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Les anomalies du développement gonadique sont dues a des altérations d’une ou de plusieurs
étapes de la détermination/différentiation testiculaire ou ovarienne au cours la vie intra-
utérine, entrainant ainsi un développement anormal de la gonade feetale (Hughes et al., 2006 ;

Abdelmoula et al., 2022)

Chez les individus 46,XY, les anomalies du développement testiculaire peuvent entrainer des
défauts de différenciation sexuelle qui se traduisent par une présence d’OGE (organes
génitaux externes) féminins ou atypiques avec un degré de féminisation variable d’une
personne a une autre, une présence ou une absence de structures mullériennes et des

problémes de fertilité (Mendonca et al., 2009 ; Garcia-Acero et al., 2020).

Les données épidémiologiques sur les anomalies du développement gonadique sont limitées.
Cependant, il a été estimé que ces conditions sont relativement rares et affectent environ

1 sur 20 000 nouveau-nés (Garcia-Acero et al., 2020).

L’étiologie exacte de ces troubles n’est pas bien connue. Cependant, sur le plan moléculaire,
ces anomalies résultent de variants impliquant un ou plusieurs genes responsables du
développement de la gonade bipotentielle ou du testicule. Parmi ces genes, le géne SRY (sex
determining region Y) qui est situé sur le chromosome Y et joue un rdle essentiel dans la
détermination du sexe masculin. De ce fait, I’analyse du géne SRY dans les anomalies du
développement du testicule est un sujet d'intérét majeur dans le domaine de la génétique et de

la biologie du développement humain (Berglund et al., 2017 ; Lopeés et Poudat, 2022).

L’objectif général de ce travail est de mettre en évidence 1’étiologie des troubles du

développement gonadique chez les patients 46,XY de I’Est algérien.
Les objectifs spécifiques de cette étude sont :

* la confirmation de la présence ou 1’absence du géne SRY dans les cas 46,XY avec des
anomalies du développement testiculaire ;

» [’exploration des facteurs de risque associés a cette anomalie congénitale.
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Chez I'nomme, le développement sexuel est un phénoméne dimorphique complexe. A partir
d'une ébauche embryonnaire indifférenciée et bipotentielle s’effectue la détermination
gonadique en un testicule ou en un ovaire, faisant appel a diverses voies de signalisation

cellulaire, hormonale et moléculaire (Kalfa et al., 2015 ; Bull, 2016).

Quel que soit le sexe génétique de I’embryon (46,XY ou 46 ,XX) les gonades, les OGI
(organes génitaux internes) et les OGE sont indifférenciés dans les phases primaires du
développement embryonnaire. Dés le 30°™ jour, les gonades indifférenciées comprenant les
cellules germinales primordiales (CGP) et les cellules somatiques, apparaissent sous forme de
crétes génitales et les deux type d’OGI coexistent : les canaux de Wolff & I’origine des voies
génitales males et les canaux de Miiller a 1’origine des voies génitales femelles. A ce stade les
OGE, tubercule et bourrelets génitaux sont les méme pour les deux sexes (Bull, 2016 ;

Manouvrier-Hanu, 2019).

1. Détermination du sexe chromosomique
Le sexe génétique de I’embryon est déterminé dés la fécondation d’un ovocyte I « 23,X »
par un spermatozoide «23,X» ou «23,Y» donnant ainsi, un embryon de sexe féminin 46,XX

ou de sexe masculin 46,XY, respectivement (Benslimane, 2018).

2. Détermination du sexe gonadique

Selon le sexe chromosomique, les gonades bi-potentielles se différencient en un ovaire ou en
un testicule. Les crétes génitales, le blasttme gonadique et les CGP sont les trois principaux

constituants des gonades (Le Moigne et Foucrier, 2010 ; Coutant, 2012).

2.1 Gonade indifférenciée ou bipotentielle
Dés la 4°™ semaine de la vie intra utérine, les gonades primitives apparaissent sous forme de
crétes génitales, formés par I’épaississement et creusement de la somatopleure des lames
latérales sur les deux cdtes du mesentére dorsal. Ensuite les blastemes mésenchymateux
gonadique placés entre les crétes génitales et les ébauches mésonéphrotiques (Le Moigne et
Foucrier, 2010 ; Rajo, 2015 ; Siffroi, 2019).

Les CGP apparaissent au niveau de 1’épiblaste pres de sa jonction avec ’ectoderme extra-
embryonnaire, par la suite elles pénétrent dans I’ectoderme prés du pédicule allantoidien et du

sac vitellin (Le Moigne et Foucrier, 2010 ; Rajo, 2015).
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A partir de la 6°™ semaine de gestation les CGP migrent le long du mésentére dorsal de
I’intestin postérieur, ou elles colonisent une seule région restreinte des crétes génitales (Le

Moigne et Foucrier, 2010 ; Devos, 2014 ; Mandon-Pépin, 2019).

Les gonades indifférenciées formes de deux populations cellulaires : des cellules somatiques
d’origine mésodermique et les CGP d’origine extra-embryonnaire. La prolifération des
cellules somatique et 1’épaississement de 1’épithélium germinatif conduit a la formation de

deux régions distinctes : le cortex et la médulla (Le Moigne et Foucrier, 2010).

En parallele de la formation des gonades bipotentielle, deux canaux apparaissent : le canal de
Wolff (canal néphrique) et le canal de Miiller (canal paramésonéphrique) le long du canal
néphrique (Figure 1) (Slack, 2004).
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Figure 1. Migration des CGP et interprétation de la formation d’une gonade indifférenciée
(Le Moigne et Foucrier, 2010).

2.2 Détermination et différentiation des testicules

Chez I’embryon de sexe génétique masculin, la différenciation des gonades bipotentielle en
un testicule s’effectue a partir de la 6°™ semaine du développement embryonnaire et s’achéve
entre le 3°™ et le 4°™ mois de gestation. Au cours de ce processus, les CGP se détachent de
la région corticale et passent dans le cordon médullaire. Par la suite, le cortex se réduit et la
médulla se développe, le mésenchyme se condense et se fractionne pour former 1’albuginée
des testicules. Le cordon médullaire a son tour croit dans les crétes germinales et forme les

tubes séminiféres qui constituent les précurseurs des cellules de Sertoli. Ces dernieres
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deviennent spécialisées, entourent les cellules germinatives et sécrétent 1’hormone anti-

miullérienne (AMH) (Abdelmaksoud-Zghal, 2003 ; Slack, 2004).

Dés la 8™ semaine de gestation, les cellules de Leydig se différencient entre les tubes
séminiféres, a partir du mésenchyme et sécrétent la testostérone responsable de la
stabilisation des canaux de Wolff (Figure 2.C,D) (Abdelmaksoud-Zghal, 2003 ; Slack, 2004 ;
Coutant, 2012).
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Figure 2 . Développement de la créte génitale (Devos, 2014).

2.3 Détermination et différenciation ovarienne

Chez I’embryon de sexe génétique féminin, la détermination ovarienne est plus tardive par
rapport a la détermination testiculaire, elle ne débute qu’a partir de la 8°™ semaine du
développement par deux effets successifs : les cordons sexuels primaires dégéneérent avec la
médulla puis I’épithélium de la gonade donne naissance a une seconde génération de cordons
corticaux (Le Moigne et Foucrier, 2010 ; Kalfa et al., 2015).
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Les CGP se multiplient par mitoses et se différencient en ovogonies dont le nombre atteint
plusieurs millions & la 20°™ semaine de gestation, ces ovogonies entrent spontanément en
méiose et s’appellent ovocytes I. A ce stade, les cordons se fragmentent pour former les
follicules primordiaux entourant les ovocytes (Figure 2.E, F) (Abdelmaksoud-Zghal, 2003 ;
Pugeat, 2020).

