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Abreviations

Akt : Protein kinase B

AMH : Hormone Anti-Mullérienne

AR : Récepteur des Androgénes

ARN : Acide Ribo-Nucléique

ARNmM : ARN messagers

ARNNCc : ARN non-codants

ASO : Allele Specific Oligonucleotide

BBP : Bleu de Bromo-Phénol

BET : Bromure d’Ethidium

BMC : Biologie Moléculaire et Cellulaire

CHU : Centre Hospitalo-Universitaire

ClI : Confidence Interval

DENN : Differentially Expressed in Normal and Neoplastic cells
DENND1A : DENN Domain Containing 1A

DGCRS : DiGeorge syndrome critical region gene 8
DICER : endoribonuclease or helicase with RNase motif
EDTA : Ethylene Diamino Tetracetic Acid

FSH : Hormone Folliculo-Stimulante

GWAS : Genome-Wide Association Study

HLA : Human Leukocyte Antigen

IGFBP-I : Insulin-like Growth Factor-Binding Protein 1
IRS-1 : Insulin receptor substrate 1

LH : Hormone Lutéinisante

MiARN : micro ARN

MTOR : mammalian Target Of Rapamycin

NIH : National Institut of Health

PASR : Promoter-Associated Short RNA

PAZ : Piwi/Argonaute/Zwile

PCR : Polymérisation de Réaction en Chaine

PKC : Protein kinase C

RFLP : Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction
RISK : RNA-Induced Silencing Complex

RNP : Ribo-Nucléo-Protéine



S6K : Ribosomal protein S6 Kinase
SARNA : snoRNA-derived RNA

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

SHBG : Sex Hormone-Binding Globulin
SiRNA : petits ARN interférents

SLN : signal de localisation nucléaire
SNP : Single Nucleotide Polymorphism
SpliARN : Splice-site associated SMRNAS
SOPK : Syndrome des Ovaires Poly-Kystiques
TASR : Termini-Associated Short RNAs
TRBP : TAR RNA-binding protein

TSH : Thyroid Stimulating Hormone
XPOS5 : exportine de type 5
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Introduction

Décrit pour la premiére fois par Stein et Leventhal en 1935, le Syndrome des Ovaires
Poly-Kystiques (SOPK) est la plus fréquente des maladies endocriniennes chez les femmes jeunes
en age de procréer. Causé par un deséquilibre hormonal chez les femmes, ce dysfonctionnement
se traduit généralement par des cycles menstruels irréguliers avec des regles peu abondantes
(oligoménorrhée) ou absentes, une acné persistante et une pilosité importante (hirsutisme)
(Escobar, 2018). Le SOPK est caractérisé donc par une hyperandrogénie clinique et/ou biologique,
un dysfonctionnement ovulatoire et une morphologie anormale des ovaires (polykystiques),
avec une physiopathologie complexe qui implique plusieurs facteurs selon les caractéristiques
suivants : cycle irrégulier, hirsutisme et hypertrophie des ovaires avec la présence de nombreux
petits follicules (Daniel, 2015). Tous ces symptébmes ne sont pas toujours présents, ce qui rend
le diagnostic assez difficile (Szydlarska et al,. 2017).

Depuis la premiére description de cette entité pathologique, 1’étiologie du SOPK reste
en grande partie méconnue. Aujourd’hui, la communauté scientifique admet volontiers qu’il s’s’agit
d’une pathologie multifactorielle impliquant des facteurs environnementaux et génétiques.
Néanmoins, de nombreux arguments suggérent que I’excés d’androgeénes ainsi que la résistance a
I’insuline en causes sont probablement d’origine génétique (Torre, 2007 ; Szydlarska et al., 2017).
Des études menées sur des apparentés au premier degré de femmes atteintes du SOPK ont suggéré
une influence génétique dont le mode de transmission serait autosomique dominant avec une
pénétrance variable. Plusieurs génes candidats qui ont un role crucial dans la régulation de I’axe
hypothalamo-hypophyso-ovarien et la résistance a I’insuline ont €té suspectés, particulierement
du fait que cette résistance est toujours associée au SOPK. Des études ont montré également
qu’il y a implication de plusieurs anomalies métaboliques qui concernent les génes codants
pour les hormones féminines responsables du bon fonctionnement de ’appareil génital féminin
et plus précisément les ovaires. Les données génétiques disponibles sur cette thématique
dans la bibliographie suggérent que le syndrome OPK est la conséquence d’une anomalie génétique
majeure dans la production des androgenes ovariens, conjointement a des facteurs
environnementaux ou d’autres facteurs a 1’origine d’une hyper-insulinémie. A I’heure actuelle,
les génes candidats qui ont été explorés sont ceux impliqués dans la synthése et I'action
des hormones stéroides, ceux impliqués dans le métabolisme des glucides, et ceux impliqués
dans l'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. Néanmoins, d’autres geénes, impliqués dans d’autres voies métaboliques,

peuvent étre potentiellement incriminés (Fenichela et al., 2017).



Introduction

Des études encore plus récentes suggerent que les mécanismes moléculaires conduisant
au SOPK sont influencés par des modifications eépigénétiques telles que la méthylation
des cytosines, les modifications post-traductionnelles des histones et les acides ribonucléiques
(ARN) non codants, induites par plusieurs facteurs différents (Dunaif, 2016 ;
Fenichela et al., 2017). Certains microARN (miARN) sont impliqués dans le contrdle des génes
nécessaires a la synthese des androgenes, a l'inflammation, a I'adipogenese et a la signalisation,
pouvant ainsi s'intégrer dans la physiopathologie du SOPK. Des études récentes ont révélé
que plusieurs miARN s’averent avoir un intérét remarquable en tant que nouveaux biomarqueurs
dans ce syndrome (Fenichela et al., 2017). De par ces fonctions multiples dans le métabolisme
des miARN, le géne DICER1 pourrait constituer une piste trés prometteuse a explorer

pour la recherche d’une étiologie génétique a ce dysfonctionnement de la reproduction.

La fertilité atténuée est I'une des principales préoccupations des patientes atteintes de SOPK,
et diverses stratégies thérapeutiques sont utilisées pour tenter d'améliorer la fonction ovulatoire.
Donc, la prise en charge de ces patientes dépend de ses plaintes ; mais jusqu’a maintenant
il n’existe pas de traitement universel car les objectifs d’un traitement pharmacologique efficace
doivent tenir compte de I'excés d'androgénes, de I'oligo-ovulation et de la résistance a l'insuline
(Escobar, 2018).

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 physiopathologique
du syndrome des ovaires polykystiques en mettant 1’accent sur 1’aspect génétique
et épigénétique de ce dysfonctionnement.

- Reéaliser une étude moléculaire de type cas-témoins visant a contribuer a la détermination
de Iimpact du polymorphisme rs3742330 du gene DICERL, élément clef de la voie
de biosynthése et régulation des miARN, dans la genese du syndrome des ovaires
polykystiques sur une population de femmes issues de la région de Constantine.
Le génotypage du polymorphisme d’intérét sera fait par une Polymérisation de Réaction
en Chaine (PCR) et étude du Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction
(RFLP).
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Chapitre 1 Généralités sur I’ovaire

1-  Embryologie

Les éléments des embryons humains participant a la formation des organes génitaux
sont indifférenciés au départ comme ceux de tous les mammiféres. Les gonades (ovaires)

se développent a partir du feuillet mésoblastique. Leur développement passe par différentes étapes :

- Gonocytes primordiaux : les gonocytes primordiaux apparaissent dés la 3°™ semaine
du développement embryonnaire dans le mésenchyme extra-embryonnaire tapissant la paroi

postérieure du lécithocéle.

- Crétes génitales : les crétes génitales apparaissent dés la 4°™ semaine de développement
embryonnaire de chaque coté de la ligne médiane entre le mésonéphros et la racine

du mésentére dorsal. L’ensemble constitue le blastéme somatique commun.

- Migration des gonocytes primordiaux : a la 5°™ et 6°™ semaine, il y a migration
des gonocytes primordiaux en direction des crétes génitales. Le blasteme somatique commun
proliféere activement et forme des cordons qui entourent progressivement les gonocytes
primordiaux. Il est impossible a ce stade de distinguer la gonade male et la gonade femelle :
c’est le stade de gonade indifférenciée. Les embryons possedent, quel que soit leur sexe,
deux systémes pairs de conduits génitaux : les canaux de Wolff et les canaux de Mauller.
Dans le sexe féminin, les canaux de Wolff disparaissent et ne laissent que quelques reliquats
embryonnaires peu importants sur le plan fonctionnel. Les canaux de Miuller formeront

les trompes et 1’utérus.

- Differenciation sexuelle féminine : les gonocytes se multiplient dans la partie corticale
de la gonade, tandis que la partie médullaire reste dépourvue de cellules germinales
mais pourvue de cellules de Leydig a sécrétion androgénique. Les ovocytes se transforment
en ovogonie et pénctrent a l’intérieur des cordons du blastéme somatique commun.
Chaque ovogonie s’entoure d’une couche de cellules folliculaires issues du blastéme
somatique commun. Les autres cellules blastémiques donneront les cellules interstitielles

et les cellules du stroma ovarien (Diarra, 2019).



Chapitre 1 Généralités sur I’ovaire

Différentiation des ovogonies : vers la 11°™ semaine, les ovogonies atteignent 5 a 6
millions. En méme temps, apparaissent les premiers follicules primordiaux : certains ovocytes
pres de la médullaire s’entourent de la granulosa constituée d’une assise cellulaire nourricicre,
réguliere et cubique. Les cellules de la granulosa et les cellules de Sertoli forment une barriere
autour des cellules germinales et déversent une sécrétion nourriciére. Elles sécrétent
I’inhibine, I’activateur du plasminogene, les protéoglycanes et 1’hormone antimiillérienne.
Cependant, les cellules de Sertoli du testicule sécrétent tot 1’hormone antimiillérienne
(d’ou I’involution des canaux de Miiller), tandis que les cellules de la granulosa de 1’ovaire
sécretent I’AMH (Hormone Anti-Millérienne) seulement apres la naissance, dans les couches

les plus internes du follicule antral (Diarra, 2019).

Anatomie

Glande génitale paire de la femme, 1’ovaire est un organe a la forme d’une amande,

légerement aplatie, qui présente un grand axe presque vertical légérement oblique en bas.

De couleur blanche rosée, qui tranche nettement avec les formations du voisinage, sa consistance

est ferme, mais trés friable et irréguliere chez la femme en période d’activité génitale,

et a la ménopause, il prend un aspect scléreux. L’ovaire mesure environ 4 cm de long sur 2 cm

de large et 1 cm d’épaisseur, son poids est de 6 a 8 grammes pendant la période d’activité génitale

de la femme et de 1 a 2 grammes apres la ménopause Les deux ovaires, droit et gauche, sont placés

dans la cavité pelvienne dans une fossette latéro-utérine en arriere du ligament large contre la paroi

latérale du pelvis, ils sont extra péritonéaux (Bahri, 2017 ; Naimi, 2019) (figure 01).

Isthme Segment utérin

Ostium

Ampoule Mésosalpynx

Infundibulum‘

Ovaire

Utérus
Pavillon

Figure 01 : Appareil reproducteur féminin (Kamina et al., 2003).
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3-

Physiologie fonctionnelle

L'appareil génital est composé de : deux ovaires ainsi que des voies genitales.

Les ovaires ou gonades femelles : sont des organes pairs et symétriques, situés dans la cavité

pelvienne en arriere du ligament large dans une dépression du peéritoine appelée la fossette

ovarienne. Dans un seul ovaire on distingue deux zones :

Une zone centrale ou zone médullaire: elle a un rbéle nourricier.
Elle renferme les nerfs, les vaisseaux sanguins. Elle est composée d'un tissu conjonctif.
Une zone périphérique ou zone corticale: c'est la zone fertile de I'organe.
On y trouve les ovules a divers stades de développement (figure 02). Selon le stade
de développement, on distingue :

- Les follicules primordiaux

- Les follicules primaires

- Le follicule secondaire : (pré-antral)

- Le follicule cavitaire (tertiaire / antral)

- Le follicule madr ou pré-ovulatoire (de De Graaf)

- Le corps jaune

- Les follicules involutifs : il s’agit en fait des follicules qui n'ont pas atteint le stade

pré-antral et qui sont donc dépourvus de theque interne.

corpus _follicules follicule
albicans| Primordiaux primaire

follicule
secondaire

vaisseaux
sanguins

- follicule
ligament s '
: ‘ ertiaire
utéro-ovarien ‘ \g9
2 follicule de
~ cortex: A 5 De Graaf
zone périphérique
corps ovulation
jaunes
coupe d'un ovaire médulla ovog Sg
& cycle ovarien zone centrale

Figure 02 : Evolution folliculaire dans ’ovaire (Kamina et al., 2003).
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- Les voies génitales sont composées de la trompe utérine, les trompes de Fallope, de l'utérus,

ainsi que du vagin et de la vulve (Diarra, 2019).

En période d’activité génitale, les ovaires assurent deux fonctions majeures, 1’'une exocrine
(folliculogénése) permettant la maturation et émission cyclique de 1’ovocyte, et 1’autre endocrine
(stéroidogénése) assurant I’imprégnation hormonale cestroprogestative de 1’appareil génital féminin
sous le contréle des gonadotrophines hypophysaires : I'Hormone Folliculo-Stimulante (FSH)
et 'Hormone Lutéinisante (LH) (Bahri, 2017 ; Naimi, 2019).

3-1- Fonction exocrine

La folliculogénese correspond au processus de croissance et de maturation folliculaire
a partir de follicules primordiaux jusqu’a I’ovulation. La folliculogénése comporte deux phases
distinctes se déroulant normalement de fagon continue au cours du cycle, a partir de la puberté

jusqu’a la ménopause.

- La premiére phase permet un recrutement et une croissance continue de follicules
primordiaux en follicules primaires (46 mm), puis secondaires et finalement follicules
préantraux (0,1 a 0,2 mm).

- La seconde phase, dépendante des gonadotrophines hypophysaires, se déroule
sur 50 a 65 jours. Cette croissance folliculaire est marquée par 1’accumulation de liquide
dans I’antrum et par la multiplication des cellules de la granulosa et de la théque interne.

Seul le dernier stade conduisant les follicules a devenir potentiellement sélectionnables

pour une ovulation ultérieure est accessible a I’échographie (2 2 5 mm) (Bahri, 2017).

3-2- Fonction endocrine

L’ovaire est une glande endocrine qui produit plusieurs hormones :

- Les cestrogénes : élaborés par les glandes thécales (interstitielles) et le corps jaune (petites
cellules lutéales).
- La progestérone sécrétée par les grandes cellules lutéales du corps jaune.

