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Introduction

L’hypospadias est la 2°™ anomalie congénitale chez le garcon, qui correspond a une
hypoplasie des tissus formant la face ventrale de la verge responsable d’un abouchement
ectopique de I'urétre. Elle résulte d’un défaut de fusion des deux surfaces épithéliales de la
gouttiére urétrale entre la 11°™ et la 18°™ semaine de développement. Plus I’arrét de ce

processus est précoce, plus la forme est proximale et sévere (Boudaoud et al., 2016).

L'hypospadias est souvent classé en postérieur, pénien et antérieur selon la position
préopératoire du méat. De nombreuses hypothéses ont été proposées concernant I'étiologie de
I'nypospadias, notamment une prédisposition génétique, une stimulation hormonale prénatale
inadéquate, des facteurs maternels-placentaires et des influences environnementales. Ainsi, il
semble possible que I'étiologie de I'nypospadias soit multifactorielle (Van der Horst et De
Wall, 2017).

De nombreux génes ont été décrits dans la littérature ayant une relation avec 1’hypospadias
tels que les génes du développement des tubercules génitaux et les genes responsable de

I’hypervirilisation. D’autres geénes restent a explorer pour ¢lucider les bases moléculaires de

I'nypospadias (Kalfa et al., 2019).

HLA-G est une molécule de contréle immunitaire. Comme une expression différentielle de la
molécule a été rapportée méme chez des individus sains, de nombreuses études se sont
concentrées sur les polymorphismes au niveau des régions régulatrices de HLA-G, en
particulier la région 3’ non traduite (3'UTR). La présence/absence d'une séquence de 14 pb a
été le premier polymorphisme décrit et c'est le plus étudié dans l'association entre HLA-G et
les maladies. Il a été suggéré que le polymorphisme HLA-G pourrait avoir un réle dans
certaines complications de la grossesse, telles que la pré-éclampsie, certains cas davortements
spontanés récurrents, I'échec de la fécondation in vitro et la susceptibilité génétique a ces

complications (Sipak-Szmigiel et al., 2008 ; Kalotra et al., 2018).

Compte tenu de sa fréquence et de ses implications, I'nypospadias est un probléme de santé
important et peut représenter un fardeau considérable pour les ressources en soins de santé. En
effet, en raison d'un risque élevé de complications, comme des sténoses récurrentes ou des
fistules, les cas les plus graves nécessitent souvent plusieurs interventions chirurgicales
(Bouty et al., 2015).



Introduction

Notre travail de recherche comporte une étude rétrospective et une étude moléculaire de type

cas-témoins, il a pour principaux objectifs :

- Faire une recherche bibliographique bien actualisée sur ’hypospadias, son étiologie et
sa genetique.

- Explorer les facteurs de risque de cette anomalie congénitale a travers 1’étude
rétrospective des cas opérés d’hypospadias.

- Rechercher une possible association entre le polymorphisme I/D du géne HLA-G et

I’hypospadias.
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Chapitre 1

Rappel embryologique et anatomique



Bibliographie Rappel embryologique et anatomique

1. Généralites

L’embryologie du pénis et de la région urogénitale était difficile & comprendre car elle
n’était pas basée sur 1’étude de ce cas sur I’espéce humaine uniquement, mais plutdt sur
des animaux tels que les souris, porcs et les rats, ce qui peut conduire & une mauvaise
interprétation de nombreux aspects.

Le développement du sexe feetal implique une série d’étapes séquentielles, la
différenciation et la formation des organes génitaux internes et externes sont des étapes
tardives du développement de I’ontogenése humaine, qui sont régulées par ’action des

hormones sexuelles.

Le développement du systéeme uro-génital de type masculin, se déroule en deux étapes

principales : une étape indifférenciée et une étape différenciée.

2. Stade indifférencié

Le développement précoce des organes génitaux externes est similaire chez les hommes et
les femmes. Le cloaque embryonnaire, I'extrémité de I'intestin postérieur est séparée de la
cavité amniotique par la membrane cloacale.

Comme & la fin de la 3*™ semaine de gestation, la gastrula embryonnaire subit un
repliement latéral qui transforme la forme de I'embryon d'un disque plat en une forme
cylindrique (Elumalai et al., 2017). Résultant de ce pliage, la couche endodermique de
cellules forme un tube appelé tube intestinal qui maintient dans sa partie caudale une
connexion avec le diverticule allantoique ou l'allantoide. Cette connexion forme le cloaque.
Au debut de la cinquiéme semaine de développement, un gonflement se développe dans les
deux cOtés de cette membrane, les plis cloacaux, qui se rejoignent sur la ligne médiane
antérieure a la membrane cloacale, formant le tubercule génital (GT) (Van der Zanden et
al., 2012 ; Figure 1).
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Figure 1 : Représentation schématique simple de I'embryologie normale des organes
génitaux externes masculins humains, qui est perturbée en cas d'hypospadias.
(https://doi.org/10.1093/humupd/dms002).

Au cours de la septiéme semaine du développement humain, le septum uro-rectal fusionne
avec la membrane cloacale, divisant le cloaque en urogénital primitif sinus et le rectum, et
divisant la membrane cloacale dans l'urogenital et la membrane anale. Les gonflements a
coté de la membrane urogénital sont alors appelés les plis urogénitaux et une nouvelle
paire de gonflements, les renflements labioscrotaux, apparaissent de part et d'autre de ces

plis. En plus, la membrane urogénitale se décompose (Van der Zanden et al., 2012).

Le sinus urogénital recoit ses affluents d'ouverture des conduits mésonéphriques qui
proviennent du mésoderme intermédiaire, le sinus urogenital est maintenant definitif sous
le niveau de l'ouverture des conduits et il est structurellement divisé en un pelvien et un
phallique. Les piéces au-dessus de ce niveau, le canal vésico-urétral se forme (Elumalai et
al., 2017).

3. Stade différencié

Chez le feetus male, la gonade indifférenciée devient le testicule et les canaux
mésonéphrotiques deviennent les canaux déférents, éjaculateurs, et les glandes séminales
(les canaux para-méso-néphrotiques disparus). Les organes génitaux externes se
développent a partir de trois soulevements : le tubercule génital, les plis urogénitaux, et les
renflements labioscrotaux. Le tubercule génital formera le pénis, les plis urogénitaux

donne l'urétre pénien et les renflements labioscrotaux donnent le scrotum et la fusion des
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plis urétraux adjacents a la plaque urétrale entraine la création du pénis (Boudaoud et al.,
2016).

Entre la 11°™ et la 16°™ semaine de gestation, le tubercule génital s'allonge sous
I'influence des androgénes testiculaires du feetus. La plaque urétrale s'allonge pour former
un sillon vers l'extrémité du phallus (Van der Horst et al., 2017).

A la fin du 3*™ mois de gestation, les plis urétraux autour de la plaque urétrale se
referment et fusionnent pour former éventuellement le pénis ou l'urétre spongieux qui se
termine au gland du pénis (la pointe du pénis) contribué par I'ectoderme de surface dans sa
partie terminale via un cordon ectodermique court qui se développe pour fusionner avec

l'urétre pénien au cours du 4°™ mois de gestation (Elumalai et al., 2017).

A lissue du développement génital, on retrouve des structures d'origines embryologiques

distinctes, dérivées de I'un des trois feuillets : I'endoderme, I'ectoderme ou le mésoderme.

4. Anatomie de la verge

La verge ou pénis est I’organe de copulation. Elle pend devant les bourses, et mesure
environ 10 cm de long, elle se divise en trois parties : postérieure ou racine qui est fixe et
appartient au périnée antérieur, moyenne ou corps du pénis, antérieure ou gland.

- La racine : est située dans le périnée antérieur, c’est la partie fixe du pénis, qui
est fixée sur la face interne des branches ischiopubiennes par les corps caverneux, a la
symphyse pubienne, au pubis et a la paroi abdominale par les ligaments suspenseurs de la
verge (Turpin et al., 2008 ; Doumbia et al., 2014).

- Le corps : il représente la partie mobile du pénis et présente :

Une face antéro-supérieure qui sépare les corps caverneux dans lequel chemine la veine
profonde du pénis, et marquée par le sillon.
Une face inférieure représentant le corps spongieux ventral (Doumbia et al., 2014).

- Le gland : c'est I'extrémité terminale du pénis. Représente I'expansion distale

du corps spongieux. Sa surface lisse et rosée. A la pointe du gland se trouve le méat urétral

en forme de fente, long de 6 a 8 mm (Raherison, 2008 ; Doumbia et al., 2014).

4.1. Constitutions de la verge
La verge est constituée de trois corps cylindriques paralleles de tissu érectile : deux corps
caverneux dorso-latéraux et le corps spongieux ventro-médial, tous les trois entourés par

quatre enveloppes (Turpin et al., 2008).
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4.1.1. Organes érectiles

Les corps caverneux : ils sont unis par un septum fenestré et entourés par I’albuginée. Les
corps caverneux sépareés du corps spongieux par le septum inter-caverneux du fascia
profond qui délimite un compartiment dorsal et un compartiment ventral (Turpin et al.,
2008).

Les corps caverneux s’insérent sur les branches ischio-pubiennes et se terminent a la base
du gland (face dorsale de la verge). lls sont constitués de sinusoides délimités par une
charpente fibreuse et traversés par les arteres caverneuses qui donnent des artéres hélicines
(Rocher et al., 2012).

Le corps spongieux : débute dans le périnée par la bulbe spongieuse puis se déplace dans
la gouttiére longitudinale inférieure que forment en s’adossant les corps caverneux
(Turpin et al., 2008). Le corps spongieux contient I’urétre, s’insére sur le noyau fibreux
central du périnée (meédian) et se termine par le gland, I’albuginée qui entoure le corps
spongieux est moins épaisse que celle des corps caverneux. Vers la périphérie, ces trois
structures sont entourées par quatre enveloppes : le fascia de Buck, le fascia de Colles, le

dartos pénien, et la peau (Rocher et al., 2012).

4.1.2. Les enveloppes
- La peau : elle est doublée a sa face profonde par le fascia superficiel du pénis constitue
d’une couche de fibres musculaires lisses (Turpin et al., 2008).
- Le dartos pénien : le dartos recouvre les testicules et se situe sous la peau scrotale, il
s’arréte le long du sillon génito-crural et s’attache aux branches ischio-pubiennes
(Vantomme et al., 2019)
- Le fascia de Colles : il est attaché latéralement aux rameaux pubiens et en bas a la
membrane périnéale qui est le fascia inférieur du diaphragme urogénital. La membrane
périnéale et le Colles définissent I’espace périnéal superficiel. Cet espace contient 1'urétre
membraneux, I'urétre bulbaire et les glandes bulbo-urétrales. En plus, cet espace est
adjacent a la paroi anale antérieure et a la fosse ischio-rectale (Sarkis et al., 2009).
- Le fascia de Buck : il entoure les corps caverneux et les corps spongieux jumelés de
maniére circonférentielle, et se divise en deux feuillets pour entourer completement le
corps spongieux sur l'aspect ventral du pénis. Une extension du fascia de Buck forme le
ligament suspenseur, qui attache le pénis a la face inférieure du pubis, il est en continuité

avec le fascia des muscles pelviens profonds. Le fascia de Buck est superficiel par rapport
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au fascia de Dartos, qui est en continuité avec le fascia de Scarpa de I'abdomen et du fascia

de Dartos du scrotum (Yiee et al., 2010 ; Figure 2).