3. Différenciation sexuelle

Apres la différenciation des gonades, la différenciation des voies génitales commence selon
la présence ou I’absence des hormones sécrétées par les testicules. Au début de
I’embryogenese, 1'appareil urogénital dérive du mésoderme intermédiaire, ensuite le tractus
génital, les uretéres et les canaux collecteurs rénaux proviennent de I'épithélium canalaire et
les néphrons rénaux mésonéphriques (embryonnaires) et meétanéphrétiques (définitifs)

proviennent du mesenchyme néphrogeénique (Torres et al., 1995 ; Balen et al., 2004).

3.1 Développement des vois génitales (stade indifférencié)

A Dinverse des gonades qui sont issues d’un seul tissu bipotentiel, les canaux génitaux
indifférenciés proviennent des conduits mésonéphriques (wolffiens) et des conduits
paramésonéphriques (mullériens). Jusqu’a la 7°™ semaine de développement, les embryons
males et femelles sont dotés des deux paires de voies génitales (wolffiennes et millériennes),
qui, en fonction de 1'état hormonal du feetus, peuvent se différencier en des organes

reproducteurs masculins ou féminins (Hongling et Hugh, 2015).

Chez I’embryon mammalien male, la gonade bipotentielle devient un testicule qui sécrete
plusieurs hormones, dont ’AMH qui élimine les canaux miillériens. Chez la femelle, la
gonade bipotentielle se développe en un ovaire et les canaux de Wolff dégénérent suite a
I'absence des hormones males. En revanche, les canaux de Muller persistent et se
différencient pour former I'appareil génital interne féminin : les trompes de Fallope, I'utérus

et la partie supérieure du vagin (Figure3) (Matzuk et Lamb, 2002 ; Hongling et Hugh, 2015).
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Figure 3. Développement du systéeme génital interne a partir du stade indifférencié en
fonction du sexe (Tachdjian, 2016, modifié).

3.2 Développement du tractus masculin

L’un des premiers signes de masculinisation fcetale est la régression active des canaux de
Miiller suite a la sécrétion de I’AMH par les cellules de Sertoli. Cette étape s’achéve vers la
10°™ semaine de développement. La sécrétion de la testostérone par les cellules de Leydig
commence a la 8™ semaine, ensuite elle est régulée par la gonadotrophine chorionique
humaine (HCG) placentaire puis I'hormone lutéinisant feetale (LH). La testostérone stimule le
développement des canaux de Wolff en épididyme, canaux déférents, vésicules séminales et
canal éjaculateur, ce phénoméne s’achéve vers la 12°™ semaine de gestation (Benslimane,
2018).

3.3 Développement du tractus féminin

Au cours de la 6°™ semaine du développement, 1’invagination de 1’épithélium au niveau du
pronéphros (région antérieure du meésonéphros) permet le développement des canaux de
Mdiller en parallele des canaux de Wolff. En absence de I'AMH chez la femelle, les canaux de

Miiller deviennent des oviductes qui se débouchent dans 1’utérus (Figure 3) (Sabouret et al.,
2004).


https://planet-vie.ens.fr/auteurs/amelie-sabouret
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4. Différenciation des organes génitaux externes

Les OGE du feetus male ou femelle se développent également a partir d'un tissu bipotentiel.
Ces organes sont les tubercules génitaux, les plis et les renflements urogénitaux. Jusqu’a la
9°Me semaine de la vie embryonnaire, les OGE sont similaires chez les deux sexes. Par la
suite, a la fin du premier trimestre, des caractéres sexuels distinctifs commencent a apparaitre,

rendant ainsi les OGE completement différenciés (Sajjad, 2010).

Chez le feetus male, peu apres la différenciation des canaux de Wolff, la virilisation des OGE
commence. L'ensemble du processus de différenciation sexuelle externe est achevé a la 14°m®
semaine de gestation : le tubercule urogeénital se développe en gland du pénis, les plis
urogénitaux deviennent la tige du pénis et les tuméfactions urogénitales se différencient en
scrotum. La prostate se développe a partir de bourgeons endodermiques dans la paroi de
l'urétre et a 10°™ semaines de gestation. Par ailleurs, la descente des testicules et la
croissance des organes génitaux se produisent au cours des deux derniers trimestres de la

grossesse (Wilson, 1978 ; Zhu et Imperato-McGinley, 2017).

Chez le feetus femelle, le clitoris dérive du tubercule urogénital, les grandes l¢vres se
développent a partir des renflements urogénitaux et les petites Iévres proviennent des plis
urogénitaux a environ 10,5 semaines de gestation (Zhu et Imperato-McGinley, 2017).
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Le développement sexuel dépend de plusieurs genes, et depuis la découverte du gene clé du
dimorphisme sexuel « SRY » en 1990, 1’étude du déterminisme/différenciation sexuels ont été
largement évolués. En effet, de nombreuses voies de communication intercellulaire
participent a la différenciation cellulaire ; celles-ci dépendent de plusieurs cascades de
signalisation et de facteurs de transcription contrdlant le profil d’expression des génes cibles

(Figure 5) (Hyon et Rouen, 2013 ; Hyon, 2016).
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Figure 4. Chronologie des génes impliqués dans le développement gonadique (Gomes et al.,
2020).

1. Gonade bipotentielle

Chez les mammiféres, certains facteurs génétiques jouent un rdle important dans la formation

de la gonade indifférenciée a partir de la créte génitale (Hu et al., 2013).

1.1 WTI (Wilm’s tumor 1)
Le géne WT1 code pour un facteur de transcription a domaines de liaison a I’ADN en doigt
de zinc, exprimé en premier lieu au niveau du mésonéphros et des crétes génitales, ensuite

dans la gonade bipotentielle lors de la différenciation testiculaire (Hyon et Rouen, 2013).

Le WT1 posséde de nombreux isoformes dont deux sont les plus importants -KTS et +KTS
(lysine, thréonine, sérine), caractérisés par la présence ou ’absence de trois acides aminés
KTS entre le 3°™ et le 4°™ doigt de zinc de la protéine. L’isoforme (-KTS), un
transactivateur de SRY et ainsi impliqué dans 1’expression de NR5AL(nuclear receptor

subfamily 5, group A, memberl). En revanche, I’isoforme (+KTS) est impliqué dans la
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régulation de transcription de SRY et joue un rdle important dans 1’augmentation de

I’expression de I’AMH en association avec le NR5A1 (Hyon et Rouen, 2013).

Les mutations de ce geéne, situé sur le chromosome 11 (11p13), sont associées a des
pathologies humaines dont la tumeur de Wilms type 1 touchant les reins, le syndrome Denys-
Drash ou le phénotype est féminin avec une dysgénésie gonadique, et le syndrome de Frasier
défini par une dysgénésie gonadique associée a une glomérulonéphrite ainsi que d’autres
malformations (Renneville et Preudhomme, 2011 ; Hyon et Rouen, 2013 ; N’tumba-Byn,
2013).

1.2 NR5AL1 (nuclear receptor subfamily 5, group A, memberl)

Le géne NR5A1, en position 9933, code pour un facteur de transcription SF1 (stroidoginic
factor 1) ayant un réle clé dans les fonctions stéroidogéniques dans le cortex surrénalien et
gonadique. En 2001, I’équipe de de Santa Barbaraa a montré que I’inactivation de ce gene
conduit a I’absence de la gonade car son expression commence dans les crétes génitales, puis
dans les cellules somatiques de la gonade bipotentielle, jusqu’a la régulation de la
transcription du géne SRY et ’augmentation de 1’expression de ’AMH dans le testicule
(Vialard et Fellous, 2002 ; Wallacides, 2011 ; Hyon, 2016).