- Les androgenes sécrétés par les cellules du hile de 1’ovaire.

Toutes ces sécrétions ovariennes ainsi que la maturation folliculaire sont sous le contrdle

hormonal de 1’axe hypothalamo-hypophysaire (Djebien, 2019).
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3-3- Cycle ovarien

L'activité ovarienne au cours du cycle comporte quatre phases : la phase menstruelle
qui marque le début de chaque cycle, la phase folliculaire, la phase ovulatoire et la phase lutéale.
A la naissance, les ovaires contiennent environ 2 millions d'ovocytes contenus au sein de follicules
primordiaux qui n'ont pas la capacité de se multiplier et dont beaucoup vont involuer spontanément.
Au moment de la puberté, seuls 400 000 ovocytes persistent, dont 400 environ arriveront
a maturation complete.

La phase folliculaire, qui dure de 12 a 16 jours, est marquée par le recrutement d'un follicule
primordial que sa maturation conduit a devenir un follicule ovulatoire. Ce processus de recrutement,
contr6lé entre autres par I'hormone antimullérienne, se déroule sur plusieurs mois : d'abord se fait
le passage du stade de follicule primordial a celui de follicule primaire (prolifération de cellules
de la granulosa), puis se fait le passage au stade de follicule secondaire (formation de multiples
couches de cellules de la granulosa) qui dure 120 jours. Le follicule continue sa croissance
inévitablement jusqu'a ce qu'il soit détruit par atrésie ou qu'il ait ovulé.

Les cing stades ultérieurs sont étalés sur 65 jours. Le premier stade (25 jours) comporte
la transformation en follicules préantraux de classe 1 marqués par I'apparition de cellules thécales.
Pendant les 40 jours restants, 70% de ces follicules préantraux vont évoluer vers les stades
ultérieurs, passant par le stade de follicule antral débutant de classe 2, puis de classe 3 et 4.
Cette croissance folliculaire est marquée par I'accumulation de liquide dans [l'antrum,
de la granulosa et de la theque interne. Seul le dernier stade (follicule antral de classe 5), qui conduit
les follicules a devenir sélectionnables et donc des candidats potentiels a I'ovulation, est accessible
a l'échographie puisque les follicules qui étaient inférieurs ou égaux a 1 mm deviennent plus
volumineux et visibles, mesurant de 2 a 5 mm. Ce passage de la classe 4 a la classe 5 a lieu pendant
la phase lutéale du cycle précédent l'ovulation, impliquant que des follicules préts (de trois a 11)
qui sont visibles en imagerie au cours de cette phase et, a fortiori, des le debut du cycle suivant.
Dans les follicules sélectionnables, qui deviennent plus sensibles a la FSH, les cellules de la theque
interne contenant des récepteurs a la LH en plus grand nombre que les follicules en croissance
basale, assurent la production d'androsténedione.

La seule différence du follicule sélectionneé pour l'ovulation est de nature fonctionnelle, assurant
une fonction enzymatique aromatase plus développée et donc une plus grande sécrétion d'cestradiol.
La différence morphologique va apparaitre au cours de la phase folliculaire du cycle,
avec la croissance d'un follicule qui passe progressivement de 5 a 7 mm en début de phase
folliculaire, a 18 a 25 mm en fin de phase, alors que les autres vont évoluer vers l'atrésie
(Naimi, 2019) (figure 03).
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Figure 03 : Chronologie du développement folliculaire (Young et al., 1999).

DPL : Début de Phase Lutéale ; FPF : Fin de Phase Folliculaire. FPL : Fin de Phase Lutéale
LH : Luteinizing Hormone ; FSH : Follicle Stimulating Hormone.
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Chapitre 11 Syndrome des ovaires polykystiques

1-  Définition

La définition de Rotterdam est la classification du SOPK la plus utilisée et elle est
actuellement appuyée par la plus part des sociétés scientifiques et des autorités sanitaires.
Cette définition propose que le SOPK puisse étre diagnostiqué chez toute femme présentant
au moins deux des trois caractéristiques suivantes :
- Hyperandrogénie clinique et/ou biochimique.
- Dysfonctionnement ovulatoire.

- La morphologie des ovaires polykystiques (PCOM).

Ces définitions nécessitent 1’exclusion de troubles spécifiques qui pourraient présenter
des signes et des symptdmes qui chevauchent ceux du SOPK, tels que : I’hyperplasie congénitale
non classique, 1’hyperprolactinémie, la dysfonction thyroidienne, 1’hypercortisolisme
et les tumeurs sécrétant les androgénes (Escobar, 2018). Une définition concise et consensuelle
a longtemps manque et reste encore tres discutée aujourd’hui. Depuis 1990, et la conférence
de la National Institut of Health (NIH) ; une majorité des praticiens s’accordaient pour définir
le syndrome des ovaires polykystiques comme une maladie primitive conjuguant irrégularité
menstruelle et hyperandrogénie (oligo-anovulation). D’autres études ont démontré que le SOPK
est la plus fréquente des maladies endocriniennes chez les femmes jeunes ou en un age de procréer.
Les désordres hormonaux féminins en cause, dont 1’exces d’androgeéne et la résistance a ’insuline,
a la base d’une symptomatologie clinique sont probablement d’origine génétique
(Merviel et al., 2017). Ce syndrome est reconnu comme étant la principale cause d’anovulation
et d’infertilité associée a une maladie métabolique. C’est une pathologie multifactorielle impliquant
des facteurs environnementaux et/ou génétiques intervenant a divers niveaux et a divers degrés
(Bachelot, 2016).

2-  Epidémiologie

De nombreuses femmes atteintes du syndrome des ovaires polykystiques
sont en surpoids (IMC égal ou supérieur a 25) ou carrément obéses (IMC égal ou supérieur a 30).
Aux Etats-Unis, I'obésité affecte environ 80% des femmes atteintes de SOPK tandis qu'en dehors
(en Europe), elle ne touche que 50% des femmes atteintes de ce syndrome. Cette association accrue
aux Etats-Unis semble étre similaire & I'augmentation de la prévalence de I'obésité dans I'ensemble
du pays. Les estimations de la prévalence du SOPK, telles que définies par les criteres NIH

indiquent que le SOPK est une endocrinopathie courante affectant 4% a 8% des femmes en age

de procréer (Sirmans, 2014).
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Récemment, plusieurs groupes ont démontré que la prévalence du SOPK varie en fonction
des critéres diagnostiques utilisés. Ces études indiquent systématiquement que les estimations
de la prévalence utilisant les critéres de Rotterdam sont deux a trois fois supérieures a celles
obtenues en utilisant les criteres NIH / NICHD (National Institute of Child Health and Human
Development) (Sirmans, 2014).

Les antécédents familiaux de SOPK sont un facteur de risque bien établi. Etant considéré
par certains auteurs comme un trouble héréditaire, les problemes qui entravent les progres
dans la démarche de prouver ce fait, comprennent I'hétérogénéité des phénotypes du SOPK,
ainsi que la difficulté d'attribuer un phénotype aux femmes ménopausées et aux filles prépuberes.
Pour les OPK, il a eté observé que plus tard, a un age avancé, 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 (Torre, 2007).

3-  Etiologie

L’étiologie du syndrome des ovaires polykystiques est inconnue et vraisemblablement
multifactorielle. Le caractéere hétérogéne de I’affection suggeére une origine multigénique.
Le SOPK est en rapport avec une anomalie ovarienne primitive qui va s’exprimer Suite
a des interactions avec des facteurs environnementaux. La prédisposition génétique a cette maladie
a été fortement suggérée par la fréquence des formes familiales de SOPK (Bachelot, 2016).

Une origine évolutive commune basée sur 1’avantage de survie a été suggérée pour les troubles
métaboliques prévalents tels que 1’obésité et le diabéte. En outre, une théorie similaire a également
été proposee pour le SOPK. Selon celle-ci, dans les temps anciens, les humains étaient exposés
a des conditions environnementales extrémement stressantes caractérisées par une activité physique
quasi continue, une alimentation riche en glucides complexes et en protéines mais pauvres
en graisses et de longues périodes de famines, de traumatismes et d’infections. Dans de telles
conditions, la combinaison de génotypes et phénotypes économes pourrait étre essentielle
a la survie et faciliter leur sélection au cours de I’évolution. C’est une perspective évolutive

intéressante qui mérite d’étre développée (Escobar, 2018).
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4-  Physiopathologie et aspects moléculaires

Le SOPK représente la cause la plus fréquente des anovulations normo-gonadotropes.
Plusieurs théories ont été proposées pour expliquer la pathogenése du SOPK. L'une d'elles est que
les défauts neuroendocriniens entrainent une augmentation de la fréquence d'impulsion
et de I'amplitude de la LH et une FSH relativement faible, cela provoque des défauts intrinséques
dans la production d'androgenes ovariens, il peut y avoir une altération du métabolisme du cortisol

et une production excessive d'androgénes surrénaliens (Aziz et al., 2006) (figure 04).

.
[? Aromatase activity : T-*E ]

——

Insulin resistance — %

B R,
t Androgens

Figure 04 : Physiopathologie du syndrome des ovaires polykystiques (Daniel et al., 2015).
SHBG : Sex Hormone-Binding Globulin

La physiopathologie du SOPK est complexe et reflete les interactions entre les facteurs
génétiques, métaboliques, feetaux et environnementaux. L'importance relative de ces facteurs
peut varier chez les femmes individuellement touchées. L'obésité est I'aberration métabolique
prédominante dans le SOPK puisque plus de 50% des femmes avec le SOPK sont en surpoids
ou obeses. Des défauts de signalisation de [l'insuline ont été observés dans les muscles
squelettiques et les tissus non adipeux de femmes atteintes de SOPK (Daniel, 2015) (figure 05).
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Figure 05 : Le role des androgenes dans les defauts de signalisation de I'insuline dans les tissus
périphériques du SOPK (Diamanti, 2008).

MTOR : mammalian Target Of Rapamycin ; PKC : Protein kinase C; Akt : Protein kinase B
S6K : Ribosomal protein S6 Kinase ; IRS-1 : Insulin receptor substrate 1

L'anovulation dans le SOPK est attribuée aux perturbations de la folliculogénese
qui caractérisent ce syndrome. Dans la folliculogenése normale, les facteurs de croissance :
le facteur de différenciation de croissance 9 (GDF-9), la protéine morphogénétique osseuse 15
(BMP-15) stimulent la transition du stade primordial au stade primaire, tandis que la FSH
régule les stades ultérieurs de la folliculogenese vers la sélection du follicule dominant.
Pendant la folliculogénése, les androgenes et l'insuline jouent un réle synergique avec la LH,
qui exerce son action principale aux stades folliculaires moyens a tardifs. L'équilibre entre FSH
et AMH pourrait étre essentiel pour l'activite de I'aromatase au moment et aprés la sélection
du follicule dominant. L'exces de petits follicules entraine une augmentation des taux d'’AMH,
ce qui interfere avec la réactivité folliculaire a la FSH. L'augmentation de l'insuline induit

I'expression des récepteurs de la LH et la lutéinisation prématurée (Diamanti, 2008) (figure 06).
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Figure 06 : Folliculogénése normale et défaut folliculaire dans le SOPK (Diamanti, 2008).

La folliculogénése et qualité ovocytaire :

Dans le cas normal, la croissance de 1’ovocyte dépend de plusieurs interactions
intra-ovariennes, endocrines et paracrines et qui concernent la folliculogénése.
Toutes ces composantes créent un microenvironnement favorable pour 1’ovocyte mature,
et dont la qualité sera ainsi influencée par deux micro-environnements héterogénes

mais fonctionnellement complémentaires : local ovarien et endocrinien plasmatique.

Dans le cas du SOPK, ce sont & la fois les facteurs extra-ovariens et intra-ovariens
qui sont modifiés et qui sont susceptibles de perturber la qualité ovocytaire, directement
ou indirectement. Parmi les facteurs endocrines (ou extra-ovariens), l’augmentation
de la LH est considérée comme un facteur délétere de la qualité ovocytaire,
puis de la qualitt embryonnaire. De plus, I’hyperandrogénie et I’hyperinsulinisme

sont également incriminés (Sermondale et al., 2012).
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5-  Symptomatologie clinique et biologique

Les manifestations cliniques du SOPK sont trés hétérogénes. L'hétérogénéité semble
étre ajustée par plusieurs facteurs, tels que les facteurs génétiques, I'état nutritionnel dans I'utérus,
I'exposition prénatale aux androgénes, la résistance a l'insuline, et les changements de poids

corporel (Zhang et al., 2013).

5-1- Symptomatologie clinique
5-1-1- Criteres échographiques

L’échographie pelvienne est I’examen de référence pour le diagnostic positif.
La période optimale pour I’examen échographique se situe entre j3 et j5, aprés des régles
spontanées ou provoquées par une bréve séquence progestative. Les critéres sont les suivants :
une augmentation du volume ovarien (>10 cm?® par ovaire) ; et/ou une échostructure contenant
plus de 12 follicules de 2 a 9 mm pour I’ensemble de chacun des ovaires. Cet aspect a I’échographie
est partagé avec d’autres étiologies connues comme I’hyperplasie surrénalienne congénitale,

les tumeurs sécrétrices d’androgénes et le syndrome de cushing (Reyss et al., 2006 ; Isnard, 2018).

5-1-2- Anovulation

L'absence d'ovulation est un probléme clef chez les femmes qui ont été diagnostiquées
avec un SOPK, wune condition également caractérisée par une hyperandrogeénie,
une hyper-insulinémie bien marquée et une morphologie ovarienne échographique typique.
L’anovulation chronique se manifeste le plus souvent par une oligoménorrhé (- 8 regles par an)
ou par une aménorrhée. Les cycles anovulatoires peuvent entrainer des saignements utérins

dysfonctionnels et une diminution marquée de la fertilité (Torre, 2007 ; Pundir et al., 2018).

5-1-3- Troubles du cycle

L’oligo-anovulation est le plus souvent responsable d’un trouble du cycle exprimé
par un exces d’androgenes qui pourrait, par ailleurs, empécher 1’apoptose des cellules

de la granulosa, ce qui induirait une résistance a 1’atrésie folliculaire (Torre, 2007).

