute molécule parasite qui absorbe la lumiére est prise en compte dans la mesure
de la concentration. L’analyse de ’absorbance se fait par un logiciel (Nanodrop® 1000 v3.7)
installé sur un ordinateur relié a I’appareil. L’ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines
qui représentent les témoins de contamination absorbent a 280 nm. L’absorption, absorbance
ou Densité Optique (DO) est mesurée a 2 longueurs d’ondes différentes (260 et 280)
et un rapport est établis (260 / 280) automatiquement par le logiciel. En interprétant le rapport
de DO 260 nm / DO 280 nm, la pureté¢ de I’ADN est déterminée en vérifiant une éventuelle
contamination par les protéines ou par les ARN.
On considere que : ’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO260 / DO280
est compris entre 1,6 et 2 (1,6 <R < 2), I’ADN est contaminé par les protéines si R < 1,6
et que ’ADN est contaminé par les ARN si R > 2. La concentration de ’ADN est donnée
directement en nanogramme (ng) par pl et doit étre idéalement supérieure a 50 ng/ul

pour optimiser la réalisation d’'une PCR.
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3- Génotypage du CYP1A1 :

Afin de génotyper notre population pour le polymorphisme d’intérét du géne CYP1AL,
nous avons été amené a réaliser une technique de PCR/RFLP (Polymerase Chain Reaction /
Restriction Fragment Length Polymorphism) ou PCR/digestion. Cette technique est basée
sur le fait que la présence de 1’alléle muté crée ou entraine la disparition d’un site de coupure
pour une enzyme de restriction donnée. On amplifie d’abord, par PCR, un segment d’ADN
specifique de la région d’intérét contenant la mutation ponctuelle étudiée. Le produit
d’amplification est ensuite digéré par une enzyme de restriction adéquate et les produits
de digestion sont séparés par électrophorese. Le profil électrophorétique de digestion
ainsi obtenu permet de constater la présence ou 1’absence d’une coupure enzymatique

du produit amplifié, révélant la présence ou I’absence du polymorphisme.

3-1- Amplification de la région 3’ non codante du CYP1A1l :

Pour prospecter le polymorphisme T3801C (rs4646903) de la région 3’ non codante,
connu également sous la désignation de 1’alléle m1, du gene CYP1A1, nous avons amplifié
par PCR une partie de cette région 3’ non codante en utilisant une paire d’amorces

spécifiques.

Matériel :

- Micropipettes et pointes,

- Eppendorfs®,

- Vortex,

- Petite centrifugeuse,

- Tubes de PCR,

- Thermocycleur (Techne® iCycler).

Réactifs :

Les réactifs utilisés pour la préparation du milieu réactionnel de la PCR ainsi
que les quantités necessaires pour chaque tube sont mentionnées dans le tableau ci-apres.

La préparation du milieu réactionnel de la PCR se fait dans la glace.
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Tableau I : Composition du milieu réactionnel de la PCR pour 1’amplification
de la région 3’ non codante du géne CYP1A1.

Réactif Vol/tube (ul)

ADN (~50ng) 1
Tampon 10X (Sans MgCly) 5
deoxyribo-Nucléotide Tri-Phosphate (ANTP) 2Mm 5
MgCl2 50Mm 3

Thermus aquaticus (Taq) Polymerase (Bioline® 250U) 0,4

H20O distillée (PPi) 35,2

Amorces (F : Forward) 0,2

Amorces (R : Reverse) 0,2

50

Les séquences des amorces utilisées pour 1’amplification sont mentionnées dans le tableau

ci-dessous.
Tableau 11 : Sequences des amorces utilisées pour I’amplification
de la région 3’ non codante du géne CYP1AL.
Taille de la
Amorces Séquence (5°—3°) région
amplifiée (pb)
CYP1Al (F) CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT 240
CYP1Al (R) TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT
Tableau 111 : Programme du thermocycleur pour I’amplification

de la région 3’ non codante du géne CYP1A1 (durée : 108 minutes).

Processus Température (°C) Temps Cycles
Dénaturation initiale 95 4 minutes 1
Dénaturation 95 30 secondes
Hybridation 61 30 secondes 40
Elongation 72 30 secondes
Elongation finale 72 4 minutes 1
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3-2- Digestion et migration sur gel d’agarose :
a-  Principe:

Pour la mise en évidence du polymorphisme recherché, les produits de PCR sont soumis
a une digestion enzymatique en clivant les molécules a des points précis appelés sites
de restriction. Une modification par mutation dans la séquence du site de restriction pourrait
entrainer ou empécher l'action de I'enzyme ; autrement dit : faire disparaitre ou apparaitre
un site de restriction spécifique. Ces modifications de I'ADN sont détectées par des variations
du nombre et de la longueur des fragments de restriction obtenus aprés digestion
enzymatique. Pour cette technique connue sous I’appellation RFLP, le profil
électrophorétique ainsi obtenu est appelé profil de restriction.
Le polymorphisme T3801C fait apparaitre un site de restriction supplémentaire pour Hpall
(figure 8) enzyme extraite de la bactérie Haemophilus parainfluenzae (American Type
Culture Collection (ATCC) 49669) ou celui de son isoschizomeére Mspl extraite de bactéries
du genre Moraxella (ATCC 49670).

5°.... C/CGG...3
3.... GGCTC....5°

Figure 8 : Représentation schématique du site de restriction de I’enzyme Hpall.
Matériel :

- Support pour le moulage,

- Etuve,

- Erlenmeyer®,

- Micro-onde,

- Cuve d’¢lectrophorése et peigne,
- Plaques pour coloration,

- Pipette,

- Générateur de courant,

- Chambre avec lampe UV munie d’un systéme de photographie-impression.
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Réactifs :

- Enzyme de restriction Hpall (Kit BioLabs®),

- Tampon de digestion 1X (CutSmart® Buffer) (Kit BioLabs®),
- Gel d’agarose (UltraPure™ Agarose) (3 %),

- Tris-Borate EDTA (TBE) 1X (100 ml par gel),

- BET (Bromure d'EThidium),

- BBP (Bleu de Bromo-Phénol) (dilué au %2 dans le TBE1X),

- Marqueur de taille (100 a 600 pb) (annexe I11).

b-  Mode opératoire :

Aprés préparation du milieu réactionnel de la digestion (annexe I1), les produits de PCR

sont mis en incubation pendant 5 heures a 37°C dans I’étuve. La digestion est stoppée
par immersion dans un bain marie a 80°C pendant 20 minutes. La migration se fait a 100V
et pendant 2 heures. Cette migration génére des profils permettant la distinction
entre les homozygotes et I’hétérozygote.
Pour le génotype TT on observe une seule bande qui correspond au fragment de 340 pb.
Pour le génotype TC on obtient 3 bandes qui correspondent aux fragments de 140, 200 et 340
pb. Enfin, pour le génotype CC, on observe deux bandes correspondantes a deux fragments
de 140 et 200 pb (figure 9).