1.3 LHX9 (LIM (LIN-11, ISL1 and MEC-3) homeobox 9)

Le gene LHX9, localisée sur le chromosome 1 (1g31.3), code pour un facteur de transcription
contentant deux domaines fonctionnels : un domaine de liaison a ’ADN et un domaine
d’interaction protéine-protéine. Des expériences ont montré que le LHX9 est un activateur de
NR5A1 en présence ou en absence de WT1, ceci suggére que 1’action de LHX9 précede celle
de NR5AL. En outre, I’inactivation du géne LHX9 est associée a un défaut de prolifération de
Iépithélium coelomique impliquant ainsi 1’absence de la gonadogenese (Boyer, 2005 ; Baillet

etal., 2011 ; Hyon, 2016).

1.4 EMX2 (Empty spiracle homeobox gene 2)

Le gene EMX2, situé en 10g26.11, est un homeobox codant pour un facteur de transcription
exprimé au niveau des cellules épithéliales de I’appareil urogénital en développement. A ce
jour, il s’agit du seul geéne participant a la formation des gonades sans étre reli¢ a NR5AL.
Chez la souris, les mutations de ce gene sont associées a une absence compléte du
développement urogénital. Par ailleurs, les mutations au niveau de ce géne n’ont pas encore

été identifiées chez ’homme (Baillet et al., 2011 ; N’tumba-Byn, 2013 ; Hyon, 2016).
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1.5 CBX2 (Chromobox homolog 2)

Le géne CBX2, situé sur le chromosome 17 (17g25), code pour une protéine de type
Polycomb impliquée dans le remodelage de la chromatine et régulatrice de nombreux genes
tels que NR5AL. La mutation au niveau de ce gene induit une réversion de sexe chez les
patients 46,XY (Gecz et al., 1994 ; Katoh-Fukui et al.,2005 ; N’tumba-Byn, 2013).

1.6 GATA4 (GATA binding protein 4)

Le géne GATA4, localisé sur le chromosome 8p23, code pour un facteur de transcription
GATA en doigt de zinc contenant 2 domaines de liaison a I’ADN pour réguler I’expression
de certains genes par interaction avec leur site consensus « (A/T) GATA (A/G) ». Une
mutation au niveau du géne GATA4 de type substitution a été associée a un défaut de la
formation gonadique chez la souris (Prud’homme, 2013 ; Richard et al., 2018).

2. Détermination testiculaire

En 1985, I’équipe des chercheurs britanniques Peter Goodfellow et Robin Howard Lovell-
Badge ont découvert un géne appelé SRY codant le principal facteur du déterminisme
testiculaire qui a été par la suite séquencé et cloné en 1990. Par la suite plusieurs autres génes
ont été mis en évidence comme étant impliqués dans le déterminisme testiculaire (Sabouret et
al.,2004 ; Cox, 2014 ; Pugeat, 2021 ; Lopeés et Poudat, 2022).

2.1 Facteurs de transcription SOX (SRY-related high-mobility group (HMG) box)

Les protéines SOX présentent un domaine HMG similaire d'au moins 50 % a celui de SRY.
Grace a des séquences régulatrices spécifiques (promoteurs et enhancers), ces protéines
peuvent se comporter soit comme des activateurs transcriptionnels soit comme des
répresseurs. Au minimum 20 genes SOX regroupés en 8 classes, ont été décrits chez la souris
et I'nomme. En plus de SRY, trois autres membres SOX9, SOX8 et SOX10 formant ensemble
le sous-groupe E, sont exprimés dans la gonade XY (Gonen et Lovell-Badge, 2019 ;
Peycelon, 2019 ; Sreenivasan et al.,2022).

2.1.1 SRY (sex-determining region of Y chromosome)

Au 20°™ siecle, la découverte des aneuploidies des chromosomes sexuels chez des patients
présentant le syndrome de Turner (45,X0) et le syndrome de Klinefelter (47,XXY) a montré
que la présence d’un chromosome Y définit systématiquement un phénotype masculin

(Jacobs et Strong, 1959 ; Barbaux et al, 1995).
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Par la suite, il a été suggéré que le chromosome Y porte un facteur déterminant le testicule
connu sous le vocable de TDF (testis determining factor). En revanche, cette hypothése n’a
pas été concluante et plusieurs candidats tels que la présence de I'HY (L'antigéne
d'histocompatibilité) et le ZFY (zinc finger protein Y-linked) ont été discutés (Sinclair et al.,
1990 ; Rey et al., 2020).

En 1990, I’équipe de Lovell-Badge s’est intéressée a des patients XX avec une réversion
sexuelle et présentant une portion du chromosome Y sur 1’un des chromosomes X. Cela a
montré qu’une partic minimum du chromosome Y, proche de la région pseudo-autosomale de
son bras court (Yp11.2) est responsable de la différenciation masculine (Gubbay et al., 1990 ;
Sinclair et al., 1990 ; Souali-Crespo, 2021).

Cette partie correspond au gene SRY (3,8 kb) qui est mono-exonique et code pour la protéine
TDF de 204 acides aminés parmi lesquels 79 constituent le domaine HMG. Ce dernier est un
motif de liaison extrémement conservé chez les mammiferes permettant la liaison de SRY a
I’ADN induisant ainsi sa courbure. Cette modification permet 1’assemblage et I’interaction
des facteurs de transcription en stimulant I’expression d’autres genes impliqués dans la
formation des testicules et d’autres structure reproductrices males (Sinclair et al.,1990 ;
Arboleda et al., 2016).

Des facteurs impliqués dans le développement de la gonade bipotentielle ont été rapportés
comme étant indispensables dans la régulation de I'expression de SRY tels que NR5AL, WT1,
CBX2, GATA4 et son cofacteur ZFPM2. Cependant, des études ont montré que le géne SRY
représente également le principe irréductible permettant a lui seul de provoquer la
transformation de la gonade indifférenciée en un testicule (Bashamboo et al., 2017 ; Zidoune
et al.,2021 ; Ridnik et al.,2021).

De maniere intéressante, dans la cascade génétique testiculaire, SRY régule en synergie avec
NR5A1 a la hausse I'expression de SOX9 pendant une fenétre temporelle trés étroite et
critique, en se fixant sur différentes régions en amont du site d’initiation a la transcription du
gene SOX9, nommée TESCO (testis-specific enhancer coreelement) (Sekido et Lovell-Badge,
2008 ; Knower et al.,2011)

En outre, des études sur des modéles murins ont décrit que SRY et SOX9 possédent environ
900 cibles communes, ce qui prouve 1’existence d’un chevauchement fonctionnel entre ces
deux génes dans les premiers stades de la différenciation testiculaire (Li et al., 2014 ; Rey et
al.,2020)

11
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2.1.2 SOX9 (SRY-related HMG box 9)

Le gene SOX9, situé sur le chromosome 17 (17q24.3) et la cible principale de SRY, joue un
role essentiel dans I'établissement de Il'identité des cellules de Sertoli dans un testicule en
développement (Foster et al., 1994 ; Gonen et Lovell-Badge, 2019 ; Ridnik et al., 2021).

L’expression de ce géne est activée par SRY et NR5AL, dont les niveaux sont élevés et
maintenus tout au long de la vie gréce a différentes boucles de rétroaction positive, y compris
I'interaction de NR5A1 avec SOX9 lui-méme et la régulation par d'autres voies de
signalisation PGD2 (prostaglandine D2) et FGF9 (fibroblastgrowth factor 9) /FGFR2
(fibroblastgrowth factor receptor 2). Par ailleurs, la perte de fonction de SOX9 induit un
développement féminin chez I’homme et la souris XY (Wilhelm et al., 2005 ; Kim et al.,
2006 ; Ridnik et al.,2021).