5-1-4- Hyperandrogénie

L’ hyperandrogénie est une sécrétion excessive d’androgeénes qui se manifeste cliniquement
par : I’hirsutisme, 1’acné, un trouble du cycle. L'hyperandrogénie ovarienne est principalement
attribuée a un défaut stéroidogene inhérent aux cellules théques dans le SOPK
(Maeliss et al., 2013).
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5-1-5- Syndrome métabolique

L’association du SOPK avec d'autres comorbidités a été observée notée depuis plusieurs
années. Bien que la démonstration de la résistance a l'insuline ne soit pas nécessaire pour poser
le diagnostic du SOPK, il est clair qu’elle joue un role de premier plan dans sa physiopathologie.
Le syndrome métabolique est défini par un groupe d'hyperglycémie, d'obésité centrale,
d'hypertension et de dyslipidémie (Eckel et al., 2005). Les anomalies métaboliques liées
a la résistance a l'insuline et a l'obésité sont dans le SOPK, dans de nombreuses circonstances,
plus importantes que I'anovulation et I'excés d'androgénes. Des défauts de signalisation de I'insuline
ont été observés dans les muscles squelettiques et les tissus non adipeux de femmes atteintes
de SOPK (Diamanti, 2008).

5-2- Symptomatologie biologique

Un bilan hormonal est pratiqué entre le 2°™ et le 5*™ jour du cycle. Chez une patiente
aménorrhéique, les régles 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 (Sulfate de Déhydroépiandrostérone),
la 17-béta-cestradiol, la 17-hydroxy-progestérone, la TSH (Thyroid Stimulating Hormone),
et parfois le dosage de la glycémie et de I’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/mi

Les androgénes sont parfois légerement augmentés : testostérone totale entre 0,7 et 1,2 ng/ml,

Delta 4 androsténedione reste inférieure a 5 ng/ml, SDHA et la 17-hydroxy-progestérone

parfois élevée.

Une tendance au diabéte et une hyper-insulinémie (Coussieu, 2004).

15



Chapitre 11 Syndrome des ovaires polykystiques

6-  Prise en charge du SOPK

Le syndrome des ovaires polykystiques est une pathologie fréquente chez la femme jeune,
associant une infertilitt & une maladie métabolique. La prise en charge initiale comprendra,
en cas de surpoids ou d’obésité, un régime alimentaire strict permettant de perdre au moins
5 a 10% de la masse corporelle. Par la suite, le citrate de clomiféne (Clomide®) est classiquement
le traitement de premiére intention dans la stratégie de stimulation d’un SOPK. C’est un traitement
tres simple, disponible, administré par voie orale, peu couteux, peu risque, et qui ne présente
que peu d’effet secondaires. La dose prescrite habituellement est de 50 mg soit 1 comprimé
par jour (variant de 25 a 250 mg/j pour les obéses) pendant 5 (a 10) jours. Le citrate de clomiféne
permet d’obtenir une ovulation dans 60 a 80% des cas avec des taux de grossesse de 15 a 25%
par cycle (40 a 80% apres 6 cycles). En cas de résistance au citrate de clomifene, le choix
se fera entre la multi-perforation ovarienne (drilling ovarien) qui est une technique qui améliorait
I’ovulation mais qui est parfois pourvoyeuse d’hémorragies, d’adhérences pelviennes et d’infertilité
tubaire secondaire. Cette technique peut étre remplacée par une induction d’ovulation par la pompe
a GnRH, ou la stimulation par les gonadotrophines. Le but du traitement par la pompe a GnRH
est d’imposer un rythme physiologique de GnRH a la place de la sécrétion anarchique hypertonique
de LH chez les femmes ayant un SOPK. Les risques de la stimulation ovarienne chez ces femmes
sont les grossesses multiples. Une fois I’infertilité prise en charge, ces femmes devront étre suivies
a long terme du fait des risques cardiovasculaires et néoplasiques qu’elles présentent

(Merviel etal., 2017).
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1-  Aspects génétiques du syndrome des ovaires polykystiques

Le syndrome des ovaires polykystiques est un spectre de maladies comprenant
les symptdémes d'une production excessive d'androgenes tels que I'hirsutisme, la peau grasse
et l'acné ainsi que les manifestations de I'oligo-ovulation, par exemple I'oligoménorrhée,
aménorrhée secondaire ou saignement utérin anormal. Les patients qui contractent ce syndrome
peuvent également éprouver des difficultés a tomber enceinte. On pense que le probleme
d'infertilité dans les cas de SOPK est di a plusieurs causes telles que le trouble ovulatoire et I'exces
de production d'androgénes entrainant une mauvaise qualité des follicules et par la suite
une mauvaise fécondation ou de faibles taux d'implantation. Malgré le manque d'informations
complétes sur le phénotype, la littérature la plus ancienne suggérait clairement le regroupement
du SOPK dans les familles et suggérait un mode d'hérédité le plus cohérent avec un modéle
autosomique dominant. Le syndrome OPK est un trouble hétérogene et complexe qui a, a la fois,
des implications négatives sur la reproduction et le métabolisme chez les femmes touchées.
Parmi les génes potentiellement impliqués, on peut citer le cytochrome P-450c17 (CYP17),
I’enzyme de clivage de la chaine latérale du cholestérol (CYP11A SSC), la 21 hydroxylase (CYP21),
le récepteur aux androgénes, la SHBG, le récepteur a [Iinsuline (IR),
I’insuline, les protéines substrats du récepteur de [I’insuline (IRS), la calpaine-10, PPAR
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptors), I’IGF et son récepteur (Jones et Goodarzi, 2016).

L'étiologie multifactorielle du SOPK repose sur une architecture génétique complexe
qui n'a commencé que récemment a étre élucidée. L'utilisation de l'analyse de genes candidats
a fourni plusieurs pistes prometteurs comme locus de risque de SOPK ou comme modificateurs
génétiques des phénotypes des composants du SOPK (Torre, 2007 ; Daniel et al., 2015;
Jones et Goodarzi, 2016).

2-  Etudes familiales

Les études de ségrégation familiale ont souligné la forte incidence du SOPK
chez les apparentés aux sujets atteints et ont évoqué le r6le majeur de la composante génétique
dans la genése de ce syndrome. Du fait de la variabilité des phénotypes du SOPK, les criteres
utilisés pour identifier les cas index et les membres atteints de la famille différent selon les études.
Ceci pourrait expliquer, d’une part la variabilit¢ des résultats en termes d’incidence
du SOPK et d’autre part, I’absence de consensus entre les études concernant
le mode de transmission exact de ce syndrome. Aprés plusieurs prospections, il été a conclu
que ce syndrome était transmis selon un mode autosomique dominant avec, toutefois,
une penétrance incompléte assez faible (Kosova et Urbanek, 2013).
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En effet, il a été rapporté des cas de SOPK chez les jumeaux monozygotes ou dizygotes,
ce qui a rarement ¢té analysé. Selon cette étude, le SOPK aurait un mode d’héritabilité plus
complexe qu’autosomique dominant, probablement li¢ a 1’X ou polygénique (Triméche, 2004).
D’autres études menées sur des jumelles ont montré une héritabilité de 79% compatible
avec une influence majeure des facteurs génétiques dans le SOPK (Ewens et al., 2010).
En résume, le SOPK démontre une agregation familiale non mendélienne compatible
avec une maladie génétique complexe reésultant de l'interaction entre les génes de susceptibilité
et les facteurs environnementaux (Kosova et Urbanek, 2013).

3-  Anomalies moléculaires impliquées dans le SOPK

Les anomalies moléculaires associées au SOPK peuvent intéresser tous les niveaux
de fonction et de régulation ovariennes. Les études de liaison réalisées dans des familles
de SOPK ont permis de tester un certain nombre de génes candidats, en particulier ceux impliqués
dans la stéroidogeneése, dans la synthese et la régulation des gonadotrophines, dans le métabolisme
des carbohydrates, et les génes codant pour les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
(HLA) (Triméche, 2004). Les principaux génes candidats sont ceux codant pour des facteurs
impliqués dans la synthese, le transport, la régulation des effets des androgenes. D'autres genes
candidats sont ceux codant pour des facteurs impliqués dans le métabolisme de l'insuline,
tels que les récepteurs de l'insuline, les protéines en cascade de cette signalisation responsables
de la liaison de I'insuline a son récepteur, le systeme IGF, ainsi que d'autres facteurs de croissance
(Duran et Welt, 2014 ; De Leo et al., 2016).

3-1-  Génes impliqués dans la synthése des glucocorticoides
3-1-1- Géne CYP 17

Le gene CYP17 est situé dans le chromosome 10g24.3 et qui code pour I'enzyme cytochrome
P450c170 avec une activitt 17-ohydroxylase. Cette enzyme convertit la prégnénolone
et la progestérone en 17-hydroxy-pregnénolone et 17-hydroxy-progestérone, qui se poursuivra
avec la conversion des deux formes de stéroides en déhydro-épi-androstérone et androsténedione.
Une étude menée sur une cellule theque ovarienne d'une patiente atteinte du SOPK a établi
une augmentation de la transcription du gene CYP17 dépendante de I’AMPc, et d’autre a révélé
qu’un polymorphisme T/C d'un seul nucléotide dans la région du promoteur, entraine
une augmentation de l'activité du CYP17. Le polymorphisme est situé au niveau de la région
non traduite 5> (5- UTR) qui va par la suite améliorer l'activitt du CYP17 et augmentera
consécutivement le taux de biosynthese des androgénes (Wiweko et al., 2011).
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3-1-2- Gene CYP11A

CYP11A est le géne codant pour I'enzyme de clivage de la chaine latérale (P450scc).
Il a un role crucial concernant la limitation de la vitesse de la voie de la stéroidogenése,
car le SOPK est principalement associé a un excés d'androgénes. En outre, la variation du géne
CYP11A peut étre impliquée dans I'étiologie de I'nyperandrogénie. Les conséquences phénotypiques
des variations du géne CYP11A dépendent de I’origine ethnique, de 1’exposition aux facteurs

environnementaux ou interférent avec d'autres facteurs génétiques (Shaaban et al., 2019).

3-1-3- Gene CYP21

Ce gene code pour la 21-hydroxylase, c’est la protéine responsable de la conversion
de la 17-OH-progestérone en 11-désoxycortizole et seules quelques études ont analysé I'association
entre le polymorphisme du CYP21 et le SOPK. Le géne qui code pour la CYP 21 est un pseudogéne
(CYP21P) situé dans le complexe d'histocompatibilité HLA sur le chromosome 6 (6p21.3).
Il comporte 10 exons et 9 introns couvrant une distance de 3 kb et montrant une haute
homologie avec une identité nucléotidique de 98% dans les séquences exoniques et de 96%
dans les introniques. Les différentes mutations de ce gene sont des mutations ponctuelles
et des petites délétions et insertions, trés rarement des recombinaisons inter-géniques
entre le CYP21 et CYP21P. Le déficit de la 21-hydroxylase peut étre la cause de 1’apparition

d’une symptomatologie clinique chez les atteintes du SOPK (Pucci et al., 2010).

3-1-4- Gene du récepteur aux androgénes

Le gene AR (Androgen Receptor) est porté par le bras long du chromosome X (Xql11.2).
La portion N-terminale de ce géne est le siége d’un important polymorphisme, avec notamment un
nombre variable de répétitions de CAG codant pour la glutamine. Il a été démontré que le niveau
d’action transcriptionnelle du récepteur des androgeénes varie selon le nombre de répétitions CAG :
plus le nombre de CAG est bas, plus Dactivité du récepteur est élevée. Les androgenes
et le récepteur des androgénes sont considérés comme importants puisqu’ils ont un réle crucial
dans le folliculogénése et I’hyperandrogénie. Le géne AR est exprimé dans les ovocytes,
les cellules de la granulosa et les cellules de la theque, et est régulé temporellement au cours

du développement folliculaire (Trimeche et al., 2003 ; Wang et al., 2015 ; Astapova et al., 2019).
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3-1-5- Gene de la SHBG

La protéine codée par ce gene, connue sous le nom de SHBG, régule en fait I'acces des tissus
aux androgeénes. La réduction des niveaux de SHBG est un attribut des femmes a phénotype
hyperandrogeniques qui augmente la libération d'androgenes libres dans les tissus. Ce géne code
pour la globuline liant les hormones sexuelles et en particulier a la testostérone et a l'cestradiol.
Des études ont démontré que la SHBG peut potentiellement étre un gene de susceptibilité
dans le syndrome des ovaires polykystiques. La libération des androgenes libres dans les tissus
est augmentée par la réduction du taux de SHBG chez les femmes atteintes de ce syndrome
En outre, les concentrations plus faibles de SHBG dans le placenta pendant le développement
embryonnaire contribuent a la “ programmation feetale” du SOPK. La redondance du penta-
nucléotide (TAAAA)n influence les niveaux d’expression de SHBG, et une longueur
de répétition plus courte est liée a une transcription plus importante du géne. La corrélation positive
de I'hyperandrogénie avec le polymorphisme (TAAAA)n dans le promoteur du gene SHBG

a été confirmée par plusieurs groupes (Shaaban et al., 2019).

3-2- Geénes impliqués dans le métabolisme des carbohydrates
3-2-1- Géne du récepteur de I’insuline et géne de ’insuline

Une ¢tude du gene du récepteur de I'insuline chez 24 patientes adultes ayant un SOPK
et une insulinorésistance confirmée a decrit un certain nombre de polymorphismes
dont la variation du nombre de répétition (ATTT) et (TC) sur I’exon 11, les variants (Asp519,
Ala523) sur l’exon 8, (Asn 838) sur I’exon 13 et (Tyr984, His1058) sur I’exon 17.
Le gene de susceptibilité serait localisé en 19p13.3, dans la région du gene du récepteur
de I’insuline (Triméche et al., 2003). Le récepteur de 1’insuline est toujours présent dans cellules
normales et cellules touchée. Il existe une homologie structurelle et fonctionnelle entre 1’IGF
et le récepteur de I’insuline dont le récepteur IGF-1 est également présent dans I'ovaire,
et son ligand IGF-1 est synthétise par I'ovaire (Diamant-Kandarakis, 2012).

L'insuline peut se lier au récepteur de I'lGF-1 et I'activer, et I'lGF-1 peut se lier au récepteur
de l'insuline et l'activer également. L’action de I’insuline ovarienne sur la stéroidogénése
est ainsi préservée, malgré la résistance aux actions métaboliques de I’insuline dans le SOPK.
L'augmentation des niveaux d'insuline en synergie avec celle de la LH peut déclencher I'expression
prématurée du récepteur de LH dans une sous-population de petits follicules conduisant
a une différenciation terminale prématurée de la granulosa et a l'arrét de la croissance folliculaire

qui peut contribuer a I'anovulation (Diamant-Kandarakis et Dunaif, 2012).
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L'insuline est bien connue pour jouer un réle pré-pondéral dans le SOPK, principalement
chez les femmes obéses et réagit de maniére croisée avec le récepteur du facteur de croissance
analogue a l'insuline 1 (IGF-1) pour améliorer la stéroidogénése ovarienne et surrénalienne, activant
la phosphorylation de la tyrosine kinase et plusieurs cascades de signalisation intracellulaire.
L’insulino-résistance est due, en grande partie, a des mutations différentes dans le géne du récepteur
de I’insuline (Chehin et al., 2020).