TT TC -

I - (G40 pb

B - 2000
N <[

Figure 9 : Représentation schématique du résultat de I’analyse par RFLP du polymorphisme
T3801C du CYP1AL sur un fragment de PCR digéré par Hpall.
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3-3- Analyse statistique :

Dans ce travail de recherche nous avons effectué une étude statistique visant
a prospecter 1’association entre le polymorphisme T3801C du géne CYP1Al et la survenue
du syndrome des ovaires polykystiques. Nous avons procédé a une étude transversale de type
cas-témoins pour chercher a déceler une différence de distribution d’un variant génétique
entre une population de cas (femmes OPK), constituée d'individus diagnostiqués
avec le trouble d'intérét, et une population composée de témoins, supposes sains, sélectionnés
dans la population générale et qui ne sont a priori pas porteurs du dysfonctionnement étudie.
L’objectif de cette étude était de vérifier, sur un “échantillon aussi représentatif que possible »
de la population algérienne, des données publiées dans la littérature qui associent ou non
le polymorphisme étudié, supposé délétere, a un risque accru de développer un syndrome

des ovaires polykystiques.

Préalablement a toute analyse statistique de type cas-témoins, il est nécessaire
de réaliser une évaluation de 1’équilibre de Hardy-Weinberg pour éviter de possibles erreurs
dues a un biais de génotypage ou de sélection. Pour vérifier qu’une population
est en équilibre d’Hardy-Weinberg, I’utilisation du test du y2 standard est préconisee.
Cependant, cette évaluation classique du x2 est possible uniquement lorsque les effectifs
sont supérieurs a 5. Dans le cas contraire, il est nécessaire d’utiliser le y2 corrigé avec
la correction de Fisher, valable lorsque la représentativité d’un génotype est inférieure a 3.
Cela a été fait en utilisant une macro Excel (Microsoft Office® 2010) téléchargées sur le site :

http://www.anastats.fr/outils.php. Si le degré de significativité (p-value) indiqué est < 0,05,

cela permet de conclure que notre population d’¢tude n’est pas en équilibre
d’Hardy-Weinberg. Cette valeur a été déterminée pour les cohortes de témoins et de celle

des femmes OPK enr6lées dans cette étude.

L’analyse statistique réalisée par I’utilisation du test du 2, aussi appelé test de Pearson,
est basée sur le calcul de 1’0Odds Ratio (OR) et la valeur p dans le but de déterminer s’il existe
une association significative entre le polymorphisme et le dysfonctionnement étudié.
Les calculs ont été faits en utilisant le logiciel EPI-info 7.0™ ; logiciel de statistiques
appliquées a I'épidémiologie disponible en acces et téléchargement gratuit a 1’adresse :

http://www.epiconcept.fr.
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Pour le calcul de I’OR nous avons établi un tableau de contingence. Il est présenté sous
la forme d’un tableau croisé 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de I’étude est
présenté en colonne et le caractére exposé/non exposé en ligne. L’OR = (a/b)/(c/d).
L’Intervalle de Confiance (IC) fixé est de 95 % (ou 0,95) (tableau 1V).

Tableau IV : Tableau de contingence croisé type pour une étude cas-témoins.

Femmes OPK Témoins Total

Exposés
(Présence du facteur
présumé de risque a b a+b
de la maladie)

Non-exposes
(Absence du facteur
présumé de risque
de la maladie)

C d c+d

Total a+c b+d a+b+c+d

Pour la valeur p, le seuil critique que nous avons fixé est de 0,05 (vu que la valeur de I’'IC
pour I’OR est de 95 %). Si la valeur de p calculée est inférieure a ce seuil fixé,

la différence entre les parametres est déclarée statistiguement significative.

Afin d’évaluer toutes les contributions possibles de 1’alléle muté C dans la survenue
du syndrome des OPK, nous avons analysé différents effets possibles de 1’alléle muté

sur notre population de femmes OPK en comparaison avec nos témoins (tableau V).

Tableau V : Modeles de comparaison utilisés pour notre étude cas-témoins.

Modele de comparaison Fréquences comparées
Modele dominant TT versus TC+CC
Modele récessif CCversus TC+TT
Modeéle homozygote CCversus TT
Modeéle hétérozygote CCversus TC
Modeéle allélique Cversus T
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Résultats et discussions

I-  Description clinique et biologique des cas :

Dans ce travail de mémoire de Master en Génétique Moléculaire, nous avons essayé

de realiser une enquéte épidémiologique descriptive afin d’avoir des éléments de réponse
concernant la prévalence du syndrome OPK dans la région de Constantine. Aprés avoir pris
contact avec les services de santé publique de la région en charge de ce dysfonctionnement,
il nous a paru claire qu’il nous est impossible de mettre en place cette enquéte
épidémiologique et ce pour plusieurs raisons: d’une part, les femmes qui présentent
un syndrome OPK, dysfonctionnement ne nécessitant pas une hospitalisation, sont prises
en charge en consultation externe et les données relatives & ces patientes ne sont
pas enregistrées, d’autre part, ’essentiel des femmes de la région de Constantine
qui presentent ce syndrome sont prises en charge, en consultation externe, par des médecins
gynécologues travaillant dans des cabinets privés qui ne tiennent pas de registres informatifs
des cas d’OPK recenses.
Dans ce sens, nous nous somme orienté vers la maternité Sidi-Mabrouk Constantine
pour suivre, en consultation externe, en concertation avec les médecins gynécologues,
les femmes qui se présentent avec un syndrome OPK. En marge de cette consultation,
nous avons pu recueillir des données clinico-biologiques relatives a ces patientes.
Un prélévement sanguin, destiné a [’analyse moléculaire réalisée ultérieurement,
a été également effectué.

Durant la période de notre stage allant de Mars 2017 a Mai 2017, nous avons recense,
au niveau de la structure de santé susmentionnée, 5 femmes qui présentaient un syndrome
OPK. Aprés la réalisation d’un questionnaire et d’un examen clinique approfondi
par les médecins cliniciens affiliés a cette structure, apres la réalisation d’un bilan biologique
standard pour une infertilité féminine et interprétation des résultats, le diagnostic d’OPK
a été confirmé. Les caractéristiques clinques et biologiques de ces patients sont résumés
dans le tableau ci-aprés (tableau VI).
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o
[t

o
N

P3

P4

P5

27 ans

24 ans

23 ans

37 ans

30 ans
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Tableau VI : Caractéristiques clinico-biologiques des patientes avec un syndrome OPK.

situation familiale

Mariée
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Motifs de consultation
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Infertilité primaire
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Infertilité secondaire
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L’analyse des données recueillies permet d’avoir des €léments de réponse quant aux
caractéristiques cliniques et biologiques du syndrome OPK. Plusieurs parameétres ont été
explorés.