: peau

: dartos

: fascia de Colles

: veine superficielle dorsale de la verge
: fascia profond de Buck

: veine dorsale profonde de la verge
: artére dorsale

: nerf dorsal

: albuginée

10: corps caverneux

11: artére caverneuse

12: corps spongieux

13 : uretre

© 00O ~NO Ol d WN P

Figure 2 : Coupe transversale du pénis (Rocher et al., 2012).

5. Anatomie de I’urétre

L'urétre masculin est divisé en six parties : col de la vessie, uretre prostatique, urétre
membraneux entouré par le sphincter externe, uretre bulbeux proximal au muscle
ischiocavernosus, l'urétre pénien/pendulaire distal au muscle ischio-caverneux, et la fosse
naviculaire dans le gland distal (Yiee et al., 2010).

L'urétre s'étend a l'intérieur du corps spongieux. De la partie proximale a la partie distale,
l'uretre est composé de la partie prostatique et de la partie membraneuse, qui forment

ensemble l'urétre postérieur.

L'urétre antérieur commence au niveau du diaphragme urogénital et se compose des parties
bulbeuse et pénienne. L'urétre antérieur est entouré par le corps spongieux (Tu et al.,
2020).

6. Vascularisation et innervation
La vascularisation artérielle du pénis est issue de branches de ’artére iliaque interne le plus
souvent extra-pelvienne (artere pudendale interne) mais parfois intra-pelvienne (artére

pudendale accessoire) suivant le trajet des nerfs caverneux (Cour et al., 2013).
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Il existe trois paires d'artéres principales dans le pénis : caverneuse, dorsale et bulbo-
urétrale. Toutes trois naissent d'une branche commune de l'artere pudendale interne, qui

provient elle-méme de l'artere iliaque interne (Yiee et al., 2010).

Les descriptions récentes de I’innervation périphérique de la verge distinguent des nerfs,
issus du plexus pelvien, destinés aux corps caverneux, des nerfs destinés au gland qui
empruntent des rameaux communicants vers le tronc du nerf dorsal du pénis et des nerfs
destinés au bulbe et au corps spongicux de I'urétre. Au sein de ces nerfs, des fibres
nerveuses parasympathiques, sympathiques et sensitives ont ¢té identifiées chez le foetus

(Cour et al., 2013).
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1. Définition

Le terme hypospadias est dérivé des mots grecs hypo « sous » et spad « quelque chose
déchiré, de la travée a la déchirure, arraché » signifiant que ’orifice urétrale est situé sur le
dessous du pénis (Stein, 2012).

Chez les nouveaux- nés de sexe masculin, I’hypospadias est la deuxieme anomalie
congeénitale la plus fréquente apres le testicule non descendu (Van der Horst et al., 2017).
L’hypospadias est une malformation anatomique congénitale des organes génitaux
externes de I’homme. Il est diagnostiqué lorsque la position du méat urétral est
anormalement située au long de la face ventrale, tige du pénis, du scrotum ou du périnée
(SMFM et al., 2021).

2. Epidémiologie

L’hypospadias est une anomalie ou malformation congénitale « commune », les
estimations de sa fréquence se situent entre 1/300 et 1/250 naissances masculins (Deméde
et al., 2008).

La prévalence de ’hypospadias montre une grande variation géographique, allant de 2.0 a
43,2 cas pour 10000 naissances (Bergman et al., 2015). Cette malformation est plus
fréquente chez les hommes caucasiens. Les prévalences les plus élevees sont retrouvées en
Australie 34 pour 10 000 naissances, Israél 29 pour 10 000 naissances et la plus faible en
Asie, soit 6 pour 10 000 naissances.

Les formes isolées sont plus fréquentes (88,5% des hypospades) que les formes
syndromiques (Boudaoud et al., 2016).

Malgré plus de 90 000 000 de naissances dépistées, la prévalence et les tendances

mondiales réelles restent méthodologiques (Van der Host et al., 2017).

3. Classification

Comme I'hypospadias est souvent associé a de multiples syndromes et a des anomalies
génito-urinaires supplémentaires, le diagnostic d'hypospadias prénatal, en particulier
d'hypospadias sévere, peut-étre d'une grande valeur pour I'équipe clinique et les parents car

permet des conseils précoces et dirige des tests supplémentaires (Li et al., 2021).

3.1. Selon la position du méat urétral
La classification standard des hypospadias est basée sur la localisation du méat ectopique
de l'uretre : distale (glandulaire, coronale ou sous-coronaire, 60 a 65 % des cas), médiane

(pénis médian ; 20% a 30% des cas), ou proximale (pénis postérieur, scrotal ou périnéal,
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10% a 15% des cas). Cependant, cette classification ne fournit pas de lignes directrices
efficaces pour la sélection des traitements cliniques.

Les hypospadias sevéres, dans la plupart des cas, s‘accompagnent d'une courbure
prononcée du pénis et de symptémes cliniques séveres, qui nécessitent une reconstruction
chirurgicale plus complexe, tandis que les cas bénins ne nécessitent pas toujours une
réparation chirurgicale (Li et al., 2021 ; Figure 3).

- Balanique ] Antérieur
- Balanopréputial

+. Pénien distal

+ Pénien moyen Moyen

+ Pénien proximal

+ Pénoscrotal

+ Scrotal
Postérieur,

+~ Périnéal

Figure 3 : Dénominations de I’hypospadias. Localisations possibles du méat urétral
https://www.google.com/imgres

3.2. Selon la classification de BARCAT
Une classification des hypospadias basée sur la position de la division du corps spongieux
par rapport a la tige du pénis et les structures osseuses du bassin semblent fiables,

cohérentes et plus orientées chirurgicalement (Orkiszewski et al., 2012 ; Figure 4).
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Figure 4 : Classification de ’hypospadias selon la localisation du méat (Kraft et al.,

4. Anatomie pathologique

Epidémiologie, classification et étiologie
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coronal

[ penile

scrotal

4neal

2010).

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

L’hypospadias correspond a une hypoplasie des tissus formant la face ventrale de la verge.

Il résulte d’un défaut de développement des tissus situés en aval de la division du corps

spongieux (Boudaoud et al., 2016 ; Figure 5).

Prépuce
en tablier de sapeur

Jonction
cutanéo-muqueuse

Division
du corps spongieux

Méat hypospade

Urétre hypoplasique
(absence de tissu spongieux)

Urétre normal
(entouré par le tissu spongieux)

Figure 5 : Anatomie chirurgicale de I’hypospade : hypoplasie triangulaire de la face

ventrale de la verge (Bouvattier, 2013).
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Trois anomalies sont classiquement associées aux hypospadias :

un abouchement ectopique du méat urétral sur la face ventrale de la verge.

une coudure ventrale de la verge ou chordé fait référence a I’existence d’une
incurvation ventrale du pénis, surtout marquée lors d’une érection.

un prépuce en « tablier de sapeur » caractérisé par un exces de peau a la face
dorsale et une hypoplasie du tissu cutané a la face ventrale (Boudaoud et al.,
2016).

Anatomiquement, cette anomalie présente, de I’extrémité a la racine de la verge, les

malformations suivantes :

un gland ouvert & sa face ventrale.

une portion d’urétre manquante, de longueur variable, remplacée par une gouttiere
muqueuse adhérente a la face ventrale des corps caverneux.

un urétre non entouré de corps spongieux, recouvert d’une peau trés adhérente.

une division du corps spongieux toujours située en arriere du méat ectopique, il
marque le début proximal de la malformation : en arriére de celle-ci, toutes les
structures participant a la formation de la face ventrale de la verge sont normales
(Demede et al., 2008).

la courbure causée par la présence de tissu fibreux en aval du méat empéche le
redressement complet du pénis. La division du corps spongieux en deux piliers,
I'adhésion du sillon urétral a la surface ventrale du corps caverneux sont deux autres
facteurs de courbure.

une bifidité scrotale, forme souvent associée a un probleme d’ambigiiité sexuelle.
une torsion du pénis avec rotation de 90°.

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

une absence du frein du gland.

des anomalies de la taille de la verge ont enfin été décrites. En effet, celle-ci varie
en fonction de 1’dge de I’enfant. On parle de micro-pénis lorsque la longueur est

inférieur a moins 2 déviations standards ou lorsqu’elle est inférieur & moins 2,5cm a
la naissance (Debbarh, 2009).

Le point de division du corps spongieux marque le début proximal de la malformation : en

arriére de celle-ci, toutes les structures participant a la formation de la face ventrale de la

verge sont normales.
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5. Anomalies associées

Dans la majorité des cas, I’hypospadias est un cas isolé, mais il peut se produire en
association avec d’autres anomalies, en particulier dans le tractus urogénital.

Parmi les anomalies associées avec 1’hypospadias on retrouve des anomalies urinaires, des
anomalies chromosomiques (comme le syndrome de Klinefelter, qui est relativement
fréquemment associée aux dysgénésies gonadiques), I’hernie inguinale, et la cryptorchidie
(Bouty et al., 2015 ; Debbarh, 2009).

La cryptorchidie uni ou bilatérale, est une condition ou les deux testicules ne sont pas
descendus correctement dans le scrotum, le micro-pénis, lorsque la longueur dorsale du
pénis du nouveau-né est inférieure a 2,5 cm.

Par ailleurs, ’hypospadias a été décrit dans plus de 200 autres syndromes. On trouve le
WAGR (tumeur de Wilms (WT), aniridia, génito-urinaires et retard mental), le syndrome
de Denys-Drash (malformations génito-urinaires et susceptibilité a la tumeur WT) et le
syndrome de Smith-Lemli-Opitz (malformations cardiaques, pulmonaires, rénales, gastro-

intestinales et génitales) (Bouty et al., 2015).

6. Etiologie

Les ¢étiologies de I’hypospadias sont des anomalies de la différenciation sexuelle survenant
entre la 8°™ et la 12°™ semaine de la vie feetale. 1l s’agit soit d’une sécrétion insuffisante
de testostérone (T) ; ou d’une conversion insuffisante en dihydrotestostérone (DHT) soit

d’une insensibilité partielle aux androgenes (mutation des récepteurs).

L’étiologie des autres hypospades séveres reste inconnue et leurs implications sont basés
sur des constatations épidemiologiques mais reste difficiles a démontrer : certains sont
associés a des malformations ou a un retard de croissance intra utérin ; d’autres appelés

idiopathiques sont isolés (Debbarh et al., 2009).