3-2-2- Géne IRS

Les protéines substrats du récepteur de [I’insuline (IRS proteins : IRS-1 et IRS-2)
sont indispensables a la transduction du signal de 1’insuline dans les cellules. Les polymorphismes
des génes codant pour IRS-1 (Gly972Arg) et IRS-2 (Glyl057Asp) ont été associés
a la susceptibilité au diabete de type 2 (Trimeche et al., 2003). Les protéines des substrats
des récepteurs de linsuline (IRS) sont essentielles pour la transduction du signal médié
par linsuline dans les tissus cibles (Ruan et al., 2012). L’activation du récepteur
de D’insuline augmente la phosphorylation des substrats intracellulaires, principalement

les proteines du substrat et du récepteur de I'insuline (Lin et al., 2015).

3-2-3- Géne de la résistine

Ce gene appelé “ résistine > ou “ résistance a l'insuline > en raison de sa capacité a résister
a l'action de l'insuline. Le gene codant pour la résistine humaine est situé sur le chromosome
19p13.2 et couvre 1369 pb, avec trois introns et quatre exons. La résistine est un propeptide
de 108 acides aminés, qui comprend un peptide signal, une région variable et une extrémité
C-terminale conservée. La résistine (12,5 kDa) circule dans le sang humain sous la forme
d'une protéine dimére constituée de deux polypeptides de 92 acides aminés qui sont liés par un pont
disulfure et forment des complexes de poids moléculaire élevé et des complexes de poids
moléculaire faible. Il a démontré que la résistine diminue la stéroidogénese induite par I'lGF-1
dans les cellules primaires de la granulosa humaine et donc la résistine humaine plasmatique semble
étre corrélée a I'lR comme conséquence de I'obésité elle-méme plutét que comme facteur causal
indépendant. Des études ont démontré que les hormones ovariennes n'avaient aucun effet
sur les concentrations de résistine dans le sérum. Finalement, la résistine ne semble pas étre
un facteur majeur dans la pathogenése du SOPK, meme si son implication exacte mérite

d’etre précisée (Estienne et al., 2019).
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3-2-4- Geéne de la calpaine 10

Le géne humain calpain-10, membre de la famille des calpaines cystéine protéases,
est situé sur le chromosome 2037.3 et se compose de 15 exons et 14 introns, couvrant une region
d’environ 31 kb. Les variations génétiques du géne calpain-10 peuvent entrainer des troubles
du métabolisme du glucose et provoquer une résistance a l'insuline, affectant ainsi la sensibilité
individuelle au SOPK. L'activité transcriptionnelle de la Calpaine-10 est élevee dans les cellules
des Tlots pancréatiques, les muscles et le foie, ce qui suggere qu'elle participe a la régulation
de la sécrétion et de l'action de [linsuline et a la production hépatique de glucose.
Les polymorphismes du géne condant pour la calpaine 10 peuvent étre impliqués
dans la pathogénése des troubles hyper-androgenes et du SOPK (Shen et al., 2013).

3-3- Genes impliqués dans I’action et la régulation des gonadotrophines

Un grand nombre des génes candidats au titre de facteur de risque génétique du SOPK
sont impliqués dans la régulation de la sécrétion ou de I’action des gonadotrophines, suggérant
une origine neuroendocrine reproductive de la physiopathologie du SOPK. Ces génes identifies
comme des marqueurs du risque de SOPK régulent un certain nombre de fonctions reproductrices,
neuro endocrines et métaboliques.

(Gourbesville et al., 2019).

3-3-1- Géne de la LH et de son récepteur

La LH joue un ro6le déterminant dans la production thécale des androgeénes.
L’analyse structurale du gene de la sous-unité b de la LH révele 1’existence de polymorphismes
Trp8Arg et 1lel5Thr responsables de variants structuraux de la LH. Ces anomalies ont été
retrouvées avec la méme fréquence chez les femmes avec un SOPK et chez les sujets normaux.
Il est intéressant de rappeler que 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 élevé de LH et des ovaires polykystiques a 1’échographie (Trimeche et al., 2003).

3-3-2- Géne de La FSH et son récepteur

La FSH joue un réle déterminant dans la maturation folliculaire et la sécrétion d’estrogénes
par les cellules de la granulosa. Chez les patientes ayant un SOPK, il existe un arrét de la maturation
folliculaire, ce qui suggére des anomalies probables du géne de la FSH et/ou de son

récepteur résultant d’un polymorphisme C76T sur I’exon 3 (Trimeche et al., 2003).
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3-3-3- Gene de la follistatine

La follistatine neutralise I’activine, et son augmentation arréte le développement folliculaire
en supprimant la sécrétion de FSH et accroit la production d’androgénes. Seul ce géne semble

fortement lié au phénotype SOPK (Jonard, 2002).

3-3-4- Génes du récepteur de la dopamine

La dopamine inhibe la sécrétion de GnRH et de prolactine. Des polymorphismes
en association avec le phénotype OPK ont été identifiés au niveau des génes des récepteurs
D2 et D3 de la dopamine (Triméche et al., 2003).

3-4- Autres génes candidats
3-4-1- Genes du complexe majeur d’histocompatibilité

Les études concernant I’association du SOPK avec certains loci du systtme HLA
rapportent des conclusions controversées. La survenue d’un SOPK serait liée a certains alléles

du systéme HLA et I’héritabilité serait de type autosomique récessif (Triméche et al., 2003).

3-4-2- Autres génes impliqués dans la physiologie ovarienne

IGF-1 et IGFBP-1 (Insulin-like Growth Factor-Binding Protein 1) : le SOPK est associé
a une élévation plasmatique de la fraction libre de I’IGF-I qui affecte la maturation folliculaire
par des mécanismes autocrines et /ou paracrines. Cette élévation est secondaire a la baisse
de I’IGF BP-I qui serait la conséquence de 1’hyperinsulinisme.

GDF-9 et GDF-9B : la présence de GDF-9 et GDF-9B (mieux connu sous 1’appellation
de BMP15) dans les follicules ovariens humains a fait évoquer la possibilit¢é d’une action

de ces facteurs de croissance dans la régulation de la folliculogénese (Jonard et al., 2002).

3-4-3- Géne DENND1A

Le géne DENND1A (DENN Domain Containing 1A) code pour une protéine appelée
connecdenn 1 présentant un domaine DENN (Differentially Expressed in Normal and Neoplastic
cells) impliquée dans le transport membranaire, dont I’altération provoque 1’augmentation
d’expression des ARNm CYP17 et CYP11Al, tous deux impliqués dans la stéroidogénése
ovarienne. Le produit du géne DENNDIA diminuant I’expression génique de CYP17,
de CYP11A1 et ainsi de la biosynthese des androgenes. De par sa fonction, DENND1A apparait

ainsi comme une cible potentielle pour une thérapeutique du SOPK (Gourbesville et al., 2019).
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3-5- Modification épigénétiques

Il semble maintenant probable que le SOPK survient a la suite de la conjonction

de facteurs génetiques et environnementaux. Cependant, les variants génomiques, protecteurs
ou sensibles, impliqués peuvent étre influencés par des facteurs environnementaux par le biais
de modifications épigénétiques. 1l existe aujourd'hui de solides preuves expérimentales suggérant
que ces changements épigénétiques induits (méthylation de I'’ADN, modifications post-
traductionnelles des histones et expression des microARN) peuvent contribuer a la programmation
développementale de certaines maladies chroniques chez l'adulte et qui peuvent méme étre
transmises a plusieurs générations. Le SOPK pourrait en faire partie. Ainsi, a partir de lI'analyse
du méthylome (taux de méthylation de la cytosine) dans la région promotrice des genes candidats,
certaines modifications ont été identifiées dans le cas du SOPK. L'hyperméthylation des promoteurs
de plusieurs génes candidats a été constatée. Dans une étude comparant le profil de méthylation
de I'ADN et I'analyse transcriptionnelle dans le tissu ovarien de femmes avec ou sans SOPK,
une concordance a pu étre établie dans le cas du SOPK pour 54 génes entre la perturbation
de I'expression ovarygéene et les modifications de méthylation aux sites CpG de leur promoteur.
Certains de ces genes étaient impliqués dans les processus de signalisation moléculaire,
d'inflammation, de contréle métabolique ou de prolifération en accord avec leur implication
dans le développement du SOPK. Ces resultats, qui doivent étre confirmes et consolidés,
suggerent donc fortement que des changements épigénétiques induits, par exemple, par des facteurs
environnementaux pourraient influencer les mécanismes moléculaires conduisant au SOPK
(Fenichela et al., 2017) (figure 07).
Certains microARN ou miARN sont impliqués dans le contrle de 1’expression de génes
nécessaires a la synthese des androgeénes, a l'inflammation, a l'adipogenése et a la signalisation,
pouvant ainsi s'intégrer dans la physiopathologie du SOPK. Deux miARN semblent étre
d'un intérét particulier en tant que biomarqueurs dans le SOPK, I'un (miR-222) positivement corrélé
avec linsuline et lautre (miR-146a) négativement corrélé avec la testostérone
(Fenichela et al., 2017).
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Figure 07 : Physiopathologie du SOPK : interaction entre facteurs génétiques, épigénétiques

et environnementaux (Fenichela et al., 2017).

3-6- Méta-analyses et genes candidats

Des études familiales suggerent une origine génétique au SOPK. Des prospections menées
sur des apparentés au premier degré de femmes atteintes de SOPK ont conduit a supposer
une influence génétique dont le mode de transmission serait, a priori, autosomique dominant
avec une pénétrance variable. Des études récentes d’association pangénomiques de type GWAS
(Genome-Wide Association Study) ont été menees. Ces études réalisées sur de larges populations
identifient des variants géniques ou polymorphismes nucléotidiques SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) et leurs corrélations avec des traits phénotypiques du syndrome. Une comparaison
de séquences d’ADN est réalisée entre individus ayant des phénotypes différents pour un méme
caractére (ici, le SOPK). En 2011, une etude qui a porté sur la population chinoise a permis
d’identifier 3 loci significativement associés au SOPK. Deux loci ont été identifiés
sur le chromosome 2 : 2pl6.3 a proximité du géne du récepteur LHCG (LHCGR),
et 2p21 a proximité du gene THADA. Le locus 9g33.3 a proximité du géne DENNDI1A

était significativement associé au SOPK (Gourbesville et al., 2019).
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Une deuxiéme étude de type GWAS publiée en 2012 a permis de confirmer les 3 loci
préalablement mis en évidence et d’identifier 8 nouveaux loci a risque pour le SOPK : FSHR,
C90RF3, RAB5B, YAP1, HMGA2, TOX3, INSR et SUMO1PL1. Par la suite, une autre étude de type
GWAS a été menée sur une population européenne de femmes OPK. Dans ce travail,
3 loci significativement associés a ce dysfonctionnement ont pu étre identifiés.
Deux nouveaux loci (8p32.1) dans la région de GATA4 et de NEIL2, et un locus (8p32.1)
dans la région du géne FSH. En 2018, une nouvelle GWAS a permis la mise en évidence
de 3 nouveaux loci associés au SOPK (proche de PLGRKT, ZBTB16 et MAPRE1)
en plus des 16 préalablement identifiés par les études européennes et chinoises. Au final,

le nombre total de loci associes au SOPK s’¢léve aujourd’hui a 19 (Gourbesville et al., 2019).
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Figure 08 : Méta-analyse des GWAS réalisées chez les patientes atteintes de SOPK
(Gourbesville et al., 2019).
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Chapitre 1V ARN non codants : implication du géne DICER1

1-  ARNSs non codants

Il existe dans toutes cellules deux types d’acides ribonucléiques (ARN), les ARN messagers
(ARNm), qui sont traduits en protéines, et les ARN non-codants (ARNnc), dont I’importance
fonctionnelle a pendant longtemps été sous-estimée. L’étude des ARNnc a connu ces derniéres
années un regain d’intérét trés important en raison du nombre conséquent de mécanismes
biologiques dans lesquels ils sont impliqués (Clerget et al., 2015). Les ARNnNc sont ainsi impliqués
dans la maturation du pré-ARNm, la traduction des ARNm, dans la maturation d’autres ARN,
dans la sécrétion des protéines, mais également dans le développement cellulaire ou encore
dans le controle de I’expression génique. Enfin, depuis une dizaine d’années, les progrés accomplis
particulierement en matiere de séquencage a haut-débit ont entrainé la découverte de plusieurs
ARNNC tels que les tiARN (transcription initiation RNA), les PASR (Promoter-Associated Short
RNA), les TASR (Termini-Associated Short RNAS), les spliARN (Splice-site associated SMRNAS),
dont les activités ne sont, néanmoins, pas encore toujours distinctement établies (Taft et al., 2010).
Ces différents ARNNc sont généralement assimilés au sein de complexes protéiques, constituant
alors des particules ribonucléoprotéiques (RNP), assemblées selon des processus de maturation
complexes et souvent propres & chaque ARN. De fagon surprenante, des études récentes ont
néanmoins démontré que certains ARNnc pouvaient servir de précurseurs a d’autres ARNnc. Ainsi,
la caractérisation des ARNNc associés a certaines protéines comme les protéines de la famille
Argonaute, I'une des protéines associées aux microARN matures, a montré 1’existence de petits
ARN dérivés de snoARN, ou sdRNA (snoRNA-derived RNA). Aussi, bien que plusieurs classes
de snoARN aient été identifiés il y a de nombreuses années et que leurs fonctions semblaient avoir
ét¢ identifiées depuis, cette découverte a entrainé un regain d’intérét pour 1’étude de leur
maturation, et plus particulierement sur leur possibilité de générer de petits ARN de type miARN.
Il semble aujourd’hui d’autant plus intéressant de réaliser ces études qu’il apparait que ces petits
ARN derivés et/ou leurs précurseurs seraient impliques dans de nombreuses pathologies,
comme le cancer de la prostate (Dong et al., 2008), du foie (Kawaji et al., 2008), du poumon

(Liao et al., 2010), du cerveau (Dong et al., 2008) ou certaines leucémies (Valleron et al., 2012).