Pour une période de 3 mois, nous avons recensé 5 cas de femmes avec un syndrome
des ovaires polykystiques. Malheureusement, ces renseignements ne nous permettent
pas d’avoir une idée réelle sur la prévalence de ce dysfonctionnement dans la région
de Constantine. De plus, une part importante de femmes avec ce syndrome préfere une prise
en charge dans le privé ce qui complique encore la détermination réelle de I’incidence.
Aprés une recherche bibliographique rigoureuse, a notre connaissance, aucune eétude
épidémiologique en Algérie n’a analysé la prévalence du syndrome des ovaires polykystiques.
Des études qui ont été réalisées en Europe ont dévoilé un taux de 4,6 a 8 % de prévalence,
d’autres aux Etats Unis ont révélé une prévalence de 5 a 10 % avec une prédominance
mexicanos-américaine par rapport aux blondes et aux afro-américaines. Le syndrome
des ovaires polykystiques a été estimé affectant 3,4 % des femmes dans le monde par ’OMS.
Malheureusement, les études concernant la prévalence dans les pays en voie
de développement sont trés rares ; une étude au Sri-Lanka utilisant les criteres de Rotterdam
et impliquant 2915 femmes a estimé un taux de prévalence de 6,3 %, une autre en chine
utilisant les criteres de NIH (National Institut of Health) et impliquant 915 femmes a révélé
un taux de prévalence de 2,2 % [Chan et al., 2017; Bahri, 2017].

La moyenne d’age de découverte de la pathologie dans notre population d’étude
est de 28,2 ans avec des extrémes de 23 et de 37 ans. En fait, habituellement, les symptomes
du syndrome OPK commencent a la ménarche. En effet, une étude réalisee deux a quatre ans
apres la ménarche sur de jeunes filles avec oligoménorrhée, a retrouvé les critéres de I’OPK
chez 95 % d’entre elles [Fernandes et al., 2005]. Un début plus tardif peut également
se produire, a I’occasion d’une prise de poids, par exemple. La pubarche prématuree,
par sécrétion prématurée de stéroides surrénaliens, peut également étre prémonitoire
de la maladie [Ibanez et al., 2001]. L’age relativement avancé de nos patientes s’explique
par le fait que pour une partie des femmes algériennes, avant le mariage, les troubles
des regles et I’hirsutisme, généralement caractéristiques d’un OPK, poussent rarement
ces patientes & consulter. En effet, dans notre cohorte, le désir d’avoir un enfant constitue
le motif principal de consultation. Nous avons constaté sur nos patientes une infertilité
primaire pour 60 % des femmes et secondaire pour 40 %. En effet, le syndrome OPK
s’accompagne d’infertilité par anovulation dans 20 a 74 % des cas et qui s’associe

le plus souvent a une irrégularité menstruelle [ESHRE/ASRM, 2012].
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Le bilan hormonal des femmes incluses dans cette étude a comporté un dosage
de FSH, LH, testostérone totale et prolactine réalisé entre le 2°™ et le 4°™ jour du cycle.
Le dosage de I’estradiol, A4 androsténedione, testostérone totale et 170H progestérone
n’a pas eu lieu. Ce bilan permet de rechercher une hyperandrogénie biologique, et d’éliminer
les autres causes de troubles du cycle [Couzinet et al., 1993].

Le taux de la testostérone relevé dans notre cohorte est en moyenne de 0,31. Toutes
les valeurs étaient inférieures a 1. Un taux supérieur & 1 ng/ml doit faire éliminer une autre
cause d’hyperandrogénie que le syndrome OPK, en particulier une cause tumorale.
Une augmentation de la LH en début de cycle fait penser a la présence d’un syndrome OPK,
cette augmentation s’accompagne généralement d’une augmentation de la testostérone.
Cependant, I’interprétation des fluctuations de la LH doit se faire en comparaison avec celle
de la FSH et ce en établissant le rapport FSH / LH [Pigny, 2006].

Nous avons constaté, chez quatre patientes (80 %), un taux de LH supérieur a celui
de la FSH et donc une inversion du rapport FSH / LH. Les données de la bibliographie
rapportent, cependant, une inversion de ce rapport, dans 40 % des cas. L’augmentation
de la sécrétion pulsatile de LH et son élévation préférentielle par rapport a la FSH avaient
suggeré un profil particulier des gonadotrophines, avec une augmentation du rapport LH/FSH.
Ce critére est inconstant et n’a pas été retenu comme critére essentiel au diagnostic biologique
du syndrome OPK. En revanche, il est important de rappeler que la testostérone n’exerce
pas ou peu d’effet de rétrocontréle négatif sur la sécrétion de LH chez la femme. Ainsi,
une augmentation de la biodisponibilit¢ de la testostérone par la simple diminution
de sa protéine de transport n’est pas compensée par une diminution de la sécrétion
des gonadotrophines [Bahri, 2017].

L’IMC est, en moyenne, dans notre population d’étude, de 31,52 kg/m?
avec des extrémes allant de 23,44 a 48,44. Selon les régles de I’interprétation de I’'IMC :
deux patientes (40 %) présentent une corpulence normale, deux (40 %) avec une obésité
modérée et une patiente (20 %) est en obésité morbide (massive) avec un IMC de 48,44.
Selon les données de la littérature, 50 a 70 % des femmes atteintes du syndrome OPK
ont un exces pondéral. Beaucoup sont obéses, bien que 1’obésité n’ait pas de rdle causal
dans le développement du syndrome, mais soit plutot la conséquence de 1’insulino-résistance.
L’exces d’adiposité pourrait d’ailleurs aggraver les troubles reproductifs et métaboliques

associes a ce dysfonctionnement [Torrea et Fernandeza, 2007].
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L’hirsutisme, manifestation cutanée la plus visible du syndrome des ovaires
polykystique, permet de quantifier 1’imprégnation androgénique et ce selon le score
de Ferriman et Gallwey. Ce signe est présent chez quatre patientes de notre cohorte (80 %).
I1 est intéressant de remarquer que la patiente OPK de notre cohorte qui n’arbore pas de signe,
présente le taux de testostérone (0,12) le plus bas de notre série [Aziz et al., 2001 ;
Aziz, 2006].

Le syndrome OPK s’accompagne d’infertilit¢ par anovulation dans 20 a 74 % des cas,
vraisemblablement par arrét de maturation folliculaire. L’anovulation liée a ce
dysfonctionnement s’accompagne le plus souvent, mais pas constamment, d’irrégularité
menstruelle de type oligoménorrhée et aménorrhée [Hamilton-Fairley et al., 1992 ;
Fedorcsak et al., 2000]. Dans notre cohorte, 1’oligoménorrhée, définie par un nombre annuel
de menstruations inférieur a 8 est retrouvée chez quatre (80 %) de nos patientes OPK.

Un aspect typique d’ovaire polykystique a 1’échographie avec plus de 12 follicules
de 2 @ 9 mm sur au moins un des ovaires est présent chez la totalité des patientes recrutées
dans cette étude. Cependant, il est en effet possible d’avoir un syndrome OPK sans ovaire
polykystique échographique et inversement: leur présence ne signe pas le diagnostic
[Franks, 2006].