2.2 Autres génes impliqués dans la détermination testiculaire

Une panoplie de génes participe a la différenciation testiculaire est décrite en Annexe 1.

3. Détermination ovarienne

Pendant plusieurs décennies, le développement ovarien est considéré comme un processus
par défaut, survenant chez les embryons dépourvus du géne SRY. Un certain nombre de genes
pro-ovariens ont été identifiés tels que WNT4 (wnt (Wingless-type MMTV integration site)
family member 4) situé sur le chromosome 1p36.12. Ce géne, ayant une activité pro-
ovarienne et une activité anti-testiculaire, est nécessaire a I’initiation de la formation des
conduits Mullériens dans les deux sexes, apres la différenciation gonadique. Par ailleurs, le
gene DAX1 (dosage sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia congenital-critical region of
the X chromosome, gene 1), en position Xp21.2 possédants une activité anti-testiculaire, est
considéré comme étant un antagoniste de SRY et un inhibiteur de SOX9 (Larsen et al., 2011 ;
Salder, 2018).

De plus, le gene FOXL2 (forkhead box L2) localisé en 3g22.3 est nécessaire pour le maintien

des cellules de la granulosa et I’inhibition de la différenciation des précurseurs des cellules de

Sertoli (Bull, 2016).
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Durant plusieurs années, les termes «ambiguité sexuelle », « hermaphrodisme »,
« pseudohermaphrodisme » et « intersexe » ont été utilisés pour décrire toute anomalie
congénitale caractérisée par une discordance entre les sexes génétique, gonadique et
phénotypique. Ce n’est qu’en 2006 que des experts ont privilégié la notion « anomalies du
développement sexuel » (ADS) ou «disorders of sexual development» (DSD) selon
I’acronyme anglo-saxons pour décrire ces anomalies dont il en résulte un large spectre
phénotypique liés aux variants géniques, a la régulation du développement gonadique/génital

et a I’expression/action hormonales (Hughes et al., 2006 ; Bull, 2022).

Les troubles du développement testiculaire, une des catégories des DSD, affectent les
différentes etapes de la détermination testiculaire, entrainant un développement anormal de la
gonade feetale. L’étiologie génétique de ces troubles résulte de variants impliquant un ou
plusieurs génes responsables du développement de la gonade bipotentielle ou du testicule
(Bouvattier, 2009 ; Berglund et al., 2017 ; Zidoune et al., 2021).

1. Dysgénésies gonadiques 46,XY (DG 46,XY)

Chez les individus 46,XY, les dysgénésies gonadiques (DG) sont des anomalies tres rares
définies par une formation incompléte ou anormale du testicule, ou par I’absence totale du
tissu testiculaire. Les DG résultant soit d’un défaut de migration et/ou organisation des
cellules germinales dans les crétes génitales, soit d’un défaut d’action des androgenes. Ces
anomalies sont associées a un degré de féminisation phénotypique variable d’un individu a un
autre selon le stade de développement de la gonade et peuvent étre décrites comme des DG
compléte (DGC) ou partielle (DGP) avec une prévalence estimée a 1: 20 000 naissances
(Devos, 2014 ; Houari et al., 2017 ; Benslimane, 2018).

1.1 Définition de la dysgénésie gonadique compléte (DGC)
Malgré la présence du chromosome Y, la DGC se définit par une absence totale du

développement des testicules et une présence d’OGI/OGE féminins (Gorchane et al., 2020).

De fagon bilatérale et symétrique, la gonade parait sous forme d’une bandelette fibreuse
constituée d’un stroma indifférenci¢ dépourvu de cellules germinales et sans activité
endocrinienne (absence de I’AMH et de la testostérone) engendrant ainsi, une persistance des
canaux miullériens et une absence du développement des OGI masculins (Leroux, 1999 ;
Roucher et al., 2015 ; Gorchane et al., 2020).
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Le diagnostic de la DGC est établi a la puberté, suite a un retard staturo-pondéral ou a une
aménorrhée primaire. Les signes cliniques englobent un morphotype féminin avec un vagin et
un utérus impubere, associé a une absence des caractéres sexuelles secondaires (Leroux,
1999 ; Kossi, 2003 ; Gorchane et al., 2020).

Sur le plan biologique, ces patients présentent un hypogonadisme c.-a-d. un niveau de
testostérone inférieur au taux normal chez le sexe féminin, et un hypergonadotropisme
montrant essentiellement un taux élevé de FSH (follicle stimulating hormone) durant la mini
puberté et a la puberté (Leroux, 1999 ; Kossi, 2003 ; Gorchane et al., 2020).

Les gonades dysgénésiques peuvent conduire plus tard a une dégénérescence maligne : les
gonadoblastomes chez 53% des cas, les dysgerminomes dans 19% des cas ainsi que d’autres
tumeurs (Leroux, 1999 ; Kossi, 2003).

1.2 Définition de la dysgénésie gonadique partielle (DGP)

La DGP, également appelée dysgénésie gonadique incompléte, est une affection rare
caractérisée par des degrés variables du développement et de la fonction du tissu testiculaire,
engendrant des OGE ambigus, allant d'un phénotype féminin avec une clitoromégalie a un
phénotype masculin ambigu associé a un hypospadias. Ces phénotypes sont parfois associés a
une cryptorchidie et a une persistance des structures mullériennes (Moshiri et al., 2012 ;
Oueslati et al., 2016 ; Mikaela et al., 2021).

Selon l'origine génétique de I’anomalie et ’emplacement de la gonade, les patients 46,XY
DGP peuvent développer des tumeurs, principalement les gonadoblastomes. Bien que bénin,
avec un potentiel accru de transformation maligne dans environ 50-60% des cas, le risque de
néoplasie des cellules germinales dans les gonades en stries de ces individus est élevé et peut
atteindre 35% (Lipay et al., 2005 ; Ribeiro et al., 2014 ; Mikaela et al., 2021).

1.3 Etiologie des DGC et DGP

Anciennement, la DGP était considérée comme une variante de la DGC avec un tableau
hormonal similaire défini par un hypogonadisme hypergonadotrope. Cependant, le
séquencage de certains genes impliqués dans le développement gonadique a mis en evidence
des mutations responsables des deux types de DG (Roucher, 2015 ; Moshiri et al., 2012 ;
Mikaela et al., 2021).

En effet, il a été démontré que les mutations du gene SRY ponctuelles, de type délétion ou

perte de fonction sont a I’origine de la DGC chez 10-15% des cas et sont rarement observées

14



Bibliographie Troubles du développement testiculaire chez les 46,XY
[ e ee e SR E e S e S E e e

dans les cas de DGP. A T’inverse, les mutations du géne NR5A1 a 1’état hétérozygote et
homozygote sont plus importantes dans les cas de DGP, soit chez environ 15% des patients
décrits dans la littérature qui présentent parfois des anomalies rénales (Roucher, 2015 ;
Bessiene et al., 2018).

En outre, les variants du géne WT1 causent la DGC ainsi que la DGP, associées a une atteinte
rénale décrite dans divers tableaux cliniques : la tumeur de Wilms, le syndrome de Denys

Drash et le syndrome Frasier (Roucher, 2015).