1-1- Définition

Les miARNSs sont des molécules d’ARN de petite taille, de 19 a 25 nucléotides, simples brins,
non codants et endogeénes. Ils contrdlent 1’expression génique au niveau post-transcriptionnel.
L’expression génique commence par I’étape de transcription qui permet la synthese d’ARN a partir
d’ADN grace a des ARN polymérases soit de type I, de type 11 ou de type Ill pour respectivement

la synthése d’ARN ribosomique (ARNr), messagers (ARNm) et de transfert (ARNt) (Boyer, 2009).
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La transcription des ARN messagers nécessite au prealable la liaison de facteurs
de transcription spécifiques a proximité de I’ARN polymérase II. Dans le noyau des cellules
eucaryotes, la grande majorité des ARN pré-messagers transcrits subissent des modifications
post-transcriptionnelles : ajout de la coiffe en 5°, épissage des introns et polyadénylation en 3.
Puis, les ARN messagers des cellules eucaryotes sont traduits dans le cytoplasme en protéines
et peuvent subir des modifications post-traductionnelles. Ces ARNs sont utilisés comme
intermédiaires par les cellules pour la synthése de protéines. Chez les eucaryotes, un ARNm
correspond en général a un seul gene et code une seule protéine. Les miARNSs sont des régulateurs
post-transcriptionnels de I’expression génique en régulant 1’expression des ARN codants. En effet,
les miARNs sont capables d’éteindre 1’activité d’un géne en agissant directement sur I’ARNm
correspondant. En s’appariant avec les ARNmM, ils guident leur dégradation ou la répression
de la traduction en protéines. Ainsi, les miARNs participent au controle de I’expression
d’une protéine en inhibant la traduction et/ou en induisant la dégradation de I’ARNm
correspondant. La transcription des genes des miARNS est assez similaire a celle des genes codants.
La decouverte des miARNSs a révolutionné la biologie et les projets de recherche sont nombreux
a s’intéresser a ces ARNs non codants. L’identification de nouveaux miARNS ne cesse de croitre
(Derrien et Guigo, 2011). Un registre de miARNS a été créé, la base de données appelée miRBase,
pour lister les différents types et faciliter 1’appellation des nouveaux miARNS.
La version la plus récente, a ce jour, est la version 22.0 de Mars 2018 et elle recense 38 589
miARNS matures chez I’homme (Kozomara et al., 2019) (http://www.mirbase.org/).

1-2- Fonction

Les miARN sont des régulateurs de 1’expression des génes au niveau post-transcriptionnel.
Il est aujourd’hui estimé qu’un miARN peut réguler des centaines de cibles. Une cible peut étre
régulée par de nombreux mMIARN et 60% des génes peuvent étre régulés par les miARN.
La fonction essentielle de ces petits ARN est d’inhiber 1’expression d’un géne par un appariement
habituellement imparfait avec I’ARNm cible. De ce fait, les mIARN sont engagés
dans une multitude de processus biologiques, physiologiques et pathologiques. Ils peuvent
avoir un role dans 1’embryogenese, la croissance cellulaire, la migration cellulaire, I’invasion
cellulaire, la mort cellulaire, la formation de métastases, la fibrose, la chimiorésistance,

ainsi que dans de nombreuses autres pathologies (Shechner et al., 2009 ; Derrien et Guigo, 2011).
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1-3- Localisation génique

Les miARN peuvent étre localisés dans les régions intergéeniques ou étre indépendants
et posséder leur propre promoteur. lls peuvent également se placer dans les régions intergéniques,
au niveau des introns de leur géne hote et étre soumis a la méme régulation transcriptionnelle
de celui-ci. Certains miARN peuvent se localiser dans des exons des genes hotes. lls peuvent
étre transcrits de fagcon mono-cistroniqgue (miR-210), bi-cistronique (mMiR-221/222)
ou poly-cistronique (miR-17/92) et possédent dans ces cas une forte homologie de séquence
entre les membres d’une meme famille. Les miARN suivis de lettre comme miR-29a, miR-29b
et miR-29c ont une séquence d'appariement avec I'ARNm qui se distingue de quelques bases,
alors que les miARN suivis de chiffres sont transcrits par des locus géniques différents

mais possedent la méme séquence mature de fixation a I'ARNm (Di Leva et al., 2014).

1-4- Biosynthese des miARN

Il existe différentes voies de biosynthese des miARN, la plus commune étant la suivante :
les miARN sont géenéralement transcrits par I’ARN polymérase de type Il en un transcrit unique,
primaire et long de 1 & 3 kb : le pri-miARN. Le pri-miARN posséde une coiffe en 5'
et est polyadénylé. Dans de rares cas, des auteurs ont rapporté, pour une des miARN,
une transcription par I’ARN polymérase de type Il et concerneraient des miARN englobés
dans des séquences Alu du génome. Le pri-miARN est clivé par la ribonucléase de type Il Drosha
qui est associée avec DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCRS8) afin de former le miARN
précurseur (pré-miARN) long de 70 a 100 nucléotides. DGCR8 est une protéine permettant
de reconnaitre et de se fixer aux ARN double brin et va permettre de positionner la sous-unité
catalytique de la RNase Il Drosha au niveau du miARN. Ce pré-miARN va ensuite étre exporté
dans le cytoplasme par I’exportine de type 5 (XPO5) par un mécanisme RanGTP.
Dans le cytoplasme va se dérouler la maturation du miARN. La ribonucléase de type Il
endoribonuclease or helicase with RNase motif (DICER) va cliver le pré-miARN en un miARN
double-brin mature de 18 a 25 nucléotides. DICER va pour cela interagir avec TAR RNA-binding
protein (TRBP) ce qui va alors favoriser I’enrdlement des protéines de la famille Argonaute,
majoritairement Ago2, lorsque le miARN double brin est formé. Ceci va permettre la formation
du complexe RNA-Induced Silencing Complex (RISC). Les deux brins du miARN sont séparés
par une hélicase : le brin dit mature, majoritaire, sera incorporé dans le complexe RISC et reste
associe a Ago2 alors que le brin « passager, minoritaire » sera le plus souvent dégrade.
Ce complexe mMIARN-RISC, souvent abrégé miRISC, permet [1’activitt du mIARN

(Kim et al., 2014).
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Les enzymes clefs de la biosynthése des miARN sont impliquées dans de nombreux procédes
de syntheése d’autres petits ARN et sont soumises a régulation. Ces régulations permettent
d’accentuer I’affinité avec le miARN, d’augmenter la stabilité des complexes formés et de réguler
leur localisation. Ainsi, 1’altération de ce procédé dans les pathologies peut étre une cause
de dérégulation de I’expression des miARN et par conséquent de leurs cibles, et peut étre une cible
potentielle de thérapie. On retrouve par exemple une diminution de I’expression de DICER1
dans les cancers du sein et du poumon ce qui a été associée a un mauvais pronostic. Aujourd’hui,
en plus de la voie classiquement décrite de biosynthése des miARN, on peut retrouver une synthése
indépendante de Drosha et DGCR8 ou indépendante de DICER (Kim et al., 2014).

2-  Implication des ARN non codant en pathologies humaines

Les miARNs modulent entre 30% et 60% de nos génes. Chaque miARN peut réguler
une centaine de cibles et chaque géne peut étre modulé par plusieurs miARN (figure 09).
Il a été montré que les miARN sont impliqués dans un grand nombre de fonctions physiologiques
essentielles telles que le développement, la croissance, la prolifération, I’apoptose, la différenciation
cellulaire et la régulation du cycle cellulaire. Par conséquent, les miARN pourraient étre des
régulateurs pivots dans le développement normal ainsi que dans le développement des diverses

pathologies. lls ont été particulierement étudiés en oncologie (Di Leva et al., 2014).

Modulation du recrutement €chafaudage
desrégulateurs transcriptionels de protéines

Eod b

ARNm
Inhibition Régulation Dégradation E’po-nge
de la traduction de I’épissage de miARN

% LncRNA ’ Protéine s, MiARN

Figure 09 : Mécanismes d’action des mIARN (Mathieu et al., 2014).
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Etant donné leurs contributions aux processus physiologiques, une altération du niveau
d’expression des miARN pourrait mener au développement de pathologies, comme le cancer.
En effet, de nombreuses études démontrant une dérégulation des miARN dans divers types
de cellules cancéreuses suggérent que les miARN peuvent agir comme des suppresseurs de tumeurs
ou des oncogenes potentiels. La participation des miARN au développement de pathologies
ne se limite cependant pas aux cancers. En effet, le nombre d’études suggérant I’implication
de miARN dans le développement de diverses maladies comme la maladie d’Alzheimer, le diabéte
néonatal transitoire et la dystrophie facio-scapulo-humérale, pourrait découler de la dérégulation
de I’expression d’un miARN. Ces molécules représentent des cibles thérapeutiques potentielles.
Bien qu’ils soient encore a leur début, des essais cliniques utilisant des agents thérapeutiques a base
d’ARN sont déja a 1’étude. La plupart d’entre eux implique de petits ARN interférents (siRNA)
ou des oligonucléotides antisens (ASO) qui menent a la dégradation de leurs ARN cibles
(Mathieu et al., 2014).

3-  ARN non codant et SOPK

Les microARN, petits ARN non codants participant a la régulation post-transcriptionnelle
des genes, dont I’expression peut elle-méme étre modulée par des mécanismes épigénétiques
au niveau du promoteur de leur géne. Leur étude systématique se développe dans de nombreux
domaines, dont la cancérologie, car leur identification dans le sérum ou différents fluides
biologiques pourraient représenter une source d’informations physiopathologiques et constituer
des biomarqueurs facilement accessibles. Plusieurs études récentes ont analysé, dans le sérum
(Sorensen et al., 2014 ; Ding et al., 2015) et dans le liquide folliculaire (Roth et al., 2014),
le profil des miARN dans le SOPK. Des différences ont été notees pour certains miARN associés
au contrble de genes impliqués dans la synthése des androgenes, 1’inflammation, 1’adipogenése
et la signalisation de I’insuline, pouvant donc s’intégrer dans la physiopathologie du SOPK
(Murri et al.,, 2013 ; llie et al.,, 2015). Deux miARN semblent particulierement intéressants
comme biomarqueurs dans le SOPK, 1’'un (miR-222) corrélé positivement a 1’insulinémie,
I’autre (miR-146a) corrélé négativement a la testostéronémie, et ce apres ajustement multivariée

a I’age et a I’indice de masse corporelle (Long et al., 2014).
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4-  Geéne DICER1

Le gene DICER1 est localisé sur le chromosome 14 (en 14932.13) et code la protéine
DICER1, une endoribonucléase de la famille des RNases. Cette protéine est responsable
de la maturation des miARN, intervenant dans la régulation de 1’expression des génes. En effet,
DICER1 clive les pré-miARN, forme précurseur des miARN, pour obtenir les miARN matures,
molécules d’ARN double-brin d’environ 22 nucléotides. Les miARN, qui forment ensuite
avec différentes protéines un complexe nommé RISC, sont transformés en ARN simple brin
et s’hybrident par complémentarité compléte ou partielle avec leurs ARNm cibles, ce qui entraine
une inhibition de I’expression des génes par clivage de ces ARN messagers ou inhibition de leur
traduction en protéine. Une perturbation du taux en miARN a été observée dans de nombreux types
de cancers. L’inactivation du gene DICERL1 est responsable d’un défaut de maturation des miARN,
pouvant induire des anomalies du développement, une perte de contr6le du cycle cellulaire
et I’apparition de tumeurs. Par ailleurs, DICERL1 intervient également dans la biogenese des siRNA,
en clivant un long ARN double-brin en ARN double-brin d’environ 22 nucléotides ; les étapes
suivantes sont alors les mémes que pour les miARN, c’est-a-dire prise en charge de la molécule
d’ARN double-brin par le complexe RISC et inhibition de I’expression des génes. Etant donnée
I’expression ubiquitaire du gene DICER1 et son réle dans la régulation de I’expression de nombreux
genes, les mécanismes conduisant au développement de certains types tumoraux préférentiellement
a d’autres ne sont pas encore élucidés. Le gene DICER1 peut étre considérée comme un géne
suppresseur de tumeur, le syndrome DICER1 étant une prédisposition génétique a différents types
de cancers, de transmission autosomique dominante, associée a la présence d’une mutation
constitutionnel inactivatrice du géne DICER1 au niveau de I'un des deux alléles. Cependant,
une inactivation compléte du second allele du gene DICER1 au niveau tumoral est rarement
observée. Il s’agit généralement d’une mutation faux-sens induisant une perte de fonction partielle,
uniquement de I’activité ribonucléase I111b de DICER1 (Orbach et al., 2016).

4-1- DICER1 structure et domaines

DICER1 est un membre de la troisieme classe de la famille des RNase 111 qui est hautement
conservée chez plusieurs espéces. Cette protéine d’environ 215 kDa contient un domaine
« DEXH-box RNA hélicase/ATPase», deux domaines RIII et un domaine de liaison a 10 I’ARNdb.
Chez certaines especes, la protéine DICER1 contient un domaine Piwi/Argonaute/Zwile (PAZ)

et/ou un signal de localisation nucléaire (SLN) (Plante, 2005).
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Les principaux domaines fonctionnels de DICER1 sont ordonnés du N- au C-terminal
comme suit: domaine hélicase inclus avec DExD / H, TRBP-BD et HELICc, domaines DUF283,
PAZ (Piwi / Argonaut / Zwille), RNase Illa et Illb domaines et domaine de liaison a I'ARNdb
(RBD). DICER1 ressemble a la forme de la lettre L, avec une téte, un corps et une base.
En téte, le domaine PAZ de Dicer est unique et qu'il possede une boucle supplémentaire enrichie
en acides aminés basiques, qui modifie le potentiel électrostatique et la surface moléculaire
de la poche. Sur la moitié inférieure du corps de DICER1 se trouvent les domaines RNase llla
et I1lb, qui forment le noyau catalytique. Le domaine DExXD / H est situé a la base du L et forme

une pince a proximité du site actif du domaine RNase 11l (Song et al., 2017).