La premiére partie de cette étude mette 1’accent sur l’importance des troubles
fonctionnels dans le diagnostic de ce dysfonctionnement. Cependant, certains spécialistes
critiquent la définition actuelle du syndrome OPK (criteres de Rotterdam) qui, a leurs yeux,
ne met pas suffisamment I’accent sur 1’hyperandrogénie, élément physiopathologique
essentiel mais actuellement non nécessaire au diagnostic. D’autres déplorent le manque
de données sur I’infertilité et le risque métabolique des patientes répondant a cette définition.
Ces critéres diagnostiques de syndrome OPK semblent d’ailleurs artificiels, sans preuves
statistiques [Azziz et al., 2006].

Il est important de constater également que 1’amélioration des performances des machines
d’échographie a conduit, artificiellement et de plus en plus fréquemment, au diagnostic
d’ovaire polykystique [Franks, 2006]. Il est nécessaire, dans toute étude épidémiologique
de tenir compte de ce paramétre qui peut induire une augmentation non réelle de la prévalence
de ce syndrome dans une population donnée. La présence d’ovaires polykystiques
échographiques est un critéere important du diagnostic et contribue au caractéere hétérogéne
du syndrome, avec notamment I’apparition de groupes de femmes atteintes de syndrome
OPK sans hyperandrogénie ou sans irrégularité menstruelle présentant des traits

symptomatologiques différents [Broekmans et al., 2006 ; Dewalilly et al., 2006].

41



Résultats et discussions

Le diagnostic du syndrome des ovaires polykystiques reste souvent un exercice difficile.
En effet, la symptomatologie est hétérogene et variable avec le temps. Les signes cliniques
de cette maladie chronique extrémement fréquente peuvent étre ressentis comme normaux
par la patiente. Comparé aux femmes sans dystrophie ovarienne, les femmes atteintes
du syndrome OPK ont presque toujours une perturbation de la sécrétion des gonadotrophines.
Cependant, la concentration sanguine des gonadotrophines étant variable au cours du cycle
menstruel, une simple mesure de la LH et de la FSH est peu sensible. Ainsi, dans la pratique
clinique courante, un niveau élevé de LH ou un rapport élevé de LH/FSH n’est plus
nécessaire au diagnostic de SOPK [Ehrmann, 2005]. L'anovulation chronique se manifeste
le plus souvent par une oligoménorrhée ou par une aménorrhée. Les cycles anovulatoires
peuvent entrainer des saignements utérins dysfonctionnels et une diminution de la fertilité.
Parmi les manifestations cutanées d’hyperandrogénémie, on trouve [I’hirsutisme,
I'acné et 1’alopécie androgénique, tandis que l'acanthosis nigricans est un marqueur cutané

d’hyperinsulinisme [Charnvises et al., 2005].

Le syndrome des ovaires polykystiques est classiqguement lié a un petit poids
a la naissance, a des signes d’hyperandrogénémie a la puberté, a de 1’obésité a 1’adolescence,
a de I’oligoménorrhée ou a de 1I’aménorrhée a 1’age adulte et a un risque de syndrome
métabolique avec maladies cardiovasculaires possibles plus tard dans la vie.
Par ailleurs, ’anovulation chronique augmente le risque de cancer de I’endométre
[Croteau et Bérubé, 2011]. Cette affection nécessite donc un traitement propre a chaque
étape de la vie et un suivi a long terme. La modification du mode de vie constitue la pierre
angulaire de la prise en charge. En effet, un cycle menstruel normal peut réapparaitre
chez plusieurs femmes aprés une perte de poids minime (de 5 % a 10 %). Toutefois,
beaucoup de femmes atteintes du syndrome des ovaires polykystiques peuvent avoir
de la difficulté a maigrir [Vause et Cheung, 2010].

II- Analyse moléculaire :

Le génotypage du gene CYP1Al pour le polymorphisme T3801C a été fait
par PCR/digestion. Aprés amplification partielle de la région 3’ non-codante et digestion
des amplicons par Hpall, le profil de restriction obtenu permet la distinction entre
I’homozygote TT, I’hétérozygote TC et I’homozygote CC (voir photographies ci-apres).
A partir des résultats ainsi obtenus, les fréquences génotypiques et alléliques ont été calculées
(tableau VII, figures 10 et 11).
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Heterozygote TC

Homozygote TT Homozygote CC

340 pb
200 pb

140 pb

Photographie 01 : Profil de restriction des produits de I’amplification partielle
de la région 3’ non codante du gene CYP1A1 apres digestion par Hpall.

Tableau VII : Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme T3801C du CYP1Al
dans notre population d’étude.

Patients Témoins
TT | TC cC T C TT TC cC T C
03 01 01 07 03 71 11 02 153 15
60% | 20% | 20 % 70 % 30% 8452% | 13,10% | 02,38 % | 91,07 % | 08,93 %
05 10 84 168
100 % 100 % 100 % 100 %
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Figure 10 : Fréquences génotypiques du polymorphisme T3801C du CYP1A1
dans notre population d’étude.
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Figure 11 : Fréquences alléliques du polymorphisme T3801C du CYP1A1
dans notre population d’étude.
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Tableau V111 : Résultats de I’analyse statistique du polymorphisme T3801C du CYP1Al
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dans notre population d’étude.

Modele | Modéle Modele Modele Modele
dominant | récessif | homozygote | hétérozygote | allélique
Modeéle de
comparaison
TT CcC CcC CcC C
VS VS 'S VS VS
TC+CC | TC+TT TT TC T
OIR 3,64 10,25 11,83 0,18 4,37
Risque 2,58 8,4 9,12 0,59 3,36
relatif ’ ’ ' ’ :
Valeur p 0,245 0,176 0,222 0,346 0,210

Nous avons évalué la valeur de 1’équilibre de Hardy-Weinberg pour nos deux cohortes
(femmes OPK et témoins) pour le polymorphisme étudié, et obtenu une p-value de 0,241
pour les femmes OPK et de 0,074 pour les témoins ; toutes supérieures a 0,05 suggérant
que I’équilibre de Hardy-Weinberg est respecté.

L’analyse des résultats du génotypage du CYP1A1 pour le polymorphisme T3801C révele
une distribution des fréquences génotypiques et alléliques hétérogéne entre femmes OPK
et témoins. En effet, et ce dans les deux cohortes, le génotype sauvage TT est le plus fréquent
(60 % pour les patientes et 84,52 % pour les témoins). Chez les femmes OPK, les deux
génotypes ; I’hétérozygote TC et 1’homozygote muté CC sont retrouvés avec la méme
fréquence (20 %). Au contraire, chez les témoins, le génotype hétérozygote TC (13,10 %)
est beaucoup plus fréquent que I’homozygote muté CC (2,38 %).