6.1. Facteurs de risque génétique
Les premieres recherches génétiques sur I’hypospadias se sont concentrées sur
I’identification des mutations causales putatives. La plupart de ces mutations ont été
identifiées chez des patients atteints des formes d’hypospadias postérieur ou proximal.
Ceci a conduit a penser que I’hypospadias postérieur pourrait étre plus probablement di a
une étiologie monogénique par rapport a ’hypospadias antérieur ou distal, qui peut étre

polygéniques ou multifactoriel.
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Les génes WT1 et SF1 jouent un role majeur dans le développement du systeme urogénital;
des mutations dans ces génes peuvent causer non seulement des hypospadias mais aussi
autres défauts.

Le gene SRY sur le chromosome Y reste crucial pour la masculinisation de la gonade
indifférente. L’expression du gene SRY induit une cascade d’interactions géniques
impliquant la SRY-box 9 (SOX 9), entrainant une différenciation de la primitive gonade

dans le testicule (George et al., 2015).

6.2. Facteur de risque héréditaire
Une composante génétique d’hypospadias a été étayée par certaines études indiquant qu’il
existe plusieurs sujets affectés au sein de la méme famille. Selon I’étude de Power, si le
pére a des hypospadias dans la famille, la probabilit¢é qu’un de ces fils soit porteur est
environ 8% et qu’il y a 12% de chance qu’un de ces freres et sceurs soit atteint. De plus, le
risque pour la génération suivante monte a environ 26% lorsque deux membres d’une

méme famille sont porteurs d’hypospadias (Aitbihi et al., 2012).

6.3. Facteurs de risque maternel

6.3.1. Un régime de grossesse
Un régime sans viande ni poisson semble augmenter le risque d’hypospadias chez la
descendance (Akre et al., 2008).

6.3.2. Poids de naissance

Plusieurs études ont montré que la supplémentassions alimentaire prénatale (énergie,
proteines et micro-¢éléments tels que fer et vitamines) a amélioré les résultats feetaux, en

particulier le poids a la naissance (Piccoli et al., 2015).
6.3.3. Age maternel

L’age maternel plus avancé est associ¢ a un AGD plus court chez les patients présentant un
hypospadias et les témoins. L’age maternel > 34 ans est significativement corrélé avec les

patients atteints d’hypospadias (Abdelhalim et al., 2021).
6.3.4. Autres facteurs de risque

Des études récentes montrent un lien étroit entre le tabagisme maternel et la cryptorchidie

chez les descendants males (Hutson et al., 2018).
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6.4. Facteurs de risque environnementaux

Les toxines environnementales qui perturbent 1’équilibre hormonal du feetus et perturbent
ainsi la différenciation sexuelle soit par un effet ostrogénique soit par un effet anti
androgéne ont montré que I’augmentation des taux d’hypospadias décrite dans les années
1960-1980 est essoufflée vers 1985, apres qu’il y avait plus une hausse ou une baisse
réelle. Cependant, jusqu’a présent, la littérature épidémiologique n’est pas claire quant a
savoir si les expositions prédisposent a I’hypospadias. Une étude menée en 2013,
comprenant des dossiers de santé suédois et des données démographiques recueillies pour
tous les garcons nés entre 1973 et 2009, a montré une augmentation des cas de gargons
diagnostiqués avec un hypospadias de 1990 a 1999 qui n’étaient pas attribués a des
facteurs de risque connue auparavant.

Quant aux facteurs environnementaux, 1’exposition maternelle a des polluants chimiques
ou perturbateurs endocriniens a de fortes concentrations liés a certaines professions ou
zones geographiques peuvent étre des facteurs de risque supplémentaires d’hypospadias.
Un impact commun sur le risque d’hypospadias dans la plupart des sociétés causées par
des polluants chimiques ou endocriniens perturbateurs n’a pas été demontré jusqu’a
présent (Thorup et al., 2014).

6.5. Facteurs de risque endocriniens

L’indépendance des androgéenes, la dépendance aux androgenes et les -effets
endocriniens/environnementaux sont trois mécanismes principaux du développement
génital externe. La signalisation androgéne-AR est impliquée dans la formation et la
masculinisation des organes males ; I’androgéne induit généralement la masculinisation
des embryons, et la signalisation androgene est médiée par le récepteur d’androgéne
nucléaire (Kong et al., 2020).

Des mutations dans le géne de récepteur d’androgéne ont été impliquées dans les
hypospadias congénitaux créant I’intérét dans les composés qui interagissent avec le
récepteur d’androgéne comme possible causes environnementales des hypospadias
(Raghavan et al., 2018).
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1. Génétique moléculaire des hypospades

Le patrimoine génétique est ’acteur principal dans la différenciation génitale, avec des
contributions des génes du développement du tubercule génital, la détermination
gonadique, la synthése des stéroides gonadiques (testostérone et dihydrotestostérone :
DHT), et la sensibilité a ces hormones. Méme avec le dépistage systématique, un défaut
génétique est généralement constaté seulement chez un petit nombre de patients et un
déséquilibre endocrinien est constaté chez 1 cas sur 5 (Rey et al., 2018).

L’hypospadias familial est observé dans environ 10 % des cas. L’héritabilité de
I’hypospadias est ¢élevée, 1’estimation globale étant de 57,77 %. L’hypospadias sévere est
plus souvent observé dans les cas sporadiques, tandis que les variantes plus légéres sont
plus souvent familiales. Le frére du cas index a plus de 10% de risque d’étre affecté. Le
risque de cas familiaux est également accru chez les parents plus éloignés, atteignant 11 %
chez les parents au premier degré, 3% chez les parents au deuxieme degré et plus de 1 %
chez les parents au troisieme degre (Schnack et al., 2018).

1.1. Génes du développement des tubercules genitaux

Le développement phallique nécessite plusieurs génes homéobox (HOXA, HOXB, HOXD).
De facon constante, la mutation de ces genes chez la souris induit un défaut du tubercule
génital. Chez les humains, HOXA4 et HOXB6 sont plus fréquemment mutés que les
témoins chez les sujets chinois. Le géne Homeobox A13 (HOXAL13) est également
pertinent pour le développement génital chez I’humain. Des variantes génétiques du BMP4
et du BMP7 ont également éte signalées chez 1’humain.

Enfin, plusieurs génes FGF participent au développement génital tel que FGF10 chez la
souris ou FGF8 et FGFR2 chez I’homme (Kalfa et al., 2018).

2. Aspects moléculaires de I’hypovirilisation

2.1. Dysgénésie testiculaire
Les defauts des genes conduisant a une dysgénésie testiculaire peuvent induire des
hypospadias en raison d’une sécrétion insuffisante de testostérone pendant la période de
masculinisation. L’expression du géne SRY est cruciale pour le développement du testicule
a partir de la gonade indifférenciée. Bien que le SRY ne soit pas fréquemment muté, des
anomalies chromosomiques sexuelles et une variation subséquente de la dose du SRY sont

trouvées chez quatre patients sur 100 atteints d’hypospadias (Moreno-Garcia et al., 2002).
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Les patients présentant des mutations hétérozygotes de Wilms Tumor 1 (WT1) peuvent
présenter des hypospadias graves associés a d’autres anomalies génitales. Les mutations
des genes codant pour les facteurs de transcription impliqués dans la détermination
testiculaire (tels que SOX9, DMRTL1 et GATA4) sont associées a un DSD 46, XY, y
compris les hypospadias graves (Huang et al., 1999 ; Leipoldt et al., 2007 ; Maciel-
Guerraet al., 2008).

2.2. Défauts de la biosynthese des androgenes

Le récepteur LH permet le développement de cellules de Leydig qui sécretent la
testostérone sous le controle d’HCG pendant le développement feetal précoce et 1’axe
hypophysaire plus tard dans la vie. Les défauts génétiques du géne du récepteur LH
entrainent une hypoplasie des cellules de Leydig, conduisent a un hypospadias sévere. La
sécrétion insuffisante de testostérone induit également un cryptorchidisme et/ou un
micropénis chez ces patients.

Les mutations du géne hydroxy-delta-5-stéroide deshydrogénase (HSD3B1) ainsi que dans
les génes 3 béta- et stéroides delta-isomérase 2 ont été rapportés chez ces patients (Codner
et al., 2004). Les mutations du géne 5-alpha réductase (SRD5A2) sont associées a une
diminution de la synthése de DHT et de phénotypes similaires. Les polymorphismes des
genes SRD5A32 contribuent également a I’apparition de la malformation : SNP
(p.Val89Leu) réduit I’activité enzymatique mais son implication directe reste débattue,

alors qu’un autre SNP (p.Ala49Thr), augmente la fonction enzymatique.

MAMLDZ1 peut pareillement étre impliqué dans la synthése de testostérone. Les mutations
MAMLD1 ont été signalées chez les patients atteints de phénotypes graves. Dans les
cellules de Leydig, MAMLD1 augmente I’expression de CYP17A1 et permet la production

d’une testostérone nécessaire a la différenciation masculine (Kalfa et al., 2018).

2.3. Résistance aux androgenes
Le gene du récepteur aux androgenes (RA) est situé sur le chromosome X. La RA est
exprimé pendant le développement du pénis et de I’urétre. La capacité de liaison de DHT
au RA est signalée comme diminuée dans les fibroblastes cutanés génitaux de certains
garcons hypospadias, et plusieurs mutations de la RA ont été signalées chez ces patients.
Outre ces mutations, la longueur de la répétition polyglutamine dans la partie terminale N
de ’AR peut également réduire la transactivation du récepteur et une répétition CGN plus

longue peut augmenter 1’occurrence de malformation (Adamovic et al., 2012).
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3. Epigénétique de ’hypospadias

Les modifications épigénétiques comprennent la méthylation de I’ADN, la modification
des histones et les interactions de ’ADN avec I’ARN non codant. La méthylation de
I’ADN est la modification épigénétique la plus étudiée. Le groupe méthylique est lié de
facon covalente a une base de cytosine dans le contexte des dinucléotides CpG. La
méthylation des cytosines dans I’ADN a été impliquée dans le mécanisme de I’extinction
de I’expression des génes, de I’empreinte génomique, de la stabilité chromosomique et de
la protection contre 1’expression d’éléments répétitifs.

Pendant la grossesse, la synthése des nucléotides dépendant des folates et la méthylation de
I’ADN sont augmentées, et la méthylation modifiée de I’ADN peut étre un mécanisme

sous-jacent dans le développement des malformations congénitales.

En effet, des études ont montré que la méthylation modifiée de I’ADN est associée a la
NTD (Anomalie du tube neural) et a la CHD (Congenital heart defects). Il a été démontre
que divers facteurs maternels impliqués dans le développement anormal du feetus influent
sur les schémas de méthylation de I’ADN. Les effets combinés de la génétique et de
I’épigénétique dans I’environnement intra-utérin et du développement feetal subséquent ne

sont pas bien compris et justifient une étude plus approfondie (Webber et al., 2015).