RNaselll RNaselll dsRBD|1906aa

Hairpin
loop,

90°

Figure 10 : Représentation schématique de la structure du Dicer (Lau et al., 2012)

4-2- Particularités fonctionnelles

L'enzyme DICERL fait partie de la famille des ribonucléases (RNase) Ill. 1l est plus connu
sous le nom d’endonucléase qui fonctionne dans la voie d'interférence ARN (ARNi) pour cliver
de longues molécules d'’ARN double brin (ARNdb) en molécules courtes d'’ARNdb, appelées petits
ARN, y compris les microARN, (miARN), et les petits ARN interférents (siRNA). En effet,
DICERL1 est considéré comme un facteur clef dans la biogenese de la plupart des petits ARN
régulateurs, et la majorité des études sur DICER1 se sont concentrées sur ce role. Cependant,
de plus en plus de preuves montrent que DICER a également des fonctions en dehors de la petite
voie de I'ARN. La fonction endonucléase de DICER1 n’est pas seulement impliquée
dans la biogenése des petits ARN, mais également dans le traitement d’autres substrats endogenes
et exogeénes. De plus, sa fonction ne se limite pas au clivage, mais peut réguler ainsi d'autres
processus cellulaires (Murchison et Partridge, 2005 ; Song et Rossi, 2017).
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Il est intéressant de constater que I’ARNm de DICERL, chez certaines espéces, est lui-méme
régulé par un mécanisme dépendant d’un miARN. Ceci suggére un mécanisme d’auto-régulation
pour la voie de I'{ARN. Il a été démontré récemment que la structure des extrémités, en particulier
la longueur et la séquence de DI’extrémité 3° protubérante, est importante pour la spécificité
et ’efficacité de DICERL1. De plus, la séquence de I’ARN doble brin semble étre un facteur pouvant

contribuer a la détermination des sites de clivage par DICER1 (Plante, 2005).

5- DICER1 et SOPK

L’importance des miARNs en ce qui concerne la fertilit¢ féminine, le développement
des follicules et la maturation des ovocytes est devenue évidente apres des résultats obtenus
en utilisant les souris DICER1 knock-out (technique de I’invalidation génétique). La protéine codée
par le géne DICER1 est connue pour étre une enzyme clef de la biogénese de miARNS.
La désactivation de DICER1 entraine chez la souris une létalité au début du développement
embryonnaire, tandis que les modeéles de désactivation de ce gene spécifiques aux tissus ovariens
entrainent 1’infertilité chez les souris femelles, un faible poids ovarien, un faible taux d’ovulation,
des cycles menstruels anormaux et une dysrégulation des génes liés au développement.
Des défauts dans la progression méiotique en raison de la formation défectueuse du fuseau
achromatique sont observés. Des défauts dans le développement et la fonction du corps jaune
(corpus luteum) sont constatés en raison de 1’angiogenése anormale dans le corps luteum,
et la formation de kystes remplis de liquides sur les oviductes (Sgrensen et al., 2014).
La relation entre le gene DICERL1 et le SOPK a été démontrée également par le biais de la résistance
a l'insuline qui est l'une des principales caractéristiques associées au SOPK. Il a été constaté
que I'expression de la protéine DICER1 est régulée en baisse dans les adipocytes de patients
atteintes de SOPK. Pour générer un modele de résistance a l'insuline, les adipocytes matures
ont été cultivés dans un milieu a faible teneur en glucose. Il a été conclu que la résistance
a l'insuline peut contribuer a la diminution des taux de la protéine DICER1 dans le tissu adipeux
des patients atteints de SOPK. Cette observation suggere que le dysfonctionnement dans le niveau
d’expression et/ou I’activit¢é de la proteine DICER1 joue probablement un role important
dans 1’obésité des patients atteints de SOPK. Le miR-223, qui est un facteur clef dans l'adipose,
et il est régulé par DICER1. D'autres miARNSs peuvent également étre impliqués dans ce processus
pathologique (Qin et al., 2019).
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1-  Patients

Les personnes incluses dans notre étude moléculaire sont toutes des femmes
diagnostiquées avec un syndrome des OPK et recrutées au niveau du service de gynécologie
du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) Benbadis - Constantine. Toutes nos patientes,
apres lecture et explications exhaustives, ont signé un consentement éclairé nous autorisant
a D’utilisation de leurs données clinico-biologiques et de leur matériel génétique (ADN)
pour la réalisation de 1’étude moléculaire.

Dans cette étude, nous avons inclus un total de 11 patientes répondants au seul critére
d’inclusion d’avoir un SOPK confirmé par un médecin clinicien de la structure sanitaire
ou s’est fait le recrutement. Nous avons exclu de cette prospection les patientes présentant
les caracteres suivants :

- Sujets déshydratés et difficiles a piquer,
- Sujets dont I’état de santé est détérioré,

- Sujets refusant de faire le préléevement et de participer a 1’étude.

Notre cohorte de femme OPK provient d’une étude génétique sur I’implication
du polymorphisme Alu Ins/Del du géne TPA réalisée précédemment dans le cadre d’un mémoire
de Master en Génétique (année universitaire 2018-2019) (Chellat et al., 2019). L’impossibilité
de procéder a un recrutement prospectif de notre propre cohorte de malades est due a la situation

sanitaire particuliere liée a la pandémie du Covid19 durant notre période d’étude.

2-  Témoins

Notre population témoin pour I’étude moléculaire de type cas-témoins provient
de la banque d’ADN du laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire (BMC) de I’Université
Constantine 1. La population témoin sélectionnée est composée d’un panel de 14 sujets
apparemment sains, sans probléeme de santé apparent ou mentionné apres la réalisation

d’un questionnaire. Les témoins proviennent de la méme étude antérieure decrite precédemment.

3-  Analyse génétique

Aprés recrutement des patients et des témoins, I’extraction de I’ADN s’est faite au niveau
du laboratoire de Biologie et Génétique Moléculaire de [’université Constantine 3.
L’analyse moléculaire qui a suivi pour I’étude du polymorphisme A/G (rs3742330)
du géne DICER1 (OMIM : 606241) a été effectuée au niveau du laboratoire de Biologie

Moléculaire et Cellulaire (BMC) - Université Constantine 1.
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3-1- Extraction d’ADN a partir de sang total
3-1-1- Le prélevement sanguin

Le préléevement sanguin (5 a 10 ml) destiné a I’extraction de I’ADN est recueilli
dans des conditions stériles par ponction veineuse, dans un tube vacutainer contenant ’EDTA
(Ethylene Diamino Tetracetic Acid) comme anticoagulant.

3-1-2- L’extraction de PADN

Les leucocytes sont la source d’ADN la plus aisément exploitable. La technique employée
sur un prélevement de sang total utilise un solvant inorganique, le NaCl, dite méthode de Miller.
L’extraction se fait en trois étapes ; la préparation des leucocytes, I’extraction de 1’ADN
proprement dite et enfin la solubilisation (Miller et al., 1988). Apres réalisation
d’un prélévement sanguin de 5 a 10 ml dans des tubes EDTA, ’extraction de I’ADN est lancée
immédiatement ou si les conditions ne le permettent pas dans les 3 a 4 jours qui suivent

la réalisation du prélevement conservé a +4°C. L’extraction de I’ADN se fait en 3 étapes :

- Préparation des leucocytes : les leucocytes sont séparés du sang par lyse hypotonique
des dans un tampon Tris-EDTA (Tris 20 mM, EDTA 5 mM, pH 7,5) (TE) 20:5 pendant

10 minutes dans la glace. Apres lavage, le culot est remis en suspension dans le TE 20:5.

- Extraction de ’ADN : se fait par ajout d’un tampon de lyse (NaCl 400 mM, EDTA 2 mM,
Tris 10 mM, pH 8,2), du Sodium Dodécyle Sulfate (SDS) a 10% et de la protéinase K
a 10 mg/ml. Les tubes sont mis en rotation sur une roue, a 27°C, pendant 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 ce solvant inorganique. La pelote d’ADN est formée dans le surnagent par précipitation
avec I’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 ensuite dans un tube Nunc® de 1,5 ml.

- Solubilisation : I’ADN ainsi obtenu est solubilisé en phase aqueuse et ce en ajoutant
entre 300 et 1000 pl d’eau bidistillée selon la grosseur de la pelote. On laisse une nuit
sur un agitateur-rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a dissolution compléte

Cette opération dure entre 1 et 2 jours.
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3-2- Determination de la concentration, la pureté et de la qualité de I’ADN extrait

Sachant que la méthode d’extraction de I’ADN utilisée au niveau du laboratoire
de Biologie Génétique du CHU Benbadis est particulierement fiable et reproductible,
avec un ADN de tres bonne qualité : concentration élevée, absence de contamination
par les ARN et/ou les protéines. Aussi, dans I’impossibilit¢ d’évaluer la pureté
ainsi que la concentration de I’ADN extrait par spectrophotométrie, nous avons procédé

directement a 1’étude moléculaire par PCR immédiatement apres I’extraction.

3-3- Génotypage

Afin de génotyper notre population pour le polymorphisme d’intérét (rs3742330)
du gene DICERL, nous avons été amené a réaliser une technique RFLP. Cette technique
est basée sur le fait de la différence de taille des amplicons (le produit de 1’amplification)
des alleles sauvages et mutés, digérés par une enzyme de restriction. En effet, la taille
des fragments attendues est de 232 pb dans le cas de I'allele sauvage (allele A) et deux fragments
de 187 pb et 45 pb dans le cas de I’allele muté (allele G), ce qui nous permet d’identifier les trois
génotypes : AA (homozygote sauvage), AG (hétérozygote) et GG (homozygote muté).

3-3-1- Amplification de la région d’intérét

Pour prospecter le polymorphisme A/G (rs3742330) du gene DICER1 (OMIM : 606241),
nous avons amplifié par PCR une partie de la région 3’UTR en utilisant une paire d’amorces

spécifiques.

Tableau I : Séquences des amorces utilisées pour 1I’amplification de la région d’intérét.

. s as Taille de la région
Amorces Séquence (5°—3°) amplifiée (pb)
DICERL1 (F) 5’-CCTGCCTTGACAACATGAAA- 3’ 932 b
DICERL (R) 5 -GGTCTCAGTTTGGTGGCTTC- 3’ P

Solution d’amorces préparée séparément pour (F) et (R) par une dilution au 1/6°™ & partir
de la solution meére : 10ul (F) ou (R) + 50ul d’eau bidistillée.

Les réactifs utilises pour la préparation du milieu réactionnel de la PCR ainsi que les
quantités nécessaires pour chaque tube sont mentionnés dans le tableau ci-apres. La préparation

du milieu réactionnel de la PCR se fait dans la glace.
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Tableau Il : Composition du milieu réactionnel de la PCR pour 1’amplification
de la région d’intérét

Réactif Vol/tube (pl)
ADN (~100ng) 2
Tampon 10X (sans MgCly) 2
dNTP 2Mm 3,2
MgCl, 50Mm 0,6
Taq Polymérase (Kit Bioline® 250U) 0,16
H-O bidistillée 8.4
Amorces (F) 2
Amorces (R) 2

Total 20

Tableau I11 : Programme du thermocycleurs pour 1I’amplification

de la région d’intérét (durée : 01 h et 26 minutes).

Processus Température (°C) Temps Cycles
Dénaturation initiale 95 5 minutes 01
Dénaturation 95 30 secondes
Hybridation 57 30 secondes 35
Elongation 72 30 secondes
Elongation finale 72 5 minute 01

Les produits de PCR sont stockés a 4°C jusqu’a utilisation.

3-3-2- Digestion et migration sur gel d’agarose

Le polymorphisme rs3742330 du gene DICERL fait apparaitre un site de restriction
pour Bshnl; enzyme extraite de la bactérie Bacillus sphaericus identifiée avec I’ATCC
(American Type Culture Collection) 12488.

Les produits de PCR sont mis en incubation pendant toute la nuit a 37°C dans 1’étuve
en présence de I’enzyme de restriction Bshnl (Kit BiolLabs®) et du tampon
de digestion 1X (CutSmart® Buffer) (Kit BioLabs®). La digestion est stoppée par 1’augmentation

de la température de 1’étude & 65°C pendant 01 heure de tems.
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La migration des produits de PCR digérés et colorés au Bleu de Bromo-Phéenol (BBP)
(dilué au %2 dans le TBEL1X) se fait sur un gel d’agarose (UltraPure™ Agarose) a 3% préparé
avec du Bromure d’Ethidium (BET). La migration se fait sous un courant & 100V pendant 1

heures et en paralléle avec le marqueur de taille XIV (Marquer XIV - 100 pb, Roche®).

BshNI (Banl)

9'¢ 0 sGlGE Y R EGCrin3”
3.« € € R ¥ 616G, i.sd”’

Figure 11 : Représentation schématique du site de restriction de 1I’enzyme Bshnl
(Chandraet al., 2003).
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Photographie 01 : Analyse par RFLP du polymorphisme rs3742330 du géne DICER1
sur un fragment PCR digéré par Bshnl (Mohseni et Ghorbian, 2018).

La colonne M deésigne le marqueur de taille utilisé. La colonne 2 représente le génotype
homozygote sauvage (AA) (fragment de 232 pb). La colonne 1 représente le genotype
hétérozygote AG (fragments de 187 et 45 pb).
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4-  Analyse statistique

Nous avons procédé a une étude transversale de type cas-témoins pour chercher a déceler
une différence dans la distribution d’un variant génétique (rs3742330 du géne DICER1)
entre une population de cas, constituée d'individus diagnostiqués avec un syndrome OPK,
et une population de témoins (supposés sains) sélectionnés dans la population générale
et qui ne sont a priori pas porteurs du trouble étudié. L’objectif de cette étude étant de vérifier,
sur un « échantillon représentatif > de la population algérienne, des données publiées
dans la littérature qui associent (ou non) le polymorphisme étudié a un risque accru

de développer un SOPK.

L’analyse statistique réalisée dans le cadre de notre étude a été principalement basée
sur des comparaisons de fréquences génotypiques et alléliques entre patients et témoins sains,
par I’utilisation du test du y2 (aussi appelé test de Pearson) a partir du logiciel Epi-info®
(version 6.0); logiciel de statistiques appliquées a I'épidémiologie disponible en acces

et téléchargement gratuit a 1’adresse : http://www.epiconcept.fr.

Avant toute analyse statistique, nous avons procédé a une évaluation de 1’équilibre
de Hardy-Weinberg (Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE)) pour éviter des erreurs importantes
dues a un biais de génotypage ou de sélection. Pour vérifier que notre population est en équilibre
d’Hardy-Weinberg, nous avons utilisé le test du y2 standard. Cette évaluation classique du ¥2
est possible lorsque les effectifs sont supérieurs a 5. Dans le cas contraire, il est nécessaire
d’utiliser le 2 corrigé, soit avec la correction de Yates (effectif inférieur a 5)
soit avec la correction de Fisher (effectif inférieur a 3). Cela a été fait en ligne sur le site

-http://analysis.bio-x.cn/SHEsisMain.htm.