De méme que pour les fréquences génotypiques, les fréquences alléliques présentent
une certaine disparité entre les deux groupes. En effet, méme si I’all¢le sauvage T est le plus
fréquent, 1’alléle morbide C est retrouvé a une fréquence relativement élevée chez

les patientes OPK (30 %) et ce en comparaison avec les témoins (8,92 %)
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Une fois les fréquences génotypiques et alléliques calculés, nous avons procédé a 1’analyse
statistique des données obtenues. Apres calcul de I’OR et de la p-value, toutes les différences
de distribution génotypiques et alléliques observées ne sont pas statistiquement significatives
(tableau VIII). Ces résultats suggeérent que le polymorphisme T3801C du géne CYP1Al
ne constitue pas un facteur de risque du dysfonctionnement étudié et ce, du moins, dans notre

population d’étude.

A I’heure actuelle, la physiopathologie du syndrome des ovaires polykystiques reste mal
comprise. Les causes en sont probablement multifactorielles comprenant une part génétique
et une part environnementale. La morphologie de 1’ovaire polykystique est cependant
bien établie avec une augmentation importante du nombre de petits follicules en croissance.
Il semblerait que, d’une part, le recrutement folliculaire soit accru et d’autre part que
la croissance terminale soit bloquée. Des taux anormalement élevés d’androgénes semblent
étre responsables de I’exces de petits follicules en croissance dans I’OPK. L’hyperandrogénie
pourrait étre expliquée par I’effet de plusieurs facteurs sur 1’activité des cellules thécales.
Chez les OPK, on observe une élévation de la concentration sérique de LH due
a une augmentation de la pulsatilité de la GnRH. En effet, chez les femmes OPK, les pulses
de LH sont plus nombreux et plus longs. La LH étant impliquée dans la stimulation
de la stéroidogenese des cellules thécales, ceci explique 1’augmentation de la production
d’androgeénes [Dewailly et al., 2006].

Une dérégulation de I’expression des enzymes de la stéroidogenese chez les femmes OPK
a été mise en évidence, principalement celle des CYP17 et CYPI11Al. L’augmentation
de certaines enzymes de la stéroidogenése dans les cellules de la theque des femmes
avec un OPK explique ’augmentation de la production des androgénes [Poncelet et Sifer,
2011].

Partant de cette hypothese, nous avons étudié le polymorphisme T3801 du géne
CYP1A1l comme facteur de risque potentiel de ce dysfonctionnement. Rappelons
que ce polymorphisme confére une activité accrue a I’enzyme par augmentation du niveau
d’expression due a la stabilité de I’ARNm. Cette augmentation pourrait, en partie, contribuer
a la genése d’un syndrome OPK. A notre connaissance, cette étude est réalisée pour
la premiere fois en Algeérie. De par le monde, des études menées dans diverses populations
ont essayé¢ d’évaluer le role de ce polymorphisme dans la formation d’un OPK
[Shen et al,. 2013]. Les détails relatives aux études publiés sur cette problématique sont

exposeés ci-apres (tableau 1X, figures 12 et 13).
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Tableau IX : Caractéristiques des différentes études rapportées dans la littérature ayant prospecté I’implication des polymorphismes
du géne CYP1AL en relation avec le syndrome OPK.

Femmes OPK Témoins

‘o

S ©

> N5

= 2 C

£ 5 £l | | & sl sl Bl & ] 8| | = =
N° Auteur Pays = § 8 % a’ Y S S | g gl: (e)’ Y S S 2

e = S - = O = © S - - O = O 5

£ = ©

= S

= o

o
1 | Babuetal, 2004 | Inde T3801C | PCR-RFLP | 180 | 26,11 | 65,00 | 8,89 | 58,61 | 41,38 | 72 | 30,56 | 51,39 | 18,06 | 56,25 | 43,75 _
2 Esinler et al., 2008 | Turquie | lle462Val AS-PCR 48 / / / / / 96 / / / / / Pas d'association
3 | Unsal et al., 2009 Turquie T3801C | PCR-RFLP | 44 | 59,00 | 41,00 | 0,00 | 79,54 | 20,45 | 50 | 70,00 | 28,00 | 0,00 | 86,00 | 14,00 | Pas d'association
4 | Wang et al., 2009 Chine lle462Val AS-PCR 205 / / / / / 177 / / / / / Pas d'association
5 | Akguletal., 2011 Turquie | lle462Val AS-PCR 44 / / / / / 120 / / / / / Pas d'association
7 Suguna et al., 2016 | Inde T3801C PCR-RFLP | 55 | 10,89 | 80,00 | 9,11 | 50,90 | 49,10 | 100 | 21,00 | 72,00 | 7,00 | 57,00 | 43,00
8 La présente étude Algérie T3801C PCR-RFLP 5 60,00 | 20,00 | 20,00 | 70,00 | 30,00 | 84 8452 | 13,10 | 2,38 | 91,07 | 8,93 | Pas d'association
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Figure 12 : Représentation graphique des fréquences génotypiques rapportées dans différentes études de populations d’OPK et de témoins
du polymorphisme T3801C du CYP1A1.
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Figure 13 : Représentation graphique des fréquences alléliques rapportées dans différentes études de populations d’OPK et de témoins
du polymorphisme T3801C du CYP1AL.
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Aprés une recherche bibliographique rigoureuse menée sur les bases de données
(PubMed) nous avons recensé 7 études de type cas-témoins et une méta-analyse ayant
prospectés 1’implication des polymorphismes du géne CYP1AL dans la survenue du syndrome

des ovaires polykystiques.

La premiere étude avec des données exploitables pour une possible comparaison
des résultats a été publiée en 2004, menée sur la population indienne et rapporte
une association significative entre le polymorphisme ml et le syndrome OPK.
Dans cette étude ont été recruté 180 femmes OPK et 72 témoins sains. La technique utilisée
pour le génotypage, similaire a la nétre, est une PCR/digestion. Il est intéressant de remarquer
que les fréquences génotypiques obtenu dans la population des OPK, respectivement
de 26,11 % pour I’homozygote TT, de 65 % pour I’hétérozygote TC et de 8,89 %
pour I’homozygote CC sont trés différentes des notres, alors que les fréquences alléliques,
respectivement de 58,61 % pour I’allele T et 41,38 % pour I’allele C sont trés proche
que celles que nous avons trouvé dans notre étude. En parallele, les fréquences génotypiques
et alléliques dans le groupe des témoins sont complétement différentes de ce que nous avons
trouvé [Babu et al., 2004]. Cela traduit probablement une structure génétique,
différente de la nétre, de la population Indienne.

Une étude réalisée par la suite sur un échantillon de la population Turque n’a pas
reproduit ce résultat et montre que les polymorphismes du CYP1Al n’ont aucun effet
sur la susceptibilité génétiqgue a ce dysfonctionnement [Unsal et al., 2009]. Toujours
en utilisant la méme technique pour révéler le polymorphisme prospecté, il est intéressant
de noter que la taille de la population d’étude (44 femmes OPK et 50 témoins) est inférieure
a celle prospectée par Babu et al., 2004.