La méthylation du gene RA dans les tissus du prépuce des patients atteints d’hypospadias
¢tait plus élevée que chez les enfants normaux. L’expression de la RA dans le tissu du
prépuce des patients hypospadias était plus faible que chez les contrdles. Dans les
fibroblastes cultivés, la dihydrotestostérone et la testostérone ont reduit de facon
significative la méthylation des génes AR et ’expression du DNMT3A en fonction de la

dose et augmenté 1’expression AR.

Le gene de la RA dans les tissus cibles des patients atteints d’hypospadias est plus méthylé
que chez les enfants témoins, ce qui entraine une diminution de I’expression de la RA

(Vottero et al., 2011 ; Figure 6).
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Figure 6 : Interactions entre la génétique, 1I’épi-génétique, les niveaux hormonaux
maternels et les expositions environnementales pendant le développement embryonnaire.

https://www.google.com/imgres

4. Gene HLA-G

4.1. Structure et localisation de HLA-G

L’antigéne leucocytaire humain-G (HLA-G) est cartographié en 6p21.3. Il est largement

admis que I’épissage alternatif de la transcription primaire du géne conduit a la production
de protéines membranaires ou solubles. Sept autres ARNm ont été décrits, qui codent
quatre isoformes membranaires (HLA-G1, G2, G3, G4) et trois isoformes de protéines

solubles (HLA-G5, G6, G7) (Carosella et al., 2015 ; Figure 7).
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Figure 7 : Le locus HLA-G et les iso-formes protéiques
exprimés Adapté de Carosella et al. (2002 et 2019).
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Le géne HLA-G est une molécule non classique de classe I de I’antigéne leucocytaire
humain (HLA) du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (MHC) qui posséde des
caracteristiques uniques, comme un faible polymorphisme et une expression tissulaire

restreinte (Kaminski et al., 2017).

4.2. Expression d’HLA-G

Dans des conditions physiologiques normales, I’expression HLA-G est observée dans les
tissus embryonnaires directement impliqués dans la tolérance mere-feetale, a savoir le
cytotrophoblaste et le placenta ; chez les adultes, I’expression HLA-G était déja décrite
dans la cornée, les cellules thymiques épithéliales et dans certaines sous-populations
spécifiques de monocytes, de cellules de moelle osseuse et de cellules T CD4+ et CD8+.

La régulation de I’expression de I’'HLA-G est multifactorielle et peut étre affectée par la
variabilite génétigue HLA-G, la régulation post-transcriptionnelle et les signaux micro
environnementaux intracellulaires et extracellulaires. La signification prédictive,
diagnostique et pronostique du génotype HLA-G et/ou de I’expression des protéines a été

étudiée dans un large éventail de contextes cliniques (Le Maoult et al., 2021).

4.3. Polymorphisme du gene HLA-G
4.3.1. Variations genétiques au locus HLA-G
Contrairement aux génes HLA classiques de classe | hautement polymorphes, le
polymorphisme du géne HLA-G est trés limité. A ce jour, seulement 50 alléles sont
répertoriés (base de données IMGT/HLA, version 3.19.0) codant 16 protéines pleine
longueur. Néanmoins, certains de ces alleles ne sont pas entierement caractérisés, ne

présentant que quelques exons séquences (Carosella et al., 2015).

Il a été signalé que HLA-G est exprimé a la surface des embryons préimplantatoires et des
EVT, tandis que sHLA-G a été détecté dans le milieu de culture des embryons fécondés in
vitro (FIV), le sang maternel, le liquide amniotique et le sang du cordon. HLA-G joue des
réles critiques dans le remodelage des artéres spiralées, le développement feetal et la

tolérance immunitaire (Gregori et al., 2020).

4.4. Polymorphisme du gene HLA-G et maladies
Les niveaux de protéine HLA-G peuvent étre associés a des génotypes spécifiques ; ainsi,
un certain nombre d'études ont été réalisées pour tenter d'établir une corrélation entre les
haplotypes HLA-G et la susceptibilité a la maladie et la morbidité, ou pour les utiliser

comme facteur prédictif de la réponse au traitement ou du résultat d'une transplantation.
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La variation HLA-G la plus étudiée est le polymorphisme 14-bp INS/DEL. Dans le
domaine de la grossesse, il existe un assez bon consensus sur l'association du génotype 14-
bp INS/INS avec la perte récurrente de grossesse (RPL) ; cependant, un certain nombre de
réserves ont été identifiées dans ces corrélations, notamment I'hétérogénéité des études, les
caractéristiques de I'échantillon et la mesure non comparable des génotypes. Une récente
méta-analyse portant uniquement sur des femmes de pays européens a non seulement
corroboré l'association entre le génotype INS/INS 14-bp et la RPL, mais a également
souligné et confirmé que les divergences observées dans les études précédentes pouvaient
étre dues a la diversité ethnique de la cohorte analysée (Monti et al., 2019).

Dans le domaine de l'auto-immunité et du cancer, les résultats sur l'association des
génotypes 14-bp INS/DEL avec le développement de la maladie ou avec la réponse a la
thérapie ont rapporté des résultats contradictoires et/ou non concluants. Dans le contexte
du diabéte de type 1 (T1D), l'analyse a révéle l'association du génotype 14-bp DEL/DEL
avec le développement et le debut precoce de la maladie (Silva et al., 2016).

Concernant la relation entre ce polymorphisme et I’hypospadias, aucune étude n’a été

établie.
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1. Diagnostic

Depuis peu de temps, le diagnostic par échographie prénatale est possible, 1’exploration
montre un défaut de peau préputiale au niveau de la face ventrale associé a un exces de la
peau au niveau de la face dorsale.

A la naissance le diagnostic d’un hypospadias ne pose pas de réel probléeme ; il est
habituellement porté au cours de I’examen physique initial du nouveau-né.

Les conséquences d’un hypospadias non opéré sont trés différentes selon que celui-ci est
antérieur ou postérieur.

On distingue les conséquences urinaires, geénitales, et enfin psychologique et
comportemental. L’enfant doit étre examiné par un spécialiste le plus tot possible dans le
but de décrire le phénotype geénital, la topographie de I’hypospadias, la position des
gonades, les anomalies associées de la verge, 1’aspect du scrotum, et enfin de rechercher

les autres malformations associées (Aitbihi, 2012).

1.1. Exploration paraclinique

1.1.1. Exploration biologique
Les dosages hormonaux qui sont souvent réalisés sont : FSH, LH, les androgénes
(Testostérone, DHT). Le taux de LH est sensiblement plus élevé chez les sujets
hypospades que dans la population genérale alors que la FSH et les androgenes ont un taux
pratiquement normal. Il existe donc un dysfonctionnement de la cellule de Leydig quel que
soit le type d’hypospadias. Pour certains auteurs, le bilan hormonal doit étre systématique
des la découverte d’un hypospadias. En cas d’hypospadias postérieur, il faut faire en plus

un caryotype et mesurer les réponses périphériques aux androgéenes (Ouedrhiri, 2019).

Un examen cytobactériologique des urines est demandé systématiqguement chez tout
hypospade avant la correction chirurgicale, afin de déterminer les germes responsables

d’une éventuelle infection urinaire (Bouhafs et al., 2002).

1.1.2. Exploration cytogénétique
Le caryotype est systématique, il permet de dépister les mosaiques 45,X/ 46,XY, les
anomalies seront confirmées par la recherche des séquences codants des génes
correspondent. En générale le géne SRY est le principal médiateur pour déterminer les

gonades males, son étude est donc est tres importante (Bouvattier, 2009).
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1.1.3. Exploration morphologique
L’échographie pelvienne permet de visualiser les dérivés mulleriens (vagin, quand il est de
grande taille, utérus), de mesurer les riens et les surrénales. Elle n’est pas utile au repérage
des gonades intra-abdominales, non palpées par le chirurgien. La génitographie ou I'IRM
pelvienne, permet un bilan anatomique plus précis (position du vagin, taille, niveau

d’implantation dansl’urétre) (Bouvattier, 2009).

2. Traitement de I’hypospadias

Le seul traitement de ’hypospadias est la réparation chirurgicale. Le traitement chirurgical
vise a rétablir a ’origine uro-génital une fonctionnalité (miction, érection) et une anatomie
se rapprochant le plus possible d’'une verge « normale ». Les objectifs sont d’obtenir au
final de I’intervention, diverses caractéristique fonctionnelles est esthétiques :

Le choix de I’age pour la chirurgie est souvent fait en tenant compte des parameétres de
croissance, de la taille du pénis, des risques d’anesthésie, de la réponse de I’enfant a la
chirurgie et du contrble urinaire. Jusqu’a présent, il n’ya pas de consensus sur 1’age
minimal d’intervention. Certains operent trés tét (3 a 6 mois) mais la plupart des auteurs
prévoient I’intervention entre 12 mois et 18 mois, attendent la premiere phase de
croissance du penis soit terminée. Selon la courbe de Schoufeld. Par contre, il ya a un
consensus pour ne pas opeérer entre 2 et 4 ans, ce pour deux raisons. D’une part, les suites
opératoires sont souvent moins simples chez les enfants continents avec de possible
épisode de rétention source de complication locales. D’autre part le retentissement peut
étre important, ’enfant se sentant agresse et ne comprenant pas les explications qui lui

sont fournies (Moscovici et al., 2009).
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1. Type et lieu d’étude

Deux types d’étude ont été réalisées : une rétrospective descriptive entreprise au niveau de
la clinique Nissia a Djebel EI-Wahch, et I’autre transversale de type cas-témoins effectuée
au niveau de I’h6pital Mohamed Boudiaf a EI-khroub (EPH) sur une durée de 3 mois allant
de février a mai 2022.

L’extraction d’ADN a été faite au niveau du laboratoire de biologie moléculaire et
cellulaire Chaab Ersas alors que la PCR a été accomplie au niveau du laboratoire de
biologie moléculaire de la faculté SNV de I’université des fréres Mentouri Constantine 1.

2. Population d’étude

2.1. Population malade
Elle comprend 12 patients atteints d’un hypospadias. Tous les patients ont été interrogés
pour remplir le questionnaire et ont accepte de réaliser le prélevement sanguin pour faire

I’étude moléculaire.

- Critéres d’inclusion : tout patient présentant un hypospadias confirmé par un chirurgien

pédiatre.

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

ambiguite sexuelle.

2.2. Population témoin
- Critéres d’inclusion : sujets en bonne santé apparente ne présentant pas I’anomalie

étudiee (Hypospadias) de sexe masculin et acceptant de faire le prélevement sanguin.

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

3. Methodes employées

3.1. Questionnaire
Nous avons interrogés les malades/ leurs tuteurs légaux via un questionnaire comprenant
toutes les données nécessaires. Malheureusement nous n'avons pas pu avoir toutes les

réponses en raison de l'absence du dossier médical chez certains malades (Annexe 1).