Les résultats du genotypage pour le polymorphisme étudié de tous nos patients et témoins
recrutés pour cette étude ont été traités par Excel (Microsoft Office® 2016) (pour le calcul
des fréquences génotypiques et alléliques) et comparés par le logiciel Epi-info® (version 6.0)
afin d’évaluer la signification de I’association entre le facteur de risque étudié et la susceptibilité

au SOPK. Pour le faire, on utilise un tableau de contingence croisé 2x2 typique :
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Tableau IV : Tableau de contingence croise.

Patients Controles Total
, Rrgsence QU fagteur de risque _ A B a+hb
génétique présumé de la pathologie
, At_)sence c,iu fagteur de risque _ C D c+d
génétique présumé de la pathologie
a+c b+d atb+c+d

Les OR et les intervalles de confiance (Confidence Interval : CI) a 95% ont été calculés
en tenant compte de l'allele a risque ou des génotypes contenant 1’alléle a risque pour notre
polymorphisme. L’évaluation du degré de significativit¢ (p-value) des différences
de fréquences de chaque génotype entre malades et témoins correspond a la probabilité
que ’écart global soit imputable seulement aux fluctuations du hasard. Lorsque la probabilité
p est égale ou inférieure a 0,05 (5%), il y a moins de 5 chances sur 100 que la distribution résulte
du hasard. Ainsi, la différence de distribution entre les populations de malades et de témoins
pour un marqueur donné, est jugée comme étant statistiguement significative et le marqueur

génétique étudié, dans ce contexte, peut étre considéré comme étant associé au SOPK.

Nous avons analysé 3 effets possibles des alléles A et G sur notre population de patients

en comparaison avec nos témoins.

Tableau V : Formulation des différents modeles de comparaison pour 1’étude de I’effet
des alleles A et G pour le polymorphisme du gene DICERL.

Effet analysé Modeéle de comparaison

Effet dominant G/G + G/A vs AIA

Effet récessif AJ/A + GIA vs G/G

Effet hétérozygote | A/A VS GIA

Effet allélique AvsG
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Le génotypage du géne DICER1 pour le polymorphisme rs3742330 a été réalisé
par PCR/RFLP. Aprés amplification partielle d’une partie de la région 3’UTR et digestion
des produits amplifiés par Bshnl. Le profil de restriction obtenu permet la distinction entre :

I’homozygote AA, I’hétérozygote AG et I’homozygote GG (voir photographie ci-apres).

Photographie 02 : Contréle PCR de I’amplification particlle
d’une partie de la région 3’UTR du géne DICER1.

Photographie 03 : Profil de restriction des produits de I’amplification partielle
d’une partie de la région 3’UTR du géne DICER1 apreés digestion par Bshnl.

Dans I’encerclé bleu sur la photos, figure un profil d’'un homozygote sauvage AA
avec une seule bande correspondant a des fragments de 232 pb. Par contre, dans 1’encerclé
rouge figure un profil d’un hétérozygote AG correspondant a des fragments de tailles
différentes ; de 232 pb et 187 pb.

Apreés la lecture de la totalité des profils éléctrophorétique ainsi obtenus, les fréquences
génotypiques et alléliques pour les patientes OPK et temoins présumés sains ont été calculées
(figures 12 et 13).
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Fréquences genotypiques
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= Génotype AA 100,00% 81,82%
m Génotype AG 0,00% 18,18%
= Génotype GG 0,00% 0,00%

Figure 12 : Fréquences génotypiques pour le polymorphisme rs3742330 du gene DICERL.

Fréquences alléliques
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Figure 13 : Fréquences alléliques pour le polymorphisme rs3742330 du gene DICERL.
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L’analyse des résultats du génotypage du géne DICER1 pour le polymorphisme
rs3742330 révéle une distribution des fréquences génotypiques et alléliques hétérogénes
entre les deux groupes. En effet, le génotype homozygote sauvage AA est le plus fréquent
chez les femmes OPK et les témoins (81,82% pour les patientes et 100% pour les témoins).
Le génotype hétérozygote AG est inexistant chez les témoins mais il est bien présent
chez les patientes avec une fréquence de 18,18%. Un fait remarquable est que dans les deux
groupes d’étude (témoins et patients), le génotype homozygote muté GG est inexistant.
Nous pouvons donc dire, a premiére vue, que les fréquences génotypiques et alléliques
présentent une certaine hétérogenéité entre les patientes et les témoins.

De méme que pour les génotypes, la distribution des fréquences alléliques calculées
parait aussi différente entre patientes et témoins. En effet, chez les témoins, I’all¢le sauvage A
est bien le seul a étre présent. Par contre, chez les patientes OPK, I’alléle muté est bien

présent, mais a une fréquence faible de 9,10%.

Tableau VI : Résultats de 1’analyse statistique de 1’effet du polymorphisme.

% %
Témoins Patientes OR P
n n
100 81,82
AA - -
14 09
00,00 18,18
AG 0,525 (0,214-1,286) 0,1560 n.s
000 02
00,00 00,00
GG / /
000 000
00,00 18,18
AG+GG 0,525(0,214-1,286) 0,1560 n.s
000 02
100 90,90
Alléle A - -
28 20
00,00 9,10
Alléle G 0,699(0,412-1,185) 0,1886 n.s
000 02
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Nous avons évalué, en premier lieu, la valeur de 1’équilibre de Hardy-Weinberg
pour nos deux cohortes; femmes atteintes du SOPK et témoins supposés sains
pour le polymorphisme étudié. Nous avons obtenu une valeur p de 0,740 pour les femmes
OPK, supérieure a 0,05 ce qui suppose que 1’équilibre de Hardy-Weinberg est respecté
pour cette cohorte. Malheureusement, pour les témoins, nous avons obtenu une valeur
non calculable pour 1’évaluation de cette équilibre. Cela est di probablement au fait
de I’impossibilité de calculer cette équilibre en I’absence de représentativité des génotypes
hétérozygote et homozygote muté.

Une fois les fréquences génotypiques et alléliques calculées, nous avons procedé
a ’analyse statistique des données obtenues. Apres le calcul de I’OR et de la valeur p ; toutes
les différences de distribution génotypiques et alléliques observées ne sont pas statistiquement
significatives. Ces résultats suggérent que le polymorphisme rs3742330 du gene DICER1
ne constitue pas un facteur de risque du dysfonctionnement étudié, et ce du moins dans notre
population d’étude. Malheureusement, les tailles tres réduites de nos cohortes des patientes
OPK (11 femmes) et des témoins (14 femmes), ne permettent pas de tirer des conclusions
claires concernant la distribution de ce polymorphisme dans la population générale

algérienne, ni son implication dans la développement du syndrome OPK.

Le gene DICER1 est un gene exprimé de maniéere ubiquitaire. Il code la protéine
DICER1, une ribonucléase (RNAse) participant dans la régulation de I'expression de plusieurs
genes. Dans le cytoplasme, elle coupe les précurseurs de miARN en miARN matures,
petits ARN double brin d'environ 22 nucléotides compétents pour inhiber I'expression
de leurs génes cibles en shybridant a leurs ARNm. Ceci emmene & un blocage
de leur traduction en protéine ou un clivage de 'ARNm. Néanmoins, des prospections
récentes suggerent que des miARN peuvent aussi étre produits par une voie indépendante
de DICER1 (Treiber et al., 2019). Une déregulation des miARN suite a des mutations
diverses du géne DICER1 a été observée dans de nombreuses pathologies et cancers
(figure 14). Dans ce qui est appelé le syndrome DICER par exemple, les patients
sont porteurs hétérozygotes au niveau constitutionnel d'un variant « pathogéne » du géne
DICER1 conduisant habituellement a une perte d’activité complete de la protéine.
Au niveau tumoral, on contemple une inactivation du deuxiéme alléle qui est le plus souvent
incomplete et causée par un variant faux-sens entrainant un permutation d'acide aminé
dans le domaine RNAse Il1b de la protéine DICER1 (De Cauwer et al., 2012).
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Plus rarement, l'inactivation est compléte par perte d'hétérozygotie. Ces variants
dans le domaine RNAse Il1lb entrainent la perte de I'activité RNAse Il1b, tandis que I'activité
RNAse Illa reste fonctionnelle. La croissance tumorale en cause serait donc liée
a un desequilibre en brins de miARN matures lié a cette perte relative d'activité RNAse,
les domaines RNAse Illa et Illb clivant chacun un brin distinct des précurseurs de miARN
(De Cauwer et al., 2012 ; Heravi-Moussavi et al., 2012).
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Figure 14 : Liste des mutations pathogénes répertoriées du gene DICER1
(Heravi-Moussavi et al., 2012).

Par ailleurs, de nombreuses prospections récentes ont devoilé que la protéine DICER1
a des activités autres que la maturation des mIARN. Elle agit particuliérement
au niveau nucléaire de multiples maniéres : elle est engagée dans la voie dite de 'ARN
interférence, en empéchant au niveau du promoteur la transcription de certains génes
en ARN messagers, elle est impliquée dans la voie de dégradation des ARN double brin
endogenes produits par la transcription bidirectionnelle de régions génomiques. Aussi,
elle a un réle dans le maintien de l'intégrit¢é du genome, en aidant a I’identification
des cassures double brin de I'ADN par les systemes de réparation de I'ADN

et dans la maintenance des téloméres (Kaneko et al., 2011).

46



Résultats et discussion

Dans le cytoplasme, elle participe a la dégradation d’ARN double brin produits
par la transcription de séquences Alu, éléments répétés dans le génome (Pong et al., 2018).
Un exces de ces ARN double brin a méme été associé a la dégénérescence maculaire
liece a I'age, conséquence de la toxicité des ARN double brin sur I'épithélium pigmenté
de la rétine (Kaneko et al., 2011).

A notre connaissance, aprés une recherche bibliographique rigoureuse, cette étude
est la premiere menée en Algérie sur le polymorphisme rs3742330 du gene DICERL,
et ce indépendamment du dysfonctionnement étudié. C’est ainsi donc la premiére
ayant exploité I’implication de ce polymorphisme dans le développement du syndrome
des ovaires polykystiques. En conséquence, la distribution réelle du variant allélique muté G
pour ce géne dans la population générale algérienne demeure inconnue.

De par le monde, et apres exploration des bases de données scientifiques (PubMed,
Embase et Google Scholar), nous avons constaté que le polymorphisme rs3742330
du gene DICER1 a été exploré essentiellement pour son implication potentielle
dans le développement de certaines pathologies cancéreuses. En effet, 729 études ont été
recensées sur PubMed en utilisant comme mots clefs de recherche : DICERL et cancer.
Les investigations concernant son implication dans les dysfonctionnements reproductifs
sont trés rares. Nous n’avons recensé que 3 articles ayant évoqué le role potentiel
de ce polymorphisme dans les avortements spontanés a répétition (Arias-Sosa et al., 2018 ;
Mohseni et Ghorbian, 2018 ; Ghasemi et al., 2020), ainsi que deux publications
sur les infertilités masculines idiopathiques (Qin et al., 2012 ; Moghbelinejad et al., 2012).
Dans une seule étude, I’incrimination de ce polymorphisme dans le développement
du syndrome OPK a été évoqué; il s’agit d’une étude construite sur le modéle cas-témoins
et qui a été menée en 2018 par Mohseni et Ghorbian sur une population de femmes iranienne
souffrant de pertes de grossesses inexpliquées (Mohseni et Ghorbian, 2018).

Le polymorphisme d’intérét sur le géne DICER1 est localisé dans la région non traduite
3> du géne. Ce variant a une signification possible pour la stabilit¢ de la transcription
de ’ARNm. Il contient plusieurs sites pour la régulation des miARN cibles, la modification
des histones, la méthylation de I’ADN et la liaison aux facteurs de transcription.
Il n’existe aucune preuve directe démontrant que le SNP rs3742330 du geéne DICER1
est lieé & une altération de la stabilit¢ de I’ARNm. Cependant, la région dans laquelle
le polymorphisme rs3742330 est localisé a été définie comme étant le site cible de liaison
de deux mi-ARN : hsa-miR-5582-5p et miR-3622a-5p (Oz et al., 2018).
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Une analyse in silico de la liaison des microARN et de prédiction de la fonction
a été réalisee par modélisation computationnelle. Cette investigation suggére
que le polymorphisme rs3742330 du géne DICER1 se situe dans la séquence cible potentielle
de hsa-miR-632 dans la région DICER 3’UTR. L’all¢le G muté pourrait réduire 1’affinité
de la liaison microARN-ARNmM en perturbant la structure locale de ’ARNm de DICERL,
conduisant éventuellement une expression accrue de la protéine DICER1 (Song et al., 2017)
(figure 15).

Query: 3' AG-G-GUG-U-CCUUCGUCUGUG 5' hsa-miR-632
IEo= === L L =i
Allele G 5' TCTTGTGTAAAGGGATTAGGCAC 3' DICER 3'UTR

s
v

Query: 3' AG-G-GUG-U-CCUUCGUCUGUG 5' hsa-miR-632

IEo= === L L e
Allele A 5' TCTTGTGTAAAGGGATTAGACAC 3' DICER 3°UTR

Figure 15 : Analyse in silico de la liaison des microARN au géne DICER1
(Song et al., 2017).

A TI’heure actuelle, malgré la masse des connaissances acquises dans le domaine
de la génétique des troubles reproductifs, la physiopathologie du syndrome des ovaires
polykystiques reste complexe et reflete des interactions potentielles entre les facteurs
génétiques, métaboliques, feetaux et environnementaux (Daniel, 2015).

Au niveau hypothalamo-hypophysaire, les patients atteints de SOPK présentent
des anomalies de sécrétion de gonadotrophine, y compris une augmentation de I'amplitude
et de la fréquence du pulse de LH et une augmentation des taux circulants de LH,
plus évidents chez les patientes non obeses, tandis qu’au niveau ovarien, les follicules
présentent une résistance relative a I'hormone folliculostimulante, qui, en partie, peut étre
intrinseque au trouble. La résistance a l'insuline et I'hyper-insulinémie compensatrice
jouent un réle critique dans la physiopathologie du SOPK. L'excés d'insuline,
agissant en synergie avec la LH, stimule la production d'androgenes par les cellules
de la théque ovarienne et I'excés d'androgénes supprime la production hépatique de globuline
liant les hormones sexuelles. Ces deux facteurs favorisent le developpement
de I'hyperandrogénie (Aziz, 2018).
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L'expression de la protéine DICERL est régulée en baisse dans les adipocytes
de patientes atteintes de SOPK. Le dysfonctionnement dans le niveau d’expression
et/ou l’activité¢ de la protéine DICERI joue probablement un rdle important dans 1’obésité
des patientes atteintes de SOPK (Qin et al., 2019). Alors, comme nous I’avons
déja mentionné, il n’existe pas d’études préecises sur le polymorphisme rs3742330
du géne DICER1 en relation avec le SOPK. Dans une étude récente sur la prééclampsie
qui est une complication médicale courante de la grossesse associée a des morbidité
et mortalitt de la mére et du nouveau-né, DICER1 a eété identifié dans les cellules
trophoblastiques car il s'agit d'une molécule critique dans la biogénese des miARN.
Le polymorphisme rs3742330 et I’expression de I'ARNm placentaire de DICER],
a été associé au risque de la prééclampsie. En effet, le génotype placentaire
DICER1 rs3742330 AG était associé a un risque deux fois plus élevé de prééclampsie légeére.
Par contre, le génotype homozygote muté GG a été associé a un risque plus important,

d’environ trois fois plus élevé, de prééclampsie sévere (Eskandari et al., 2018).