Par ailleurs, plusieurs autres étiologies rares et tres hétérogénes ont €té signalées dans la
littérature telles que la duplication partielle du chromosome X (Xp21.2) comprenant le géne
DAX1, la délétion au niveau de chromosome 9 impliquant le gene DMRT1 (9p24.3), les
mutations au niveau de gene CBX2, les mutations des genes SOX9 et MAP3K1 (mitogen-
activated protein kinase kinase kinase 1) qui code pour une protéine fonctionnant comme une
kinase sérine/thréonine dans de multiples cascades de signalisation cellulaire (Roucher,
2015 ; Bessiéne et al., 2018 ; Zidoune et al., 2021).

2. Agenésie testiculaire

Faisant partie de la DGP, 1’agénésie testiculaire est également appelée dans la littérature
syndrome de régression testiculaire (SRT), syndrome du testicule évanescent ou vanishing
testis syndrome (VTS). La prévalence exacte du SRT est inconnue mais elle est estimée a 1 :
20 000 naissances et survient chez environ 5% des enfants présentant une cryptorchidie
(Pirgon et Dundar, 2012 ; Latrech et al., 2014 ; McElreavey et al., 2019).

2.1 Définition

L’agénésie testiculaire est une affection rare, définie chez les individus 46,XY par la
disparition compléte du tissu testiculaire de facon unilatérale ou plus rarement bilatérale apres
un développement du testicule normal-. Rarement avec des OGE normaux, le SRT est
souvent associé a des malformations des canaux sexuels et/ou des OGE atypiques. Le degré
de masculinisation des OGE et des OGI, dépend de la durée du fonctionnement testiculaire
avant sa dégénérescence soit au cours de la vie intra-utérine englobant les événements

embryonnaires et feetaux, soit en période néonatale (Latrech et al.,2014 ; Kathar, 2022).

Selon le bilan hormonal, le SRT est caractérisé par un hypogonadisme hypergonadotrope
associe a une absence de réponse au test a I'nCG, qui normalement stimule la production de

testostérone (Bessaid et al., 2014).
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Les caractéristiques pathologiques du SRT comprennent généralement la présence d'un
cordon spermatique de plusieurs centimeétres composé de tissu fibrovasculaire dense, sans
tubules séminiféres ou d’éléments testiculaires normaux. Dans de rares cas, la présence de
cellules germinales peut entrainer le développement de néoplasies (Law et al., 2006 ; Heksch
et al., 2019 ; Kathar, 2022).

2.2 Etiologie

L'étiologie exacte de I’agénésie gonadique n'est pas bien mise en évidence, cependant il a été
décrit dans la littérature que cette anomalie est probablement due a une thrombose vasculaire
ou une torsion testiculaire anténatales (Pirgon et Dlndar, 2012).

Bien que le SRT est sporadique dans la plupart des cas, sa survenue familiale chez certains
patients partageant le tableau clinique de la DGP et/ou du SRT suggére que les deux
anomalies partagent une étiologie génétique commune (Philibert et al., 2007 ; McElreavey et
al., 2019).

Sur le plan moléculaire, des mutations faux-sens hétérozygotes du géne DHX37 (DEAH-box
helicase 37) ont récemment été détectées chez des patients atteints d'un SRT. Par ailleurs, des
microdélétions du chromosome Y ont été évoquées comme une cause possible de la
régression testiculaire mais cela n'est pas encore confirmé (Pirgon et Dindar, 2012 ;
McElreavey et al., 2019 ; Zidoune et al., 2021).

3. DSD ovotesticulaire 46,XY (DSD OT 46,XY)

Précédemment connus sous le nom de vrai hermaphrodisme, ensemble, les DSD OT 46,XY
et les DSD OT 46,XX sont une forme rare de trouble de différenciation sexuelle et
représentent  3-10% de I’ensemble des DSD (Hu et al., 2017 ; Scarpa et al., 2017).

Avec une prévalence d’environ 1 : 100 000 naissances, 65% des DSD OT présentent un caryotype
46,XX, 10% ont un caryotype 46,XY, et les autres cas présentent des mosaismes des chromosomes
sexuels (Van Niekerk et Retief, 1981 ; Knarston et al., 2016 ; Zidoune, 2021).

3.1 Définition

Les DSD OT sont définis par la présence simultanée du tissu testiculaire et du tissu ovarien
chez le méme individu. Histologiquement, ces anomalies sont classées en 3 catégories: soit
les gonades sont constituées de fagon latérale d’un tissus testiculaire d’un coté et d’un tissus
ovarien de ’autre c6té, soit les gonades appelées « ovotestis » comportent de fagon unilatéral

les tissus testiculaire et ovarien dans un coté et le tissu testiculaire de 1’autre coté, soit les

16



Bibliographie Troubles du développement testiculaire chez les 46,XY
[ e ee e SR E e S e S E e e

gonades ayant d'une facon bilatéral les tissus testiculaire et ovarien simultanément sur les
deux cétés (Chaffaux, 1990 ; Ravel et al., 2004 ; Hu et al ., 2017).

Dans le cadre des DSD OT, les OGE sont généeralement ambigus, la gonade peut présenter
soit un tissu testiculaire lié a un épididyme et un canal déferent plus ou moins développes,
soit elle présente un tissu ovarien ou un tissu ovotestis avec une faible composante
testiculaire. Dans ces deux derniers cas, la gonade présenter une trompe et un hémi-utérus
(Kossi, 2003).

3.2 Etiologie

L'étiologie exacte des DSD OT 46,XY n'est pas bien connue mais plusieurs facteurs ont été
mis en cause dont les anomalies chromosomiques car seulement 7% des patients présentent
un caryotype 46,XY (Guerrero et al., 2018 ; Li et al., 2020).
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En raison de la variabilité des DSD et les conséquences psychosociales qui en decoulent, la
prise en charge des patients DSD est complexe, pluridisciplinaire et implique une équipe de
professionnels de la santé (obstétricien, endocrino-pédiatre, généticien clinicien, urologue
pédiatrique, néonatologue, psychologue et pédopsychiatre) afin de traiter ces patients et

d’améliorer leur qualité de vie (Bouvattier et al.,2020 ; Habran et al.,2021).

Le traitement doit inclure une détermination du sexe, une gestion éventuelle d'un traitement
hormonal substitutif, des interventions chirurgicales concernant les structures génitales et/ou
les gonades, un soutien psychosocial adéquat ainsi qu’une transition vers les soins médicaux

pour les adultes (Guerrero-Ferndndez et al., 2018 ; Hughes et al., 2019).

1. Assignation du sexe

L'assignation du sexe est une étape cruciale, complexe, guidée par une équipe
multidisciplinaire de cliniciens et dont la décision finale revient aux parents ou au patient
adulte, tout en prenant en compte les facteurs culturels et religieux ainsi que I'impact du sexe
choisi a long terme sur la vie de ces patients (Jurgensen et al.,2010 ; Lee PA et al.,2010 ;
Guerrero-Fernandez et al., 2018).

La question du choix du sexe concerne principalement les enfants, dont la chirurgie définitive
n’est établie que lorsque 1'enfant puisse participer a la décision sur les actes invasifs pratiqués
sur son corps et ce, en cas d’une dysphorie de genre, une gonadectomie ou une insatisfaction
quant a lI'apparence des OGE. De ce fait, il est important d'établir un plan de soins bien
approprié pour aider les parents et les patients a faire face a la pression sociale associée aux

phénotypes atypiques (Guerrero-Fernandez et al., 2018 ; Bouvattier et al., 2020).

2. Traitement hormonal

Le traitement hormonal des DSD débute tdt et peut continuer au cours de la puberté et a I'age
adulte. Bien que I’age auquel est attribué¢ le traitement est un sujet de débat, la plupart des
chercheurs recommandent d’initier ce traitement a des doses faibles qui sont augmentées

progressivement par la suite (Rodriguez et al., 2017 ; Guerrero-Fernandez et al., 2018).