3.2 Prélévement sanguin
Le prélevement sanguin congu pour I’extraction de I’ADN dans des conditions stériles, est
recueilli dans un tube EDTA (contenant 1’acide éthyléne diamine tétra-acétique comme

anticoagulant et inhibiteur de I’action des enzymes ADNase). Une quantité de 6 a 8 ml a
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été prélevée pour chaque patient, aprés avoir obtenu leur consentement, les tubes sont
conservés a une température de 4C° jusqu’au moment de la manipulation (pas plus d’une

semaine, sinon conservés au congélateur jusqu’a utilisation).

3.3. Etude moléculaire
L’étude moléculaire consiste en une recherche du polymorphisme ID du gene HLA G, pour

cela nous avons procédé a :

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

- une polymeérisation en chaine (PCR) et électrophorese

3.3.1. Extraction de PADN
L’extraction de ’ADN est une technique permettant d’isoler ’ADN pure de chaque
individu a partir des leucocytes sanguins. Les méthodes d’extraction d’ADN sont diverses,

celle utilisée dans notre étude est basee sur I'utilisation d’un solvant inorganique : le NaCl.

- Etapes d’extraction d’ADN au NaCl

- Isolement des leucocytes a partir du sang total.

- Lyse des leucocytes et libération de I’ADN apres digestion des protéines qui lui sont
associées par la protéinase K.

- Extraction et purification de I’ADN.

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

- Solubilisation de I’ADN pure.

Ces étapes sont clairement détaillées dans I’annexe 2.

3.3.2. Génotypage du gene HLA G
Pour la mise en évidence du génotype du polymorphisme ID du géne HLA G, nous avons
utilisé la technique PCR (polymérase chaine réaction) qui consiste en la réalisation des
étapes suivantes :
- Amplification par PCR
- Une migration électro-phoreétique sur gel d’agarose a 2% pour le contrdle du produit PCR

- Visualisation sous UV.

3.3.2.1. Amplification par PCR
La PCR est une méthode de biologie moléculaire permettant d’amplifier des séquences

d’ADN cible, définies en plusieurs millions d’exemplaires. C’est une réaction en chaine de
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n cycles successifs d’amplification, au cours desquels deux amorces dirigent
I’amplification du fragment d’ADN double brin quelles encadrent. Un cycle

d’amplification est composé de trois étapes : dénaturation, hybridation et élongation.

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

conditions du protocole utilisé.

ClxV1=C2xV2

Sachant que :

C1 : concentration initiale du reactif citée sur le tube.

V1 : volume initial nécessaire a la dilution, destiné a étre calculer (V1 = C2 x V2/ C1).

C2 : concentration finale exigée par le protocole.

V2 : volume final a déterminer par nous mémes.

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

donc calculer comme suit :

V (eau distillée) = V2 -V1

Nous avons préparé un mix de PCR comprenant des désoxyribonucléotides triphosphates
(dNTP), une enzyme d’amplification in vitro (Taq polymérase), un environnement
réactionnel (tampons, MgCI2, H,O) et deux amorces oligo-nucléotidiques (Sens et

Antisens).

Tableau 1 : Préparation du milieu réactionnel de la PCR.

Mix de PCR Volume en pl
dNTP 1,6 ul
Tampon 1pl
MgClI2 0,3 ul
Taq polymérase 0,08 ul
Eau distillée stérile 4,02 pl
Amorce F 1pl
Amorce R 1pl
ADN 1pl
Total 10l
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Amorece :
Amorce Sens :5’TCACCCCTCACTGTGACTGATA-3’
Amorce Antisens : 5’>GCACAAAGAGGAGTCAGGGTT-3’

e Déroulement des cycles de la PCR
Apres avoir préparé le mix de la PCR, nous avons pris 9l de ce mélange avec 1ul d’ADN
pour chaque tube, nous avons déposé les tubes préparés dans un Thermocycleur
(Eppendorf), que nous avons programmé pour 35 cycles. Chaque cycle de PCR se déroule
en 3 étapes indispensables : dénaturation de I’ADN double brin, hybridation des amorces,
élongation par la polymérase.

Tableau 2: Programmation des cycles de PCR.

Etapes Température Durée
Dénaturation initiale 95°C 6 min
Dénaturation 95°C 30 Sec
Hybridation 62° C 30 Sec
Elongation 72°C 30 Sec
Elongation finale 72°C 4 min

e Contrble de la PCR

Le contrdle des produits PCR a été réalisé par €lectrophorése sur un gel d’agarose 2% (2g
d’agarose dans 100ml de TBE 1X) et mélangé a 10ul de BET, agent intercalant entre les
bases d”’ADN. Apres dissolution dans un four a microonde, le gel est déposé sur une plaque

d’une cuve horizontale et laisser pour refroidir.

Dans chaque puits du gel, nous avons déposé 10ul de produits PCR qui a été mélanges de

3 uldu bleu de bromophénol qui permettra de suivre le front de migration.

Parallelement un échantillon sans ADN (témoin négatif ou blanc) est inclus dans la série a
amplifier et permet de vérifier si une éventuelle contamination de I’ADN est survenue au

cours de la manipulation.

Le dépbt se fait du coté cathode et le systéme est soumis a une migration sous un courant
de 100 volts pendant 40 min. Aprés migration, le gel est soumis au rayons UV, les

molécules de bromure d’Ethidium intercalées entre les bases nucléiques émettent une
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lumiere visible et photographiable et permettent de visualiser les fragments amplifiés sous
forme de bandes fluorescentes de méme taille.
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Figure 8: PCR du polymorphisme ID du gene HLA G (Hashemi et al., 2016).

4. Etude statistique

Nous avons utilise I’Excel et le logiciel Epi info version 6.0 pour le calcul des moyennes
des parametres quantitatifs étudiés et également pour le calcul des OR et des p-value afin
de déterminer s’il existe une relation entre le polymorphisme Insertion / Délétion du gene
HLA G et I’hypospadias.

L’¢étude moléculaire a concerné 28 cas (12 cas d'hypospadias et 16 cas témoins), et une
étude rétrospective sur 283 dossiers de cas d’hypospadias pour les années 2019, 2020,
2021 jusqu'au 21 mai 2022.

En raison de lindisponibilité des archives, nous avons malheureusement obtenu des
informations insuffisantes, la saisie de toutes les informations sur les cas étudiés a été faite

sous un fichier Excel.

Pour le calcul de I’OR, un tableau de contingence a été établi (Tableau 3). Il est présenté
sous forme de tableau croisé¢ 2x2. Le statut atteint/non atteint des sujets de I’étude est

présenté en colonne et le caractere exposé/non expose en ligne. L’IC est de 95 % (ou 0,95).
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Tableau 3: Tableau de contingence

Non exposé c d c+d
Total atc b+d a+tb+ctd

L’OR est calculé comme suit: OR =a*b / c*d. Si:

OR =1: pas d’association entre I’exposition et la maladie.
OR < 1: association négative.

OR > 1 : association positive.

Pour la valeur p, le seuil critique a priori est de 0,05 (vu que I’'IC pour I’OR est de 95
%). Si la valeur de p calculée a posteriori est inférieure a ce seuil, la différence entre les
paramétres est déclarée statistiquement significative.
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1. Etude rétrospective

Selon I’étude statistique basée sur le registre des opérations quotidiennes de 1’hopital
Mouhamed Boudiaf El-khroub (EPH) et la clinique privé Nissia de Djbel El-wahch, nous a
notifié 283 cas d’hypospadias durant les années : 2019, 2020, 2021 jusqu'au 21 mai 2022.

1.1. Répartition des patients par année
La répartition des patients par année est représentée dans le tableau 4.

Tableau 4: Répartition de patients par année.

Nombre de patients Fréquence%o
2019 68 24,02
2020 74 26,14
2021 80 28,26
2022 61 21,55
Total 283 100

Nous avons noté une augmentation du nombre des cas d’hypospadias au fil des années, par
exemple le nombre de patients opérés dans ’année 2019 était de 68 avec une fréquence de
24,02% est presque le méme que celui enregistré pour ’année 2022 (jusqu’au 21 mai
seulement) avec une fréquence de 21,55%.

Nos resultats sont similaires a ceux de Mieusset, (2011), qui a déclaré une augmentation
annuelle moyenne en France métropolitaine du taux d’interventions chirurgicales qui était
de de 1,2% sur la période 1998-2008, ainsi, I’étude sur la période 2000—2008 rapporte une
augmentation annuelle moyenne, faible mais significative, du taux d’interventions

chirurgicales pour les hypospadias de 0,9 %.

1.2. Répartition des patients selon le type anatomique

La répartition des patients selon le type anatomique de ’hypospadias est représentée dans

le tableau 5.
Tableau 5: Répartition de patients selon le type anatomique.

Type anatomique Effectif Pourcentage (%0)
Hypospadias antérieur 103 36,4
Hypospadias moyen 73 25,8
Hypospadias postérieur 107 37,8

Nous avons noté que I’hypospadias postérieur était le plus fréquent (37,8%), la forme
pénoscrotal constituait (29%), et la forme périnéal constituait (27,1%), alors que

I’hypospadias moyen représente le pourcentage le plus faible (25,8%). Pour I’hypospadias
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antérieur, il représente un pourcentage important (36,4%) qui est également trés proche du
I’hypospadias posterieur, la forme balanique constituait (37,9%) de ce type.

Les mémes résultats ont été signalés dans 1’étude menée par Hmidchat et al. (2009),
montrant que 11 patients avaient un hypospadias postérieur (37%) et 9 patients avaient un
hypospadias antérieur avec une fréquence trés proche a celle de ’hypospadias postérieur
(30%). La fréquence la plus faible a été retrouvée chez 7 patients ayant un hypospadias
moyen (23%).

1.3. Répartition des patients selon I’4ge de la prise en charge
Cette répartition a été enregistrée uniquement pour la période du 11 juin 2019 jusqu’au 03

octobre 2020 avec un nombre total de patients N=141 (figure 9).

B <20 mois ™ 20 mois- 4 ans >4 ans

Figure 9 : Répartition des patients selon 1’age de la prise en charge.

Nous avons observé que la plupart des patients (81 patients) ont subi une intervention
chirurgicale de 1’hypospadias entre 1’age de 20 mois et 4 ans avec une fréquence de
57,44%. 32,62% des patients ont subi une intervention chirurgicale a I'dge de 4 ans ou plus
(46 patients), alors que le pourcentage le plus faible (9,92%) concernait les patients ayant

subi une intervention chirurgicale a I'dge de moins de 20 mois (14 patients).

Les résultats obtenus sont léegérement proches de ceux rapportés par Wilkinson et al.
(2017), montrant que 90% des enfants identifiés nécessitant soit une premiere révision
complete ou premiére correction d'une complication et opérés dans les 38 mois (& I’age de

3 ans) suivant la réparation primaire.
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En revanche, nos résultats sont en désaccord de ceux publiés par Doumbia, (2014) qui a

déclaré que la prise en charge de la majorité des patients a été faite apreés 5 ans.