Enfin, la derniére étude en date ayant prospecté I’implication du polymorphisme
d’intérét avec ce dysfonctionnement est celle menée en 2016 sur une population indienne
de 55 femmes OPK et 100 témoins [Suguna et al., 2016]. Les résultats de cette étude,
en contradiction avec les ndtres, conclus a 1’absence d’association. Les fréquences
génotypiques et alléliques obtenus different de ceux rapportées par I’étude Turque
de Unsal et al., 2009 et également des notres. Cependant, ces fréquences sont relativement
proches de celles publiées par Babu et al., 2004 sur la population indienne. Ceci confirme

la construction génétique particuliére de cette population pour le polymorphisme étudié.
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Une meéta-analyse de synthese réalisée par une équipe chinoise en 2013 démontre
que le polymorphisme T3801C est associé a un risque accru de développement d’OPK
chez les Caucasiens mais pas chez les asiatiques et fourni une preuve d'une association
significative entre le polymorphisme T3801C avec ce dysfonctionnent [Shen et al., 2013].
Les résultats de cette méta-analyse, contradictoires au notres quant a I’association
chez les Caucasiens, pourraient étre dues a de nombreux facteurs, y compris les diverses
procédures de recrutement des populations. Malheureusement, aucune étude du genre n’a été
menée sur des populations dont les origines géographiques et/ou ethniques sont proches
a celles de la population Algérienne. De ce fait, toute comparaison avec les études

précédemment citées peut étre fortement biaisée par ce facteur de confusion.

D’autres études, au nombre de trois, réalisées celle-ci sur I'impact du polymorphisme
lle462Val (m2) du méme gene dans la susceptibilit¢ au syndrome OPK, démontrent
que ce polymorphisme ne constitue pas un facteur de risque [Esinler et al., 2008 ;
Wang et al., 2009 ; Akgul et al., 2011].

L’absence d’association dans notre étude peut découler de la taille relativement
restreinte de I'échantillon étudié comme elle peut indiquer I’absence d’exposition de notre
population a des produits pouvant potentiellement exacerber I’effet d’un polymorphisme
activateur du gene CYP1A1. Plus important encore, les effets génétiques de faible pénétrance
du polymorphisme d’intérét peuvent dépendre en grande partie de l'interaction avec d'autres
polymorphismes et/ou d’une exposition environnementale particuli¢re, y compris les facteurs
environnementaux liés a des professions et/ou des habitats particuliers. Il faut prendre
en considération que, a I’heure actuelle, I’ Algérie n’est pas un pays ou la pollution industrielle
peut étre considérée comme facteur de risque prépondérant.

Depuis l'identification des polymorphismes du CYP1ALl, de nombreuses études ont prospecté
son implication dans la pathogenése de nombreuses maladies. Les premicres d’entre-elles
sont les pathologies cancereuses (Adali et al., 2011). Les meécanismes biologiques
par lesquels la variation d’activité du CYP1Al exerce ses effets sur la genése de ’OPK
ne sont pas clairement élucidés. L’enzyme CYP1Al joue un role essentiel dans
le métabolisme de phase I de HAP et dans le métabolisme des cestrogenes,
la dysfonction du CYP1A1, méme au niveau régulation, peut causer des dommages a I'ADN,

aux lipides et aux protéines (Adali et al., 2011).
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Résultats et discussions

Les résultats obtenus sont difficilement interprétables car la fréquence
des polymorphismes du géne CYP1A1 dans la population générale montre des différences
indéniables. La fréquence de distribution du polymorphisme T3801C de ce géne n'est pas
étudiée de maniére aussi étendue que celle des polymorphismes m2 (CYP1A1*2C, lle462Val)
et m4 (CYPLA1*4, Thr461Asn) du méme gene et qui induisent des changements dans
la séquence protéique de I’enzyme. Les données actuelles suggerent que 1’alléle muté C
est rarement retrouvé chez les africains, les asiatiques et les hispaniques et que le génotype
3801CC est essentiellement rencontré chez les Caucasiens plus que dans d'autres ethnies.
En effet, un gradient descendant Nord-Sud a été observé pour ce polymorphisme. De ce fait,
sa fréquence est tres faible dans les populations africaines sub-sahariennes en comparaison
avec les populations du Nord contient.

L’écart entre les fréquences genotypiques et alléliqgues des différents rapports
est fréeguemment observé pour les études génétiques d'association de type cas-témoins,
la diversité réelle ainsi que le biais d’échantillonnage de la population d’étude peut expliquer
la sous-estimation de la prédisposition conférée par un polymorphisme génétique supposé
délétere. Dans le cas du polymorphisme T3801 du géne CYP1A1, les deux conditions peuvent
contribuer a cet écart observé. Une explication possible pourrait étre que les polymorphismes
avec des effets fonctionnels Iégers ne seraient d'une importance pathogéne qu'en présence
de facteurs environnementaux spécifiques qui s’ajoutent a un certain bagage génétique.
Outre la différence de l'origine ethnique et géographique, d'autres facteurs liés a la population

d’étude peuvent donner une autre explication plausible de la discordance.

La bibliographie regorge aujourd’hui de plusieurs milliers études d’association
construites sur le modéle cas-témoins. Cependant, contrairement a des études fonctionnelles,
les résultats rapportés ne sont pas toujours reproductibles et souvent discordants.
Differents effets pourraient étre incriminés: la taille et la composition des populations
malades/témoins étudiees, les techniques de biologie moleculaire utilisées pour mettre
en évidence le polymorphisme d’intérét, I’hétérogénéité phénotypique du dysfonctionnement
étudié, la variabilité interindividuelle des effets phénotypiques ainsi que les différences
ethniques et géographiques. Tous ces ¢léments doivent nous faire prendre conscience qu’il

est nécessaire de prendre en considération les résultats de ces études avec prudence.
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Conclusion et perspectives

Dans le syndrome des ovaires polykystiques, 1’existence d’une composante génétique
est fondée sur des analyses de groupements de cas familiaux. L’hyperandrogénémie familiale
semble étre la caractéristique génétique héréditaire la plus forte. L’étude génétique
de ce dysfonctionnement est rendue difficile par plusieurs facteurs. D’une part, ce syndrome
est associé a une infertilité, limitant la disponibilité de grands arbres génealogiques pour
une analyse de liaison, d’autre part, le syndrome OPK étant une maladie hétérogeéne,
les études familiales ne peuvent pas étre facilement comparées en raison de 1’utilisation
de criteres de diagnostics différents. Enfin, un phénotype masculin OPK n’a pas encore été
clairement identifié. Malgré ces problémes, la majorité des études suggére un trait héréditaire
dominant de faible pénétrance et d’expressivité variable. Ce mode d’hérédité serait en accord
avec les signes cliniques variables de ce syndrome. Cependant, une hérédité polygénique
multifactorielle ne peut pas étre exclue.