Les hormones administrées incluent I'nCG recombinée pour I'évaluation de la fonction
leydigienne et la chirurgie de I'hypospadias, la DHT (dihydrotestostérone) en cas de déficit en
5-a-réductase et dans la chirurgie de I'hypospadias, et la testostérone pour les cas de
micropenis (Phan-Hug et al., 2016 ; Xu et al., 2017 ; Hughes et al., 2019).
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3. Traitement chirurgical

Dans la plupart des situations, la chirurgie masculinisante ou féminisante est réalisée pour
confirmer le genre assigné en fonction des caractéristiques génitales visibles a la naissance.
Les nouveaux nés et les enfants atteints de DSD requiérent une intervention chirurgicale pour
trois principales raisons médicales : une meilleure cicatrisation, un minimum de complication
et un meilleur résultat fonctionnel a 1’age adulte. Cependant, la chirurgie génitale définitive
peut encore demander des années aprés avoir compilé les données suffisantes sur le

fonctionnement sexuel des patients (Diallo, 2008 ; Forgues et al., 2017 ; Murielle, 2020).

4. Prise en charge psychologique

La naissance d’un enfant avec des organes génitaux atypiques peut causer un profond
traumatisme aux parents ainsi qu’a I’enfant. Le soutien psychologique des parents et de leur
enfant tout au long de sa croissance et de sa vie adulte optimise son bien-étre et joue un role
important dans la prise de décision concernant 1’assignation ou la réassignation du sexe. De
ce fait, les psychologues utilisent certains outils pour aider a détecter les troubles spécifiques
liés aux DSD, tels que les questionnaires et les échelles d’évolution (Meyer-Bahlburg, 2008 ;
Perrin, 2012 ; Bull, 2020 ; Murielle, 2020).

5. Transition vers les soins aux adultes

Le passage d'une prise en charge pédiatrique a une prise en charge adulte, pour le bien-étre a
long terme des patients atteints de DSD, nécessite un suivi multidisciplinaire nécessitant des
lignes directrices spécifiques pour faciliter une transition avec des considérations spécifiques
telles que I’examen génital, la gestion du risque de malignité gonadique, la prise en compte
des probléemes psychologiques persistants et I'information sur le diagnostic et la procréation
assistée (Kleinemeier et al., 2010 ; Amies Oelschlager et al., 2015 ; Guerrero-Fernandez et
al., 2018).
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1. Patients

1.1 Recrutement des patients

L’étude clinique entreprise est de type descriptif et analytique et englobe 9 patients recrutés
au niveau des différents services de pédiatrie et d’endocrinologie des centres hospitaliers de
I’Est algérien : le CHU lbn Badis - Constantine et ’EHS mére et enfant Omar BOUKHRIS -
Ouargla.

Les sujets recrutés sur une période de 3 mois répondent a nos critéres d’inclusion et

d’exclusion.

Criteres d’inclusion :
- tout patient diagnostiqué avec un trouble de développement testiculaire, ayant un

caryotype 46,XY et d’étiologie inconnue ;
- tout patient n’ayant pas bénéficié de ’analyse de la présence du gene SRY.

Criteres d’exclusion :

- tout patient présentant d’autres types de DSD.

Chaque sujet ou parent/tuteur (patient de moins de 18 ans) est soumis a un questionnaire

(Annexe 2) accompagné d’un consentement éclairé (Annexe 3).

Pour avoir tous les renseignements cliniques de chaque individu, une analyse de dossiers est
également effectuée au niveau des différents services. Cela comporte principalement le motif
de consultation, les signes fonctionnels (ex : aménorrhée) et les dosages des hormones

plasmatiques tels que : la LH, la FSH, la testostérone et I’AMH.

1.2 Prélevement sanguin

Le prélevement du sang veineux de 7 patients, au pli du coude, est réalisé sous des conditions
rigoureuses d’asepsie. Le sang est recueilli dans des tubes vacutainer contenant
I’anticoagulant EDTA (ethylene diamine tetra-acetic acid) qui inhibe I’action des enzymes

ADNases ou nucléases, préservant ainsi I’intégrité moléculaire.

Pour extraire une bonne quantité d’ADN, le prélévement sanguin de chaque patient est établi

dans deux tubes de 4 ml, conservés a +4°C pendant 10 jours au maximum.
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2. Méthodes

L’étude moléculaire, concernant 7 patients, est réalisée en deux principales étapes :

- Pextraction d’ADN : entreprise au niveau du laboratoire de biologie et génétique
moléculaire - CHU Ibn Badis Constantine.

-la PCR du géne SRY : établie au laboratoire de biologie moléculaire - Faculté SNV-
Université Freres MENTOURI Constantinel.

2.1 Extraction de PADN

L’extraction des échantillons d’ADN consiste en I’isolation de ’ADN pur des leucocytes

sanguins de chaque sujet.

11 existe plusieurs méthodes d'extraction et de purification de I’ADN utilisant :
- des solvants organiques comme le phénol-chloroforme et le chlorure de guanidium ;
- des solvants non organiques comme le NaCl ;
- des microcolones de résines échangeuses d’ions.

Au cours de cette investigation, la méthode d’extraction au NaCl a été entreprise.

2.1.1 Méthode d’extraction au NaCl
Les étapes d’extraction de I’ADN leucocytaire se récapitulent en cinq principales étapes :
- hémolyse du sang et préparation du culot leucocytaire ;
- lyse des leucocytes, digestion du complexe nucléoprotéique et libération de I’ADN ;
- eXtraction et purification de I’ADN ;
- précipitation de I’ADN ;
- solubilisation de I’ADN purifié.

Le protocole est fourni en détails en annexe 4.
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2.1.2 Dosage et dilution de ’ADN
Au spectrophotometre, la concentration de I’ADN est estimée a 260 nm. Dans le cas

contraire, cela signifie que I’ADN extrait est contaminé par des protéines ou par des ARN.

2.1.3 Evaluation de la qualité d’ADN

2.1.3.1 Electrophorése sur gel d’agarose
La qualité de I’ADN peut étre vérifiée par un contrdle de la taille des molécules d’ADN par

¢lectrophorése sur gel d’agarose a 0,8 % (0,8 g d’agarose pour 100 ml d’eau distillée).

Dans le cas ou ’ADN n’est pas dégradé, il sera visible sous UV sous forme d’une seule
bande qui migre lentement sur le gel. Si ’ADN est dégradé, il apparait sous forme d’une

trainée.

Dans ce travail, 5 ul de la solution d’ADN et 3 pl tampon de charge sont déposés dans
chaque puits du gel d’agarose et sont par la suite soumis a une migration sous tension d’un

courant électrique de 100 volts pendant 45 min.

Remarque : [’ADN génomique doit étre manipulé en évitant toute action mécanique violente.

2.1.3.2 Pureté
La pureté de I’ADN est essentielle et elle est mise en évidence par le rapport R=260 nm /280

nmsi:

- 16<R<2:IADN est pur;

- R <1,6:1’ADN est contaminé par les protéines (il est recommandé de rajouter la
protéinase k) ;

- 2 <R : ’ADN est contaminé par les ARN (il est recommandé de rajouter

I’ARNase).

Dans le cas ou I’ADN est contaminé, les résultats de PCR ne seront pas correctement

interpreétes.

Remarque : la conservation des ADN purs se réalise a -20°C pour une durée de 7 ans et a -

80°c jusqu’a 30 ans.
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2.2 PCR (polymerase chain reaction) du géne SRY
La technique PCR est un outil fondamental de la biologie moléculaire qui permet une
amplification exponentielle (2") d’un segment d’ADN, sachant que n= le nombre de cycles

d’amplification.