1.4. Repartition des patients selon les malformations associées
Cette répartition a été faite a ’aide d’une étude statistique du chirurgien pédiatre de la
clinique Nissia (Tableau 6).

Tableau 6 : Répartition des patients selon les malformations associées

Malformations Pourcentage (%)
Prépuce incomplet 36
La coudure de la verge 34
(100 postérieur, 50 moyen, 10 antérieur)
Le micro-pénis 10 (90 postérieur)
Absence congénital du prépuce 0
Sténose du méat 9 (tous les types)
DDS 7 ((47, XXY) ; (48, XXXY) ; (45, X0))
Des anomalies cardiaques 1 (Tres rare)
Anomalies génétiques 3 (trisomies)

Le prépuce incomplet et la coudure de la verge ont été observés comme étant les deux
malformations associées les plus courantes, de 36 % et 34 % respectivement, ces

malformations étaient plus fréquentes dans 1’hypospadias postérieur.

Les anomalies cardiaques (1%) et les anomalies genétiques (3%) sont tres rares, alors que

I’absence congénital du prépuce est inexistant (0%).

Les résultats obtenus sont tres similaires aux résultats de Debbarh, (2009), qui a signalé
que la malformation la plus fréquente était le prépuce incomplet avec une fréquence de

26,6%, suivi de la coudure de la verge (24%) et le micro-pénis (20%).

La coudure de la verge, présente chez 26 patients, était la principale anomalie associée a

I’ectopie du meat urétral (Diallo et al., 2008).

2. Etude transversale de type cas-témoins

Au total, 28 cas ont été collectés, dont 12 cas d'hypospadias et 16 cas témoins. Les
informations nécessaires pour chagque patient ont été recueillies a partir d'un questionnaire

rempli par nous méme, et ces informations ont été saisies dans un fichier Excel.
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2.1. Répartition des hypospades selon le type anatomique
La répartition des patients hypospades selon le type anatomique est représentée dans la

figure 10.

0%

O P N W b U1 OO N 0 ©

Hypospadias antérieur Hypospadias moyen Hypospadias postérieur

Figure 10 : Répartition des hypospades selon le type anatomique.

Dans notre population, I’hypospadias antérieur est le type le plus fréquent avec un
pourcentage de 66,67%, suivi par I’hypospadias postérieur avec une fréquence de 33,33%,
I’hypospadias moyen est inexistant dans notre série.

Selon la répartition anatomique de Debbarh, (2009), ’hypospadias antérieur était le plus
fréquent (84%), identiquement a nos résultats, alors que 1’hypospadias moyen constituait
9,7% contre 6% pour I’hypospadias postérieur.

Les résultats de Diallo et al. (2008) sont proches de ceux observés dans notre échantillon
et ont évoqué que I'hypospadias était antérieur dans la moitié des cas, moyen dans 12 cas et

postérieur dans 18 cas.

Cependant, les résultats de Tlili et al. (2017) ont montré qu’il s’agissait de 134 cas
d’hypospadias antérieurs (43,8 %), 140 moyens (45,8 %) et 32 postérieurs (10,5 %).

2.2. Répartition de la population selon I’age
Notre population est constituée de 12 cas qui sont répartis selon des tranches d’age de 10
ans (Tableau 7).
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Tableau 7 : Répartition de la population selon 1’age.
Tranches d’age (ans)

Patients (N=12)

Nombre Fréquence
%
<10 8 66,6
[10-20[ 0 0
[20-30[ 1 8,33
[30-40[ 1 8,33
[40-50[ 2 16,66

Nous avons noté que I’incidence de la maladie est particulierement importante dans la

tranche d’age < 10 ans avec un taux de 66,66%.

Nos résultats corroborent avec ceux déclarés par Diallo et al. (2008). Selon cette étude,
I'age moyen des patients était de 8 ans avec des extrémes d'un jour et 33 ans, 40% des
patients avaient moins de 4 ans. Les patients de plus de 20 ans représentaient uniquement
16,7% de I’échantillon étudié.

2.3. Répartition des patients selon I’Age de la prise en charge
La répartition selon 1’4ge de la prise en charge des patients hypospades est représentée
dans le tableau 8.

Tableau 8 : Répartition des patients selon 1’age de la prise en charge.

Age Effectif (cas) Pourcentage (%)
<3ans 1 8,3
Entre 3a5 ans 7 58,4
>5ans 4 33,3

La tranche d’age entre 3 & 5 ans est la plus représentée avec un pourcentage de 58,4%,

suivi par un pourcentage de 33,3% de patients qui sont agé de plus de 5 ans.

Le plus jeune enfant qui a subi la chirurgie avait 2 ans, avec un hypospadias antérieur, et
I’hypospade le plus 4gé qui a subi la chirurgie avait 49 ans avec un hypospadias antérieur

aussi.

Selon Doumbia et Mieusset, (2014 ; 2011), la prise en charge de la majorité des patients a
été faite apres 5 ans.
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L’¢étude de Mieusset, (2011) a signalé que ’dge moyen et I’dge médian d’intervention
pour un hypospade sont respectivement de 1,7 an (20 mois) et un an pour ’ensemble de la

période.

2.4. Répartition des patients en fonction de I’origine géographique
Les patients qui ont été inclus dans cette étude proviennent de 5 Wilaya différentes de
I’ Algérie (Tableau 9).

Tableau 9 : Répartition des hypospades en fonction de I’origine géographique.

WIEVE! Effectif % |
Constantine ' 8 ' 66,66
Skikda 1 8,33
Tébessa 1 8,33
Souk-Ahras 1 8,33
Collo 1 8,33

Nous avons remarqué que la Wilaya de Constantine compte le plus grand nombre de
patients avec un pourcentage de 66,66%, ceci peut étre due au fait que Constantine est la
wilaya ou I’étude a été menée. Les autres Wilayas sont représentées avec des proportions

égales.

Dans une étude faite au Québec, il a été retrouvé que des variations régionales
significatives sont observables, ce qui se rapproche des résultats obtenus. D’autres études
sont necessaires afin d’évaluer 1’hypothése d’un lien avec les contaminants

environnementaux en émergences (Guertin et al., 2011).

2.5. Répartition des patients selon le poids a la naissance
Nous avons pu faire une répartition des patients recrutés selon le poids de naissance

uniquement pour 8 hypospades et 15 témoins (Tableau 10).

Tableau 10 : Répartition selon le poids a la naissance.

Le poids Patients (N=8) Témoins (N=15)
% Nombre %

< 3kg 4 50 8 53,33%

> 3kg 4 50 7 46,66%

La moitié (50%) des malades pésent moins de 3kg, et ’autre moitié pese plus de 3kg. Ces
résultats sont similaires aux résultats de Dokter et al. (2020), qui ont remarqué que le
poids médian a la naissance était de 3,33 kg (1,9 kg — 4,2 kg).
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Chez les témoins, les résultats sont presque comparables 53,33% des sujets pésent moins
de 3kg et 46,66% pésent plus de 3kg.

2.6. Répartition de la population selon les antécédents médicaux maternels
(avortements)
La répartition selon les antécédents d’avortement de la mére est représentée dans la figure
11.

14

12

10 —

— i patients

i Témoins

58,33%

Avortement Pas d'avortement

Figure 11 : Répartition de la population selon les antécédents médicaux maternels.
Le taux d’avortement chez les méres des hypospades est environ 60%, c’est un taux trés
élevé par rapport aux taux d’avortement chez les meéres des témoins (25%).

Aucune étude antérieure n’a évoqué I’influence d’antécédent d’avortement et la naissance

d’un bébé hypospade.

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

La répartition selon I’age de la mere d’hypospade est évoquée dans le tableau 11.

Tableau 11 : Répartition selon I’age de la mére pendant la grossesse.

L’age de la mére (ans) Nombre La fréquence
<25 3 25%
[25-30] 3 25%
> 30 6 50%

Nous avons observé que la moitié de la population sont des femmes agées de plus de 30
ans, ce qui est similaire a 1’étude de Fisch et al. (2001), dans laquelle 1’age maternel

avance est significativement associé a ’hypospadias. Ainsi, une élévation de 50% des cas
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graves a été démontrée chez les enfants de meére agée de 35 ans comparativement aux

meres de moins de 20 ans.

Dans une étude qui a été faite en 2017 par Lamarche et al., il a été démontré que le risque
de certaines anomalies congénitales non chromosomiques connaissait une hausse avec
I’age maternel. L’age maternel avancé de 35 a 40 ans a été associé¢ a une hausse du risque
d’hypospadias du deuxiéme degré ou de degré supérieur (RC 1,85 ; IC a 95%, 1,33
—2,58).

2.8. Répartition selon la profession du pére (N=12)
La répartition selon ’occupation du pere est représentée dans le tableau 12.

Tableau 12 : Répartition selon ’occupation du pére.

Profession : Nombre : Fréquence
Macon 1 8,33
Ouvrier 1 8,33

Agriculteur 3 25

Forgeron 2 16,66
Agent de sécurité 1 8,33
Officier 2 16,66
Ingénieur (Génie civil) 1 8,33
Commercgant 1 8,33

Nous avons remarqué que la fréquence la plus élevée est celle de I’agriculteur (25%), suivi
par une fréequence de 16,66% (de forgeron et officier), tous les autres métiers ont été

représentes avec la méme fréquence de 8,33%.

Béranger et al. (2014) ont noté que 30% des cas (8 sur 28) etaient des agriculteurs ou
ouvriers agricoles, 22% (6) ont déclaré une exposition aux pesticides, et 22% (6) une
exposition aux fumées de soudage.

Winston et al. (2014) ont également investigué le réle potentiel joué par les facteurs
environnementaux. Il est plausible que les perturbateurs endocriniens chimiques, y compris
certains pesticides, pourraient interrompre la fermeture urétrale normale et entrainer un
hypospadias. Une méta-analyse des études menées entre 1966 et 2008 ont avancé une
association modeste entre 1’hypospadias et I’exposition professionnelle paternelle aux

pesticides.
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2.9. Répartition selon le nombre de chirurgies pratiquées
La répartition selon le nombre de chirurgie qu’ayant subi les hypospades est indiquée dans
le tableau 13.

Tableau 13 : Répartition selon le nombre de chirurgies pratiquées.

Nombre d’opérations Nombre de patients Fréquence %
pas de chirurgie 3 25
1 seule fois 7 58,33
3 fois 1 8,33
5 fois 1 8,33

Le nombre des patients qui ont subi une réparation en une seule étape était de 8/12 avec
une fréquence importante de 58,33%. Ces résultats sont similaires aux résultats de Diallo
et al. (2008) qui ont observe que 70% (n=42) des patients ont benéficié d'une réparation en
un seul temps et 30% (n = 18) des cas ont bénéficié d'une réparation en deux temps.

3. Résultats de I’analyse moléculaire du polymorphisme /D du gene
HLA-G
Nous n’avons pu obtenir que 20 résultats de 1’analyse genétique du polymorphisme du

gene HLA G, 10 hypospades et 10 témoins.