En ce qui concerne notre recherche bibliographique sur les ARN non-codants,
nous avons constaté que ces derniers participent a la régulation post-transcriptionnelle
de nombreux génes, et de ce fait, peuvent é&tre impliqués dans de nombreux
dysfonctionnements et pathologies. Plusieurs études récentes réalisés sur le SOPK
ont pu analyser dans le sérum (Sorensen et al., 2014 ; Ding et al., 2015) et dans le liquide
folliculaire (Roth et al., 2014) le profil des micro ARN. Des différences significatives
ont été notées pour certains miARN associés au contrble des génes impliqués dans la synthése
des androgénes, I’inflammation, 1’adipogenese et la signalisation de I’insuline, pouvant
donc logiquement s’intégrer dans la physiopathologie du syndrome OPK (Murri et al., 2013 ;
llie et al., 2015). Comme cité précedemment dans le volet bibliographie, des recherches
ont démontré que deux micro ARN semblent intéressants comme biomarqueurs dans le SOPK
I’'un (miR-222) corrélé positivement a [I’insulinémie et [’autre (miR-146a) corrélé

négativement a la testostéronémie (Long et al., 2014).
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Conclusion et perspectives

Le syndrome des ovaires polykystiques est 1’un des troubles hormonaux féminins
les plus communs. Ses facettes multiples: reproductifs, métaboliques, néoplasiques
et cardiovasculaires, ont un impact majeur sur la santé publique. L’excédent d’androgéne
et la résistance a l’insuline, vraisemblablement d’origine génétique, sont au fondement
d’une grande part du tableau clinique. La résistance a 1’insuline associée au SOPK semble
s’accompagner davantage de menace d’intolérance au glucose, de diabéte de type 2,
d’anomalies du profil lipidique et peut conduire au développement d’affections
cardiovasculaires. L’infertilité, les troubles des régles et I’hirsutisme poussent habituellement
ces patientes a consulter.

Le SOPK est extrémement répondu, méme si sa fréquence réelle en Algérie est mal
estimée. Il s’agit d’une pathologie, d’apparence anodine, mais particulierement dangereuse
a long terme, et malheureusement trop souvent ignorée par les patientes comme
par les médecins. La prise en charge thérapeutique est multidisciplinaire et doit comprendre
les volets diététique, endocrinologique et gynécologique. Une compréhension améliorée
des mécanismes physiopathologiques a conduit ces dernieres années a [’apparition
de nouvelles options thérapeutiques accroissant la sensibilité a 1’insuline. En dehors du désir
de grossesse qui est souvent le premier motif de consultation, la prise en charge vise a réduire
les effets de I’hyperandrogénie et a corriger les facteurs de risques cardiovasculaires,
respiratoires et gynécologiques. En cas d’infertilité par anovulation, la prise en charge devra
étre assurée par des praticiens entrainés en minimisant le risque de syndrome
d’hyperstimulation ovarienne et de grossesse multiple. Encore faut-il diagnostiquer
ce syndrome et le prendre en charge, ce qui n’est pas toujours le cas malheureusement.
Une meilleure connaissance des mécanismes physiopathologiques du SOPK devrait
permettre, d’en percer les secrets et de proposer aux femmes qui en sont atteintes
des approches thérapeutiques plus novatrices et plus efficaces.

Un faisceau de preuves disponibles actuellement suggére que le SOPK pourrait étre
héréditaire et de multiples études ont été menées pour tenter d’isoler une cause génétique.
Dans des cas exceptionnels, I’altération au niveau d’un seul géne a permis de reproduire
le phénotype OPK, néanmoins, I’ensemble des données scientifiques disponible sur cette
thématique, plaident plutdét pour un désordre multigénique complexe. Les génes candidats
pourraient étre régulateurs de I’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien, ou bien entrainer
une résistance a ’insuline. Des analyses moléculaires sur les tissus cibles de patientes OPK
ont permis de reconnaitre certains genes candidats dont la majorité paraissent participer

modestement a ce phénotype.
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Parmi ces genes, on peut citer le cytochrome P-450c17 (CYP17), ’enzyme de clivage
de la chaine latérale du cholestérol (CYP11A), la 21 hydroxylase (CYP21), le récepteur
aux androgénes, la SHBG, le récepteur a [Iinsuline, I’insuline, les protéines
substrats du récepteur de I’insuline, la calpaine-10, les PPAR, I’'IGF et son récepteur.
Méme si des prospections ont rapporté ces associations par des modeles statistiques,
certains chercheurs ont supposé que I’existence d’un tel lien entre le réle de ces génes
et les symptdmes du SOPK pourrait étre dues au hasard. Devant 1’échec de I’hypothése
monogénique, d’autres scientifiques se sont orienté vers un concept d’unicité en imputant
ce trouble au chromosome 19, porteur (entre autres) du geéne du récepteur de I’insuline
et de la follistatine. Des études sur un grand nombre de patientes devraient donc étre réalisées
avant toute conclusion.

Le recours a la génomique et la protéomique est devenu plus fréquent au cours
des derniéres années afin d’identifier de nouveaux genes potentiellement impliqués
dans la pathophysiologie du SOPK. Ces approches constituent des outils attrayants
pour essayer d’éclaircir le mécanisme de la pathologie. Les échantillons utilisés
dans ces recherches sont essentiellement le liquide folliculaire, les cellules et les tissus
ovariens. A travers une approche de comparaison d’échantillons provenant de femmes saines
et de patientes OPK, de nombreuses études ont trouvé des différences significatives au niveau
de I’expression de certains génes impliqués dans la voie de signalisation de I’insuline,
ainsi qu’au niveau des protéines associées a la régulation de processus physiologiques,
cellulaires et métaboliques. D’autres voies de signalisation dans lesquelles des geénes
differemment exprimées ont été repérées impliquent la fibrinolyse, la thrombose et la réponse
immunitaire.. .etc.

L’¢tude des miARN peut s’inscrire dans une approche complémentaire de celle
de ’ADN (génome), des ARNm (transcriptome) et des protéines (protéome). D’ailleurs,
on parle actuellement de « miRnome ». Ces miARN sont plus directement représentatifs
de Dactivité génomique cellulaire. Les acteurs de la voie des miARN ont été impliqués
ces derniéres années dans un large éventail de maladies. Dans le cas du SOPK,
il a été démontré qu’il existe des mi-ARN associés au controle de génes impliqués
dans la synthése des androgenes, I’adipogenése et la signalisation de [’insuline.
Dans ce contexte de ferveur scientifique a I’égard de ces molécules, NOUs nous sommes
intéresseé au role potentiel de 1’un des acteurs clefs de cette voie, le gene DICERI,
dans la genése du syndrome des ovaires polykystiques sur une population de femmes issues

de la région de Constantine.
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Malheureusement, avec 1’avénement de la crise sanitaire liée au Covid-19,
la restriction de I’accés au lieu du stage, le manque de réactifs, nous a grandement restreint
dans la réalisation du volet pratiqgue de notre étude. En effet, la taille réduite de notre
population d’étude ne permet pas de tirer des conclusions claires quant a 1’implication
de ce polymorphisme A/G du géne DICER1 dans genése du SOPK.

Les études génomiques et protéomiques réalisées a ce jour ont engendré une liste
assez étendue de génes potentiellement associées au SOPK. Ces données requiérent
une interprétation fiable car, jusqu’a ce jour, il n’existe pas d’hypothése unificatrice unique
qui explique la physiopathologie du SOPK. Ces études offrent la possibilité de mettre en place
des biomarqueurs potentiels du SOPK qui pourront aider a classifier des sous-ensembles
de cette entité pathologique et a développer par la suite des interventions et des traitements
personnalisés plus adaptés aux patientes concernées. Les enjeux en termes de politique
de sante 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 I’hyperandrogénie et a contréler I’évolution du syndrome métabolique.

Apreés la réalisation de ce modeste travail de recherche et la synthése des données

disponibles sur cette thématique, plusieurs perspectives d’avenir peuvent étre proposées :

- La mise en place d’enquétes épidémiologiques multicentriques a 1’échelle
nationale pour avoir une idée réelle sur la prévalence de cette pathologie en Algérie.
Dans cette démarche, il ne faudra pas perdre de vue que I’essentiel des femmes
avec un SOPK sont prises en charge au niveau de cabinets de gynécologies privés.
La réalisation d’une enquéte épidémiologique nationale a grande échelle pourrait mettre
en évidence des facteurs étiologiques spécifiques a la population algérienne.

- Informer et sensibiliser les femmes algérienne a [P’influence de ce syndrome
sur leurs santé et la nécessité d’une prise en charge multidisciplinaire. Cela pourrait étre
accompagné par la mise en place, au niveau des structures de santé publique
de proximité (EPHP) de cellules d’accueil et d’orientation composées de médecins
et de nutritionnistes pour s’assurer d’une prise en charge gratuite pour les femmes OPK.

- Conduire des etudes géneétiques familiales et moléculaires visant a définir le profil
génétique de susceptibilité aux SOPK des femmes algériennes. Cela pourra déboucher
sur la mise en place de marqueurs spécifiques de cette pathologie permettant
un dépistage a un age précoce (dés 1’adolescence).
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Molecular study of polycystic ovary syndrome (PCOS)
in the region of Constantine: implication of DICER1 gene polymorphism.

Abstract:

Poly-Cystic Ovary Syndrome (PCOS) is a fairly common endocrinopathy in women
of childbearing age. Its pathophysiology is complex and reflects the interactions between
genetic, metabolic, fetal and environmental factors. Insulin resistance plays a major role
in PCOS. The resulting hyperglycemia, central obesity, hypertension and dyslipidemia
are related to the metabolic syndrome. The multifactorial etiology of polycystic ovary
syndrome is based on a complex genetic component, the mode of transmission of which may
be autosomal dominant with variable penetrance. However, the analysis of several candidate
genes has been promising and has implicated those encoding factors involved
in the regulation and effects of androgens and others that are involved in insulin metabolism
and the regulatory action of androgens and gonadotropins. Recently it has been shown
that there are non-coding RNAs (mid-RNAs) associated with the control of genes involved

in androgen synthesis, adipogenesis and insulin signaling.

In this context, after a literature review, we carried out a case-control molecular study
aimed at contributing to the determination of the impact of the A/G polymorphism
(rs3742330) of the DICER1 gene (OMIM: 606241) in the genesis of Polycystic ovary

syndrome in a population of women from the Constantine region.

The molecular study of this polymorphism carried out by PCR/digestion (RFLP)
shows that in our patients, there is a predominance of the wild-type homozygous AA
genotype (81.82%) followed by the heterozygous AG genotype (18.18%). However,
in controls, we only found the wild-type homozygous genotype (100%). After performing
chi-squared test and according to all comparison models, the differences in genotypic

and allelic frequencies observed between patients and controls were statistically insignificant.

Unfortunately, the small size of our study population does not allow clear conclusions
about the involvement of this polymorphism in the genesis of PCOS. It seems obvious
to us that studying the involved molecules in the miRNA pathway in this dysfunction could

contribute to a better understanding of its pathophysiology.

Keywords: polycystic ovary, genetic, non-coding RNA.
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Etude moléculaire du syndrome des ovaires polykystiques
dans la région de Constantine : implication du polymorphisme du géne DICER1

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Génétique

Le Syndrome des Ovaires Poly-Kystiques (SOPK) est une endocrinopathie assez fréquente
chez les femmes en age de procréer. Sa physiopathologie est complexe et reflete les interactions
entre les facteurs génétiques, métaboliques, feetaux et environnementaux. La résistance a I’insuline
joue un role de premier plan dans le SOPK. L’hyperglycémie qui en résulte, 1’obésité centrale,
I’hypertension et la dyslipidémie sont en relation avec le syndrome métabolique.
L’étiologie multifactorielle du syndrome des ovaires polykystiques repose sur une composante
génétique complexe dont le mode de transmission pourrait étre autosomique dominant de pénétrance
variable. Cependant, I’analyse de plusieurs genes candidats a été prometteuse et a incriminé
ceux codant pour des facteurs impliqués dans la régulation et les effets des androgénes et d’autres
qui sont impliqués dans le métabolisme de I’insuline et 1’action de régulation des gonadotrophines.
Récemment il a été démontré qu’il existe des ARN non-codants (mi-ARN) associés au contrle
de génes impliqués dans la synthése des androgenes, 1’adipogenése et la signalisation de 1’insuline.

Dans ce contexte, aprés une revue bibliographique, nous avons réalisé une étude moléculaire
de type cas-témoins visant a contribuer a la détermination de 1’impact du polymorphisme A/G
(rs3742330) du géne DICER1 (OMIM : 606241) dans la genése du syndrome des ovaires
polykystiques sur une population de femmes issues de la région de Constantine.

L’étude moléculaire de ce polymorphisme du géne DICERL réalisée par PCR/digestion (RFLP),
montre que, chez nos patientes, il y’a une prédominance du génotype homozygote sauvage AA
(81,82%) suivi par le génotype hétérozygote AG (18,18%). Cependant, chez les témoins,
nous n’avons trouvé que le génotype homozygote sauvage (100%). Aprés réalisation du test du X2,
selon tous les modeles de comparaisons, les différences des fréquences génotypiques et alléliques
observées entre patients et témoins étaient statistiquement non significatives.

Malheureusement, la taille réduite de notre population d’étude ne permet pas de tirer
des conclusions claires quant a I’implication de ce polymorphisme dans la genese du SOPK.
Il nous parait évident que 1’étude de I’implication des acteurs moléculaires de la voie des miARN

dans ce dysfonctionnement pourrait contribuer a une meilleure compréhension de sa physiopathologie.

Mots-clefs : ovaires polykystiques, génétique, ARN non codant.
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