Dans la démarche de recherche d’une étiologie génétique évidente, plusieurs genes
candidats ont été explorés: ceux impliqués dans la synthése et l'action des hormones
stéroides, ceux impliqués dans le métabolisme des glucides et ceux impliqués dans l'action
et la régulation des gonadotrophines peuvent donner une explication cohérente a cette
pathologie. Explorés historiqguement en premier, les génes du cytochrome P450 semblent étre
les plus prometteurs. Dans ce sens, le polymorphisme du gene CYP1A1 semble étre un bon
candidat et pourrait expliquer une origine génétique commune aux anomalies ovulatoires
et métaboliques chez les femmes OPK. Des études ultérieures utilisant des approches
de génétique moléculaire paraissent trés prometteuses afin d’élucider la physiopathologie
du syndrome des ovaires polykystiques. Les enjeux en termes de politique de santé sont
de taille. On peut penser que la découverte de nouveaux genes de susceptibilité ouvrira la voie
a de nouvelles thérapeutiques et a la mise en place d’études de prévention, qui viseront
a préserver la fécondité, a atténuer les conséquences préjudiciables de 1’hyperandrogénie
et a contréler I’évolution du syndrome métabolique.

Au final, aprés la réalisation ce modeste travail de recherche, il nous a paru évident
que le syndrome OPK est une pathologie extrémement fréquente, particuliérement dangereuse
a long terme et malheureusement trop souvent ignorée par les patientes comme par
les médecins. Pourtant une meilleure connaissance de la physiopathologie de cette maladie
et I’introduction de nouveaux traitements comme les agents sensibilisants a 1’insuline ont fait
progresser la thérapeutique et tous les risques potentiels de ce syndrome. Une meilleure
connaissance dans le mécanisme physiopathologique devrait permettre, enfin, d’en percer

les secrets et de lui proposer des approches thérapeutiques novatrices et plus efficaces.
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Conclusion et perspectives

A la lumiére de ce modeste travail de recherche, des perspectives d’avenir peuvent

étre proposeées :

La mise en place, en premier temps, de registres spécialisés des femmes consultant
pour un syndrome des ovaires polykystiques, dument renseignés, au niveau des structures
de santé publiques. Dans un deuxiéme temps, une enquéte épidémiologique a ’échelle
nationale doit étre menée pour avoir une idée sur la prévalence de ce dysfonctionnement
en Algérie. Une telle enquéte pourrait mettre en évidence des facteurs étiologiques relatifs

a la population algérienne.

Mettre en place, au niveau des cabinets médicaux privés de gynécologie, des registres
permettant de recueillir les données des consultations pour un OPK. Malheureusement,
dans la région de Constantine, I’essentiel des femmes qui présentent ce dysfonctionnement
préférent un suivi dans ces structures, qui, souvent, ne tiennent pas d’archives avec

les données clinico-biologiques correspondants aux demandeurs a ces patientes.

En Algérie et dans certaines régions, I’endogamie et la consanguinité au sein de certaines
communautés constituent presque une norme. Il serait intéressant de procéder a des études

génétiques familiales sur le syndrome des ovaires polykystiques au niveau de ces régions.

La résistance a I’insuline et I’obésité qui y est souvent associée augmentent le risque
de syndrome métabolique chez les femmes atteintes du syndrome OPK. De plus, comme
I’excés de poids s’accentue habituellement avec 1’age, ces femmes sont susceptibles
de souffrir de diabéte de type 2, de dyslipidémie et d’hypertension artérielle, ce qui accroit
leur risque de maladies cardiovasculaires. Il serait trés important d’instaurer une politique
de surveillance du syndrome métabolique réalisée d’une maniere systématique
et périodique chez toutes les femmes atteintes du syndrome des ovaires polykystiques,
méme chez celles dont le poids est normal. On se doit, en méme temps, recommander
aux femmes avec un syndrome OPK, une régulation du poids (régime alimentaire et
activité physique) qui pourrait atténuer de maniere assez significative les complications

liees a ce dysfonctionnement.
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Questionnaire dans le cadre de réalisation d’un mémoire de Master en
Génétique Moléculaire au titre de I’année universitaire 2016-2017 et intitule :
Génétique des ovaires polykystique.

NOM & L., Prénom: ... Age: ......
Situation familiale :................ Nombre d’enfant :...... Taille: ..... Poids : ... IMC
Motif de CONSUITATION = ... . .o e
Durée du cycle menstruel : ..................... Nombre annuel de menstruations : .........
Hirsutisme @ ..., ACNE . o

Aspect échographique :

FSH:...... LH:...... LH/FSH :..... Testostérone :..... Prolactine :.....

Glycémieajeun:...... Glycémie post prandial :...... Hémoglobine glyquée (HbALc) :...

LDL:..... HDL:...... Triglycérides :..... Tension artérielle : ...../....



Consentement pour utilisation de données biologiques.

BOUCHAIR Hala et BOULBELOUT Amira

Etudiants en Master 2 Génétique Moléculaire

Département de Biologie Animale - Faculté SNV

Université des freres Mentouri - Constantine |

Tel : 031 81 82 49 / Courriel : rezgoune.mohamed.larbi@umc.edu.dz

Jesoussignée : ... néele...../..../......... Aot

Certifie avoir recu de Melle BOUCHAIR Hala et BOULBELOUT Amira une information
exhaustive et compréhensible concernant mon probléeme de santé et le but de cette étude.
J’ai eu la possibilité de poser toutes les questions que je souhaitais.

J’ai compris qu’une analyse génétique m’est proposée a partir d’un prélévement sanguin
duquel mon ADN sera extrait. Cette analyse a pour but de déterminer si mon génome présente
une anomalie ou une variation en rapport avec mon probléme de santé. J’ai bien compris les
implications possibles de cette étude et je pourrai obtenir, si je le souhaitais, toute information
complémentaire. Les résultats de ces analyses me seront transmis si je le désire.
IIs resteront confidentiels et ne pourront étre communiqués qu’avec mon autorisation
exclusive. Je peux a tout moment decider de ne pas poursuivre cette démarche.
Les données génétiques et le matériel biologique me concernant pourront étre détruits a ma
demande.

J’accepte que mes échantillons biologiques soient conservés et utilisés a des fins de recherche

médicale et/ou biologique sans restriction sous couvert d’anonymat.

Signature de ’intéressée

Signature du chercheur

Consentement établi selon la déclaration d’Helsinki : Principes éthiques applicables aux recherches médicales
sur des sujets humains. 1964.

En accord avec les recommandations du conseil national de 1’éthique des sciences de la santé Algérien.
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Annexe ||

Composition des solutions tampons utilisées pour I’extraction d’ADN

1- Réparation des solutions utilisées pour 1’extraction d’ADN.