Afin d’obtenir une quantité suffisante de la séquence de I’ADN d’intérét, soit la séquence de
272 pb du géne SRY, un mélange réactionnel (mix) est utilisé. Celui-ci, contenant tous les
réactifs nécessaires a I’amplification, est soumis a une série de cycle de température. Chaque

cycle représente une succession de trois principales étapes :

- dénaturation de ’ADN : a une température de 94°C, I’ADN sous forme de double
brin est séparé suite a la rupture des liaisons hydrogenes et passe a une forme de 2

simples brins. Ces derniers servent de matrices au cours des cycles d’amplification.

- hybridation des amorces: le milieu réactionnel est amené a une température
inférieure aux Tm (melting temperature) des amorces (Tableau 1), calculée par la
formule suivante Tm=2(nA+nT)+4(nG+nC). Les amorces, en large exces,

s’hybrident a la séquence d’ADN complémentaire.

- élongation et extension des amorces: dans le sens 5° vers 3’ a 72°C, la Taq
(Thermus aquaticus) polymérase allonge les amorces en incorporant les dNTPs

complémentaire a la séquence matrice.

Tableau 1. Amorces utilisées pour la PCR d’un amplicon de 272 pb du géne SRY.

F

| Amorces| Longueurs (pb) Séquences (5-3)
21

60,9 47,6 GGCTCACTTCTGGATGTCTTA

R 21 60,0 28,5 | AAAATTGGCGATTAAGTCAAA

F : forward, R : reverse

A la fin de chaque cycle 2 copies sont obtenues de la séquence d’ADN cible, et un nouveau

cycle commencera.

Remarque : a la fin de I’amplification, le nombre des copies obtenues en pratique est moins

que celui attendu en théorie.
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2.2.1 Préparation du mix
A cette étape, toutes les composantes du mix doivent étre diluees suivant la formule ci-

dessous :
CixVi=C2x V2
C1 : concentration initiale de chaque réactif (mentionné sur le tube) ;
V1 : volume initial nécessaire a la dilution (inconnu) ;
C2 : concentration finale (mentionné dans le protocole) ;
V2 : volume final (selon le nombre des tubes).

Donc : V1= Cz2x V2/ C1
Une fois que le volume initial V1 est déterminé, le volume de ’eau distillée nécessaire pour la

dilution de chaque réactif est calculé comme suite : Veau distille =V2 — V1

Le volume final de chaque réactif est ensuite multiplié par le nombre de tubes, plus le tube de
témoin négatif et le tube de témoin positif.

Remarque : [’analyse moléculaire de notre étude est appliquée sur 7 ADN.

L’amplification du géne SRY nécessite les réactifs mentionnés dans le tableau ci-dessous
(Tableau 2).

Tableau 2. Constituants du milieu réactionnel pour la PCR du géne SRY pour un patient.

| Reaoit | Voume |

dNTP (0.2mM) 1, 6l
Tampon (x10) 1l
Oligo (F) (100ng/ul) 1l
Oligo (R) (100ng/ul) 1ul

MgCl> (1,5mM) 0, 3ul

Taq (5u/ul) 0, 1pl

Bétaine (0,6mM) 1, 2ul

Eau distillée 2, 8ul
Total oul

Dans un microtube de 0,2 ml, 1 pl d’ADN est ajouté a 9 pl du mix.
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Remarque : pour le tube utilisé comme un témoin négatif, le volume de I’ADN est remplacé
par l’eau distillée. Le témoin négatif est nécessaire pour savoir s’il y a eu une contamination
du mix, alors que le témoin positif est un tube contenant le mix et un ADN préalablement

analysé pour s assurer du bon déroulement de la réaction.

2.2.2 Déroulement des cycles de la PCR
Les tubes préparés sont placés dans un thermocycleur et sont soumis a 35 cycles de

températures (Tableau 3).

Tableau 3. Programmation des cycles de PCR.

Dénaturation initiale |  95° | 5min
Dénaturation 95° 30 sec
Hybridation 57° 30 sec

Elongation 72° 30 sec
Elongation finale 72° 5 min

2.2.3 Controle de la PCR

Afin de Vérifier la taille des amplicons, 7 ul de chaque produit de PCR mélangés a 3ul
du marqueur de mobilité BBP (bleu de bromophénol) sont déposés dans un puits du gel
d’agarose a 2% (2 g d’agarose+ 100 ml de TBE (tris borate EDTA) a 0,5X). Ce dernier
contient 10 pl de P’intercalant BET (bromure d'éthidium) qui se fixe entre les bases

nucléiques, rendant I’ADN fluorescent sous UV.

La réservation de 3 puits pour le marqueur de taille a 100 pb,le témoin positif et le témoin
négatif est essentielle pour chaque étude moléculaire.

Les échantillons sont déposés du coOté cathode du gel, et le systeme est soumis a une
migration sous un courant de 100 volts pendant 45 minutes. Apres la migration, le gel est
exposé aux rayons UV, ce qui provoque I'émission d'une lumiére visible par les molécules de
BET intercalées entre les bases nucléiques, permettant ainsi la visualisation des fragments

amplifiés sous forme de bandes fluorescentes de taille identique.
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3. Etude statistique

Les données enregistrées des 9 sujets recrutés sont traités par les logiciels Excel et Epi Info
version 7.2.5.0 et ce, dans le but de calculer les moyennes et les fréquences des parametres
quantitatifs étudiés afin de déterminer leur corrélation avec I’apparition des troubles du

développement testiculaire.

La moyenne est un indicateur statistique de la valeur centrale d'un ensemble de données. La

formule de cette moyenne est calculée comme suit :
Moyenne = Somme des valeurs / Effectif total.

La fréquence est une mesure statistique qui indique le nombre de fois qu'un événement se

produit dans un ensemble de données. La formule de cette fréquence est la suivante :

Fréquence = Effectif / Effectif total.
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Dans le but d’approfondir nos connaissances sur 1’étiologie des troubles du développement
testiculaire chez les individus 46,XY dans I’Est algérien, nous avons réalisé d’une part une
étude descriptive et analytique des critéres familiaux, cliniques et biologiques des 9 patients
recrutés dans ce travail. D’autre part, nous avons entrepris une étude moléculaire concernant

la présence du géne SRY chez 7 patients.

1. Etude descriptive et analytique des critéres familiaux, cliniques et
biologiques

1.1 Répartition des patients selon leur origine

A partir des données recueillies dans cette étude, les patients sont répartis sur 7 wilayas

différentes en Algérie, selon leur origine (Figure 5).

| 03 P (Ouargla)

() o1 PWsila)

" 01 P (Mila)

@ 01 P(Oum El Bouaghi)

. 01 P (Constantine)

01 P (Jijel)

v 0 01P(Ain Defla)

Figure 5. Répartition des patients selon leur origine.

A partir des données obtenues, nous constatons que les wilayas de Constantine, Mila, Jijel,
Oum El Bouaghi, Ain Defla et M’Sila présentent la méme fréquence de patients atteints de
troubles du développement testiculaire (11,1%). En revanche, cette fréquence est un peu plus

remarquable a la wilaya d’Ouargla (33,3%).

Jusqu’a ce jour aucune €tude n’a été réalisée en Algérie sur ’origine des patients 46,XY
présentant des troubles du développement testiculaire. Or, nos constatations sont différentes
de celles d’une étude réalisée sur une large cohorte algérienne de DSD incluant 125 patients

originaires de 24 wilayas différentes, et dont 15 patients sont diagnostiqués avec un trouble
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du développement gonadique. Cette étude a montré que la frequence de DSD la plus élevéee

est contribuée aux patients originaires de la wilaya de Constantine (Zidoune, 2021).