Le profil de I’¢lectrophorése nous a permis de déceler 2 génotypes, ’homozygote (DD)
avec une bande de 127pb pour I’alléle del, et ’homozygote (II) avec une bande de 141pb

pour l'alléle ins, aucun génotype d’hétérozygote n’a été obtenu (figurell).
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Figure 12: Profil d’électrophorése sur gel d’agarose a 2% des fragments amplifiés par
PCR du polymorphisme ID géne HLA G (1-11: témoins ; B : blanc ; M : marqueur de
taille (100pb).

Le génotype homozygote Il présente une seule bande de 141pb ; le génotype homozygote
DD présente une seule bande de 127pb. L’hétérozygote ID qui n’a pas été€ observé dans

notre échantillon (patients et témoins) devait présenter les deux bandes de 141 et 127pb.

3.1 Répartition des patients et des témoins selon les fréquences génotypiques et

alléliques
A partir des résultats obtenus, les fréquences génotypiques et alléliques ont été calculées

(Tableau 14).

Tableau 14 : Répartition des fréquences génotypiques et alléliques parmi les patients et les

témoins
HLA G Patients Témoins OR (95%CI) P
14pb n % n % value
Co-dominant
del/del 5 50 7 70
del/ins 0 0 0 0 / /
ins/ins 5 50 3 30 2,33[0,27-22,25] 0,64
Alleles
del 10 50 14 70
ins 10 50 6 30 2,33[0,53-10,55] 0,33

Nos résultats ont montré que 50% des patients étaient homozygotes DD, et 50%

homozygotes 11, alors qu’aucun des patients ne représente le génotype hétérozygote DI.
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De méme, chez les témoins nous avons remarqué que le génotype homozygote DD est le
plus représenté avec une fréquence de 70%, suivi par une fréquence géenotypique de 30%
pour I’homozygote Il, aucun témoin n’était porteur du génotype hétérozygote DI.

Malgreé que la fréquence du génotype DD est plus élevée chez les témoins par rapport aux
patients mais les calculs des OR et de P value (P>0,05), a affirmé que les résultats sont
statistiquement non significatifs. Nous pouvons conclure qu’il n’existe pas d’association
entre le polymorphisme D/l du géne HLA G et I’hypospadias dans notre population
d’étude.

A notre connaissance, dans la littérature scientifique, aucune étude antérieure sur

I’hypospadias et le polymorphisme D/I du géne HLA G, n'a été effectuée jusqu'au 2022,

Une étude a été publi¢ en 2015, a révélé qu’aucune association entre le polymorphisme 14
bp 1/D du gene HLA-G et la susceptibilité a la PR (la polyarthrite rhumatoide). Compte
tenu des réles importants de ’THLA-G dans le processus immunologique (Lee et al., 2015).

Dans une autre étude Grecque, portait sur 170 patients atteints de DT1 (Type | diabetes)
juvénile, les résultats ont révélé qu’aucune association significative n'a été¢ déterminée dans
la distribution des alléles ou des génotypes entre les patients atteints de DT1 et les témoins
(Gerasimou et al., 2016).

D’autres études sur le méme variant génique on évoqué que le polymorphisme HLA-G 14-

bp Ins/Del n'a pas pu influencer le risque de cancer (Zhang et al., 2014).

En 2006, une recherche a porté sur I’implication de ce variant allélique dans les

avortements spontanés récurrents, mais aucune association n’a été déclarée (Yan et al.,

2006).

Cependant, une étude récente a signalé son implication dans la susceptibilité au cancer
colorectal (Dhouioui et al., 2022).

La présence de I'ins de 14 pb a affecté la stabilité de I'ARNm, la production de protéines et
a été associée a des pathologies de la grossesse et a des maladies auto-immunes. L'alléle
HLA-G contenant la séquence 14-bp a été associé a un niveau d'’ARNm significativement
plus faible que celui contenant la séquence 14-bp supprimée et li€ a une production de
protéine HLA-G plus faible. Par conséquent, le polymorphisme 14-bp de HLA-G peut

jouer un réle crucial dans la modulation de I'expression de HLA-G (Fan et al., 2014).
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L’hypospadias est une malformation congénitale masculine dont la fréquence est en

croissance dans le monde qui doit étre prise en charge dés le plus jeune &ge.

Notre étude transversale de types cas-témoins (a propos de 28 cas), et I’étude rétrospective
(283 cas d’hypospadias), avait pour but d’étudier 1’hypospadias dans la population
algérienne d’une part et de rechercher d’éventuelle association entre le polymorphisme I/D
du gene HLA-G et I’hypospadias d’autre part. Cela nous a permis de tirer quelques

conclusions :

selon I’étude rétrospective, 57,45% des hypospades ont ét€ opérés entre 1’age de 20
mois et 4 ans, alors que dans 1’étude transversale, 58,4% des hypospades ont été
opérés entre 1’age de 3 ans et 5 ans.

— une prédominance des formes antérieures avec 66,67% dans I’étude transversale,
alors que dans 1’étude rétrospective le type postérieur présente 37,8% suivi par une
fréquence tres proche de 36,4% pour le type antérieur.

— une augmentation de nombre des cas d’hypospadias au fil des années.

— le prépuce incomplet et la coudure de la verge ont été les deux malformations

associées les plus courantes, a 36 % et 34 %, respectivement.

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

Concernant I’exploration génotypique du polymorphisme I/D de I’HLA-G, nous avons
remarqué des fréquences génotypiques et alléliques égales (50%/50%) chez les
hypospades, et une prédominance du génotype DD et de I’all¢le D (70%) chez les témoins.
Les tests statistiques effectues ont montré une absence association entre le polymorphisme

I/D de ’HLA G et la survenue de I’hypospadias.

A la lumiére de ce travail de recherche et des résultats obtenus, laissent entrevoir de
nombreuses perspectives afin d’approfondir et compléter ce travail :

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

— FEtudier d’autres geénes impliqués dans ’hypospadias, comme : les génes WT1 et SF1
qui jouent un réle majeur dans le développement du systeme urogénital, en prenant
en considération les facteurs environnementaux, géographiques et ethniques, seules
des actions coordonnées entre endocrinologues pédiatres et adultes, chirurgiens

urologues et biologistes aboutiront.
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Annexe 1 : Questionnaire (Malades)

Service......ocoevviiiinin.n. NUuméro d’entrée :.......ccoeveeveeunennenn, Date : / /

Identité

Nom et Prénom SRR Age L s
Tél:..... e ST S e, AdIESSE & uvini e
Patient

Type d’hypospadias :
Agede lapriseencharge : .......ccoooiiiiiiiiiiii,

Taille et poids a la naissance : Taille ......................... PoidS ...
Prématurité oui [ non [

Retard de croissance intra utérin (RCIU) oui [ non [

La mere

Age .o

Occupation pendant la grossesse ............ccoeveevvnnnnn.

Malformations / maladies :....... ..ot
Mortinatalité : oui ' non [

Habitat : a. Rural b.  Urbain
Le pere

AGE i Occupation ...........ccceveiininnnn.e,

Malformations / maladies. ............oooiuiiiiii i
Fratrie non [l oui 0 Nombre: ................

Antécédents familiaux d’hypospadias / ectopie testiculaire / hernie inguinale / micro-
pénis ou autre anomalie Urogénitale. ...

Génét]
Consanguinité des parents : non Joui I Degré:................
Cytogénétique : Caryotype non CJoui [  Résultat: ...........ccoeeeiiiiiininnn.
Apparition chez les jumeaux oui J non [J
Bilan hormonal
FSH: ............... LH: ... Testostérone: ...............
AMH: ................ ACTH: .............
lini
Anomalies associés :
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Date : / /
Identité

Nomet Prénom: ....................

Age i

Taille et poids a la naissance : Taille

Prématurité

Retard de croissance intra utérin (RCIU)  oui O

AGE ..ot

Mortinatalité : oui [J non [J
Habitat : a. Rural

Questionnaire (Témoin)

b. Urbain

Fratrie non [l oui ] Nombre: ................

Antécédents familiaux

Consanguinité des parents : non [J oui [1  Degré:
Grossesse gémellaire oui [1 non [

de

n’importe qu’elle
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Annexe 2 : Extraction d’ADN au NaCl

1. Préparation des leucocytes

- Dans un type Falcon de 50 ml, mettre le sang total et compléter & 25 ml avec du TE 20 :5
laisser 10 min dans la glace.

- Centrifuger 10 min & 39009 (3800rpm).

- Aspirer le surnageant avec la trompe a vide.

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

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

- Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

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

2. Extraction de PADN

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

- Ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 Mm. EDTA 2mM, Tris 10Mm, Ph 8,2) en
dilacérant le culot avec une passette stérile.

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

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

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

- Le lendemain, refroidir dans la glace.

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

- Remettre 5 min dans la glace (précipitation des proteines).

- Centrifuger 15min a 2500 rpm.

- Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, ajouter 2 fois son volume
d’éthanol absolu préalablement refroidi (environ 8ml) et agiter en tournant le tube
plusieurs fois : la pelote d’ADN se forme.

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

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

3. Solubilisation

- Ajouter entre 300 et 1000 pl de TE 10 :1, selon la grosseur de la pelote et la concentration
souhaitée.

- Laisser une nuit sur un agitateur rotateur & 37 °C puis a température ambiante jusqu’a la
dissolution complété (1 a 2 jours).
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Annexe 3 : Préparation des solutions

TE 20 : 5: (tris 20mM, EDTA 5mM, pH 7.5) auto clavé.
Tris: 2,4229
EDTA: 1,869 gsp : 1L

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

Tampon de lyse :

NaCl 400Mm (23,36Q)

Tris: 10mM (1,219)

EDTA: 2mM (0,729g) pH8.2 qsp : 1L
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Résumé

L’hypospadias correspond a une hypoplasie des tissus formant la face ventrale de la verge
responsable d’un abouchement ectopique de I'urétre. C’est la deuxiéme malformation
génitale chez le garcon avec 1 cas sur 250 naissances masculines. Son origine est souvent
multifactorielle (génétique, endocrinienne et environnementale). Trois formes anatomiques

existent : antérieure, moyenne et postérieure.

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

polymorphisme génétique 1/D du gene HLA-G et I’hypospadias dans I’Est algérien.

Patients et méthodes : 12 hypospades ont participé a cette étude, comparés a 16 témoins.
Apres extraction de I’ADN leucocytaire par la méthode au Nacl, la séquence d'intérét avait

été amplifiee par PCR directe et analysée par electrophorése.

Résultats : selon les résultats de 1’étude statistique rétrospective, nous avons noté une
augmentation de cette malformation avec le temps, la forme postérieure est la plus
fréquente, ainsi le prépuce incomplet et la coudure de la verge ont été les deux
malformations associées les plus courantes, 36 % et 34 %, respectivement. 50% des meres
sont agées de plus de 30 ans. Les statistiques obtenus de 1’é¢tude cas-témoins ont dévoilé
que les deux génotypes DD et Il sont représentés avec des fréquences génotypiques et
alléliques égales (50% vs 50%), aprés le calcul de I’OR et de la p-value, les résultats ont

montré une absence d’association significative entre les patients et les témoins (p >0,05).