TE 20:5: (Tris 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7,5) auto clavé :

o Tris: 2,422 g/l
e EDTA:1,864¢ll
e Ajuster lepHavec HCL 1 N

Tampon de lyse :

NaCl 400 mM
EDTA 2 mM
Tris 10 mM
pH 8,2

2- Préparation du TBE 10X et 1X.

TBE 10X :

Tris 108 g

Acide borique 55 g

Ajuster le PH a 8,3 avec I’acide acétique glacial
EDTA9.3¢

QSP H20 pour 1L

TBE 1X:
e 100 ml de TBE 10X
e 900 ml H20
Composition du mélange de la digestion
Mix Vol (ul)/tube de digestion
Produit de PCR 30
H20 4
Tampon Enzyme 10X 5
Enzyme de restriction Hpall 1

BSA 0,2
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Caractéristiques des marqueurs de taille utilisés pour visualiser les fragments

d’amplification et/ou de restriction des genes étudiés
(https://lifescience.roche.com) (Mise a jour Novembre 2015) (Consulté le 08-06-2017).

DNA Molecular Weight Marker X1V

100 bp ladder

150D 24
1400 :.-ﬁ 23
1200 “om
1200 — 13

| A A N, |
5

o

o
Conc.: 250 pgs/ml - 16 DMA fragments N 1%3
80 ::: 26
Separation conditions: EE * ﬁ
2044 Agarose MP gel, 1 ug DNA/ane R
300 — 23
The OMA fragment mixture shows a ladder with - — 1

15 DNA fragments and one DMA fragment of

— 1o — 2

2642 bp. The 500 and 1000 bp ODMNA fragment
are twao to three times brighter, facilitating analysis of DNA fragments
generated by PCR or restriction digest and separated on agarose gels.
The marker can be used in combination with the 50 bp ladder, 250 bp

ladder and 500 bp ladder for precise size determination.

Figure : Caractéristiques du marqueur de taille (Mar X1V de 100pb) utilisé pour visualiser
les produits de digestion de la région 3’non codante du CYP1A1.


https://lifescience.roche.com/
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Genetics of Polycystic Ovary Syndrome
Abstract:

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is one of the most common female hormonal
disorders. Its multiple components, reproductive, metabolic, neoplastic and cardiovascular,
have a major impact on public health. Excess androgen and insulin resistance, probably
of genetic origin, are the basis of much of the clinical symptomatology. Insulin resistance
in PCOS appears to be accompanied by a greater risk of glucose intolerance, type 2 diabetes,
lipid abnormalities and may lead to the development of cardiovascular disease.

Infertility, menstrual disorders and hirsutism often prompt these patients to consult.
A better understanding of pathophysiological mechanisms has led to the emergence of new
therapeutic options that increase insulin sensitivity. The pathological hypothesis of the PCOS
syndrome seems to be an anomaly intrinsic to the steroidogenesis in the thecal cells,
influenced by the environment, insulin and overweight. It would be a polygenic
and environmental disease. The etiology of PCOS is not yet identified but the observation
of familial cases suggests a dominant autosomal genetic origin. However, if a number
of candidate genes has been explored, none has been labeled responsible. Knowledge
of the genes involved would allow us to propose new therapeutic strategies and possible
prevention in predisposed women.

In this sense, we undertook a research with a case-control study to investigate
the involvement of one of the most common polymorphisms (T3801) in the CYP1A1 gene
in the genesis of this dysfunction. Our results suggest that the m1 allele is not a risk factor
for this dysfunction studied in our sample. However, larger-scale molecular studies must
be conducted to clarify the impact of this polymorphism as well as those of other genes
in the development of PCO syndrome in Algerian women.

This pathology, which is often trivialized, should not omit us the need for global
medical management of these patients who, due to obesity and associated metabolic disorders,

have cardiovascular risk factors, type 2 diabetes and endometrium neoplasia.

Keywords: polycystic ovary syndrome, genetic, molecular biology
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Génetique du syndrome des ovaires polykystique

Mémoire pour I’obtention du dipléme de Master en Génétique Moléculaire

Le syndrome des Ovaires Poly-Kystiques (OPK) est I'un des désordres hormonaux féminins les plus

communs. Ses composants multiples, reproductifs, métaboliques, néoplasiques et cardiovasculaires, ont un
impact majeur sur la santé publique. L'excés d'androgéne et la résistance a I'insuline, probablement d'origine
génétique, sont a la base d'une grande partie de la symptomatologie clinique. La résistance a l'insuline
du SOPK semble s‘accompagner d'un plus grand risque d'intolérance au glucose, de diabéte de type 2,
d'anomalies lipidiques et peut entrainer le développement de maladies cardiovasculaires.
L'infertilité, les troubles des regles et I'hirsutisme poussent souvent ces patientes a consulter. Une meilleure
compréhension des mécanismes physiopathologiques a conduit a I'émergence de nouvelles options
thérapeutiques augmentant la sensibilit¢ a Il'insuline. L’hypothése physiopathologique du syndrome
OPK semble étre une anomalie intrinséque a la stéroidogenése au niveau des cellules thécales, influencée
par ’environnement, I’insuline et le surpoids. Il s’agirait d’une maladie multigénique et environnementale.
L’¢étiologie des OPK n’est toujours pas cernée mais 1’observation de cas familiaux suggeére une origine
génétique autosomique dominante. Cependant, si un certain nombre de génes candidats ont été explorés,
aucun n’a été étiqueté responsable. La connaissance des genes impliqués permettrait de proposer
de nouvelles stratégies thérapeutiques et une éventuelle prévention chez les femmes prédisposeées.

Dans ce sens, nous avons entrepris la réalisation d’un travail de recherche avec une enquéte de type
cas-témoins visant a prospecter I’implication de 1’un des polymorphismes (T3801) les plus communs
du géne CYP1ALl dans la genése de ce dysfonctionnement. Nos résultats suggeérent que I’alléele m1 n'est pas
un facteur de risque pour ce dysfonctionnement étudié dans notre échantillon. Cependant, des études
moléculaires a plus grande échelle, doivent étre menées pour clarifier I’impact de ce polymorphisme
ainsi que ceux d’autres genes dans le développement du syndrome OPK chez la femme algérienne.

Cette pathologie, souvent banalisée, ne doit pas faire omettre la nécessité d’une prise en charge médicale
globale de ces patientes qui présentent, en raison de 1’obésité et des troubles métaboliques associés,

des facteurs de risque cardiovasculaires, de diabete de type 2 et de néoplasie de I’endometre.

Mots-clefs : syndrome des ovaires polykystique, génétique, biologie moléculaire.

Laboratoires de recherche : Biologie Moléculaire et Cellulaire (BMC).

Président du jury : Dr CHAOUI Naouel (MC.A - UFM Constantine I).
Rapporteur : Dr REZGOUNE Mohamed Larbi (MC.B - UFM Constantine 1).
Co-rapporteur : Dr DAOUI Haoua (Maitre-Assistant - U Constantine I1I).
Examinateur : Dr BENHYZIA Hayette (MC.B - UFM Constantine ).
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