Conclusion : les tests statistiques effectués ont montré qu’il n’y a aucune association
significative entre le polymorphisme I/D de ’'HLA-G et la survenue de ’hypospadias dans
la population de I’Est algérien, une étude avec un effectif plus important est nécessaire

pour tirer des conclusions plus précises.

Mots clés : Hypospadias, malformation congénitale, parametres cliniques et biologiques,
polymorphisme 1/D, géne HLA-G, PCR.



Abstract

Hypospadias is a hypoplasia of the tissues forming the ventral surface of the penis
responsible for an ectopic abruption of the urethra. It is the second most common genital
malformation in boys with 1 case in 250 male births. Its origin is often multifactorial
(genetic, endocrine and environmental). Three anatomical forms exist: anterior, middle and

posterior.

Objective: Our work has a double aim: to carry out a statistical study (retrospective and
cross-sectional) with definition of the clinical and biological characteristics of the study
population on the one hand, and on the other hand to search for possible associations
between the I/D genetic polymorphism of the HLA-G gene and hypospadias in Eastern
Algeria.

Patients and methods: 12 hypospadias participated in this study, compared to 16 controls.
After extraction of leukocyte DNA by the Nacl method, the sequence of interest was

amplified by direct PCR and analyzed by electrophoresis.

Results: According to the results of the retrospective statistical study, we noted an increase
of this malformation with time, the posterior form is the most frequent, so the incomplete
foreskin and the penis bend were the two most common associated malformations, 36%
and 34%, respectively. 50% of the mothers were older than 30 years. The statistics
obtained from the case-control study revealed that both DD and Il genotypes are
represented with equal genotypic and allelic frequencies (50% vs. 50%), after the
calculation of the OR and p-value, the results showed no significant association between

patients and controls (p >0.05).

Conclusion: The statistical tests performed showed that there is no significant association
between the HLA-G I/D polymorphism and the occurrence of hypospadias in the
population of Eastern Algeria, a study with a larger number of patients is necessary to

draw more precise conclusions.

Key words: Hypospadias, congenital malformation, clinical and biological parameters, 1/D

polymorphism, HLA-G gene, PCR.
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L’hypospadias correspond a une hypoplasie des tissus formant la face ventrale de la verge responsable
d’un abouchement ectopique de 'urétre. C’est la deuxiéme malformation génitale chez le gargon avec 1
cas sur 250 naissances masculines. Son origine est souvent multifactorielle (génétique, endocrinienne et
environnementale). Trois formes anatomiques existent : antérieure, moyenne et postérieure.

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

Patients et méthodes : 12 hypospades ont participé a cette etude, comparés a 16 témoins. Apres
extraction de ’ADN leucocytaire par la méthode au Nacl, la séquence d'intérét avait été amplifiée par
PCR directe et analysée par électrophorese.

Résultats : selon les résultats de I’étude statistique rétrospective, nous avons noté une augmentation de
cette malformation avec le temps, la forme postérieure est la plus fréquente, ainsi le prépuce incomplet et
la coudure de la verge ont éeté les deux malformations associées les plus courantes, 36 % et 34 %,
respectivement. 50% des meres sont dgées de plus de 30 ans. Les statistiques obtenus de 1’étude cas-
témoins ont devoilé que les deux génotypes DD et Il sont représentés avec des fréquences génotypiques et
alléliques égales (50% vs 50%), apres le calcul de I’OR et de la p-value, les résultats ont montré une
absence d’association significative entre les patients et les témoins (p >0,05).

Conclusion : les tests statistiques effectués ont montré qu’il n’y a aucune association significative entre
le polymorphisme I/D de 'HLA-G et la survenue de ’hypospadias dans la population de I’Est algérien,

une étude avec un effectif plus important est nécessaire pour tirer des conclusions plus précises.

Mots-clefs : Hypospadias, malformation congenitale, parametres cliniques et biologiques, polymorphisme 1
gene HLA-G, PCR.

Laboratoires de recherche :
Laboratoire de Biologie Moléculaire, Université Fréres Mentouri, Constantine 1.
Laboratoire de Biologie moléculaire et cellulaire, Université Freres Mentouri, Constantine 1.

Encadrant : CHELLAT Djalila (Prof - Université Freres Mentouri, Constantine 1).
Examinateur 1 : GHARZOULI Razika (MCA - Université Fréres Mentouri, Constantine 1).
Examinateur 2 : DAOUI Zeineb (MCB - Université Batna 2).




	وزارة التعليم العالي والبحث العلمي
	كلية علوم الطبيعة و الحياة                                                  Vie la de et Nature la de Sciences des Faculté

	Mémoire présenté en vue de l’obtention du diplôme de Master
	Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie Filière : Science biologique
	N  d’ordre : N  de série :
	Présenté par : LATRECHE Chahinez Le 20/06/2022 SLIMANI Hawa
	Jury d’évaluation :

	Année universitaire 2021 - 2022
	Remerciements et dédicaces Liste des abréviations
	Introduction………………………………………………………………………......... 1

	Chapitre 1 : Rappel embryologique et anatomique
	1. Généralités…………………………………………………………………………... 3
	3. Stade différencié 4
	4. Anatomie de la verge……………………………………………………………….. 5
	5. Anatomie de l’urètre………………………………………………………………... 7
	6. Vascularisation et innervation……………………………………………………... 7

	Chapitre 2 : Epidémiologie, classification et étiologie
	1. Définition……………………………………………………………………………. 9
	2. Épidémiologie……………………………………………………………………….. 9
	3. Classification………………………………………………………………………... 9
	4. Anatomie pathologique…………………………………………………………….. 11
	5. Anomalies associées………………………………………………………………… 13
	6. Etiologie……………………………………………………………………………... 13

	Chapitre 3 : Génétique de l’hypospadias
	1. Génétique moléculaire des hypospades…………………………………………… 16
	2. Aspects moléculaires de l’hypo-virilisation 16
	3. Epigénétique de l’hypospadias…………………………………………………….. 18

	Chapitre 4 : Diagnostic et traitement
	1. Diagnostic…………………………………………………………………………… 22
	2. Traitement de l’hypospadias………………………………………………………. 23

	Patients et méthodes
	1. Type et lieu d’étude………………………………………………………………… 24
	CHAHINEZ

	Liste des abréviations
	Abréviation Signification
	Tableau Titre Page
	Figure Titre Page

	Introduction
	Bibliographie
	1. Généralités
	2. Stade indifférencié
	3. Stade différencié
	4. Anatomie de la verge
	4.1. Constitutions de la verge
	4.1.1. Organes érectiles
	4.1.2. Les enveloppes

	5. Anatomie de l’urètre
	6. Vascularisation et innervation

	Chapitre 2
	Epidémiologie, classification et étiologie
	1. Définition
	2. Épidémiologie
	3. Classification
	3.1. Selon la position du méat urétral
	3.2. Selon la classification de BARCAT

	4. Anatomie pathologique
	4.1. Description des lésions anatomiques au cours de l’hypospadias

	5. Anomalies associées
	6. Etiologie
	6.1. Facteurs de risque génétique
	6.2. Facteur de risque héréditaire
	6.3. Facteurs de risque maternel
	6.3.1. Un régime de grossesse
	6.4. Facteurs de risque environnementaux
	6.5. Facteurs de risque endocriniens



	Chapitre 3
	Génétique de l’hypospadias
	1. Génétique moléculaire des hypospades
	1.1. Gènes du développement des tubercules génitaux

	2. Aspects moléculaires de l’hypovirilisation
	2.1. Dysgénésie testiculaire
	2.3. Résistance aux androgènes

	3. Epigénétique de l’hypospadias
	4. Gène HLA-G
	4.1. Structure et localisation de HLA-G
	4.2. Expression d’HLA-G
	4.3. Polymorphisme du gène HLA-G
	4.3.1. Variations génétiques au locus HLA-G
	4.4. Polymorphisme du gène HLA-G et maladies



	Chapitre 4
	Diagnostic et traitement
	1. Diagnostic
	1.1. Exploration paraclinique
	1.1.1. Exploration biologique
	1.1.2. Exploration cytogénétique
	1.1.3. Exploration morphologique

	2. Traitement de l’hypospadias


	Partie pratique
	1. Type et lieu d’étude
	2. Population d’étude
	2.1. Population malade
	2.2. Population témoin

	3. Méthodes employées
	3.1. Questionnaire
	3.2 Prélèvement sanguin
	3.3. Etude moléculaire
	3.3.1. Extraction de l’ADN
	- Etapes d’extraction d’ADN au NaCl
	3.3.2. Génotypage du gène HLA G
	3.3.2.1. Amplification par PCR
	 Préparation du milieu réactionnel (mix)
	Amorce :
	 Déroulement des cycles de la PCR
	 Contrôle de la PCR

	4. Etude statistique

	Résultats et discussion
	1. Etude rétrospective
	1.1. Répartition des patients par année
	1.2. Répartition des patients selon le type anatomique
	1.3. Répartition des patients selon l’âge de la prise en charge
	1.4. Répartition des patients selon les malformations associées

	2. Etude transversale de type cas-témoins
	2.1. Répartition des hypospades selon le type anatomique
	2.2. Répartition de la population selon l’âge
	2.3. Répartition des patients selon l’âge de la prise en charge
	2.4. Répartition des patients en fonction de l’origine géographique
	2.5. Répartition des patients selon le poids à la naissance
	2.6. Répartition  de la population selon les antécédents médicaux maternels (avortements)
	2.7. Répartition selon l’âge de la mère pendant de la grossesse
	2.8. Répartition selon la profession du père (N=12)
	2.9. Répartition selon le nombre de chirurgies pratiquées

	3. Résultats de l’analyse moléculaire du polymorphisme I/D du gène
	HLA-G
	3.1 Répartition des patients et des témoins selon les fréquences génotypiques et alléliques



	Conclusion et perspectives
	Références bibliographiques
	Sites web

	Annexes
	Annexe 1 : Questionnaire (Malades)
	Antécédents familiaux d’hypospadias / ectopie testiculaire / hernie inguinale / micro- pénis ou autre anomalie urogénitale………………………………………………………
	Examen :

	Questionnaire (Témoin)
	Annexe 2 : Extraction d’ADN au NaCl
	1. Préparation des leucocytes
	2. Extraction de l’ADN
	3. Solubilisation

	Annexe 3 : Préparation des solutions
	TE 20 : 5 : (tris 20mM, EDTA 5mM, pH 7.5) auto clavé.
	TE 10 : 1 : (tris 10mM, EDTA 1Mm, pH 7.4) auto clavé.
	Tampon de lyse :


	Résumés