1.2 Répartition des patients selon I’4ge de la premiére consultation
La répartition des patients selon 1’age a la premiére consultation est établie dans la figure ci-

apres (Figure 6).

55%

36%

Nombre de patients
N w

9%

1 jour — 6 mois 6 mois — 14 ans >14

-

Age

Figure 6. Répartition des patients selon I’dge de la premiére consultation.
Nos résultats montrent que les patients de cette étude sont recrutés aux divers services

d’endocrinologie et de pédiatrie a tout age confondu, allons du jour de naissance jusqu’a

I’age de 15 ans, avec des fréquences variables et un age moyen de 2,03 ans.

La fréquence la plus élevée est de 55% (6 patients) dont la plupart des patients se sont
présentés entre 1’dge de 1 jour et 6 mois, suivie d’une fréquence de 36% de patients (2
patients) qui se sont présentés entre 1’age de 7 mois et 14 ans et d’une fréquence de 9% des

patients (1 patient) qui se sont présentés apres 1’age de 14 ans.

Les résultats obtenus convergent avec ceux rapportés par Latrech et al. (2014), montrant que
les patients avec des troubles du développement gonadique se présentent en consultation
pédiatrique et endocrinologique a 1’dge de 16 mois jusqu’a I’4ge de 11 ans avec un age

moyen de 4,6 ans.

Cependant, nos résultats divergent avec ceux de Jakovleva et Kovalova, (2022) montrant que

I’4ge moyen des patients au moment du diagnostic était de 15,4+8 ans. En outre, Laan et al.
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(2021) ont indiqué dans leur publication que I’age de consultation des DG est entre 2 ans et

30 ans.

1.3 Répartition des patients selon le motif de consultation

Le diagnostic du trouble de développement testiculaire a été établi suite a la présentation des
patients de divers motifs mentionnés dans le tableau ci-dessous (Tableau 4).

Tableau 4. Répartition des patients selon le motif de consultation.

Aménorrhée primaire

OGE ambigus

Hypertrophie clitoridienne

Cryptorchidie

Ectopie testiculaire

1
4
1
Hernie inguinale 1
1
1
9

Total

Nous avons noté que la présence des OGE ambigus, signalée soit par les parents, soit par le
pédiatre a la naissance, est le motif de consultation le plus répandu dans notre échantillon,
avec une fréquence de 44,4% (4 patients). D’autres motifs peuvent étre a ’origine de la
découverte des troubles du développement gonadique tels que : I’aménorrhée primaire,

I’hypertrophie clitoridienne, 1’hernie inguinale, la cryptorchidie ou 1’ectopie testiculaire.

Ces résultats convergent avec ceux de Latrech et al. (2014) et Mikaela et al. (2021)
soulignant que les anomalies des OGE est le motif principal de consultation chez les patients

inclus dans leurs études.

Cependant, nos constatations sont différentes de celles de Devos (2014) et Mallari et Navarro

(2022) indiquant que le motif principal de consultation était I’aménorrhée primaire pour les
DG.
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1.4 Répartition des patients selon le sexe d’assignation

La répartition selon le sexe d’assignation de notre échantillon est décrite dans la figure (7).

® Gargon
m Fille

4 Aucun

Figure 7. Répartition des patients selon le sexe d’assignation.

Le sexe d’assignation masculin est le plus fréquent dans notre étude (6 patients), suivi par le
sexe féminin (2 patients). En revanche, la déclaration du sexe n’a pas encore été établie pour

un nouveau-né.

Des résultats similaires ont été soulignés dans I’étude menée par Gomes et al., (2017)
indiquant que I’assignation du sexe masculin est fortement favorisée que le sexe féminin pour
les DG 46, XY (20 patients assignes garcons et 13 patients assignés filles). Oliveira et al.,

(2023) ont montré également que 1’assignation du sexe masculin pour les DGP est favorisée.

En revanche, nos résultats divergent avec ceux de Grinspon et al. (2020) favorisant
I’assignation du sexe féminin pour les patients diagnostiqués avec un DSD OT, notamment si

le tissu ovarien contient des ovocytes.

Aliyev et Aliyev (2020) et Mallari et Navaro (2022), déclarent aussi que le sexe d’assignation
féminin pour les patients présentant DGC est le plus favorisé.
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1.5 Répartition des patients selon la consanguinité des parents.

La répartition des patients selon le degré de consanguinité de leurs parents est indiquée dans

le tableau 5.

Tableau 5. Répartition des patients selon la consanguinité des parents.

1°" degré

2

3°Me degré 1
Aucun 6
Total 9

Parmi les 9 patients recrutés, 67% (6 patients) sont issus de mariage non-consanguin,
cependant 22% (2 patients) sont issus de mariage consanguin du 1°" degré et seulement 11%

(1 patient) sont issus de mariage consanguin du 3™ degré.

Nos résultats sont cohérents avec une étude menée par Kherouatou-Chaoui et al. (2021), sur
30 patients algériens avec DSD, dont 2 présentaient une DGP et 1 présentait un DSD OT.

Parmi ces patients, 2 seulement sont issus de mariage consanguin.

Cependant, nos résultats discordent avec ceux de De Vaal (1955) suggérant que la

consanguinité pourrait étre responsable des DG pour les 3 patients inclus dans leur étude.

1.6 Répartition selon la présence des cas familiaux similaires

La répartition selon la présence des cas familiaux similaires est illustrée dans la figure 8.

Cousin maternel (cryptorchidie) i

Frere (TRS) i
Pére (cryptorchidie) i

0 1 2 3 4 5 6 7

Lien de parenté

Nombre de patients

Figure 8. Répartition des patients selon la présence des cas familiaux similaires.
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Dans cette étude, nous déduisons que 6 patients n'ont aucun cas familial similaire, que ca soit
une cryptorchidie, une ectopie testiculaire, un hypospadias, un micropénis ou n’importe quel
autre type de DSD. Par ailleurs, nous avons constaté que des cas familiaux similaires existent
chez 3 patients dont le pére d’un patient qui présentait une cryptorchidie, le cousin maternel
d’un patient qui présentait également une cryptorchidie et le frére d’une patiente a été

diagnostiqué avec le SRT.

Il a été stipulé dans la littérature que généralement, les DG 46,XY sont sporadiques, ce qui
signifie qu'ils surviennent de maniere aléatoire sans antécédents familiaux. Cependant, il
existe de rares cas ou les DG 46,XY peuvent se manifester chez les membres de la méme

famille.

En effet, nos constatations sont cohérentes avec 1’étude menée par Bashamboo et McElreavey
(2014), soulignant que la majorité des cas des DG semble étre sporadique, la forme familiale
des DSD est moins fréquente et semble étre généralement transmise selon un mode

autosomique récessif.

Par ailleurs, Zheng et al. (2023), ont recruté dans leur étude 20 personnes non apparentées
présentant une DG 46,XY, issus de familles avec des antécédents familiaux de DSD. En
utilisant diverses approches du séquencage de nouvelle génération (NGS ; next generation
sequencing), cette équipe a pu mettre en évidence la pénétrance de certains variants
pathogénes qui expliquent la variabilité phénotypique décrite dans les familles de ces
patients. Au total, six patients présentaient des mutations du géne NR5A1, deux patients
présentaient des mutations du gene NROB1, six patients présentaient des mutations du géne

SRD5A2 et six patients présentaient des mutations du gene AR.

Par conséquent, il est nécessaire de mener des recherches sur les cas de DG 46,XY au sein
des familles afin d'élargir notre compréhension des variations phénotypiques et d'identifier de
nouveaux genes impliqués dans le développement sexuel, et ce, en utilisant des approches

NGS, notamment le séquencage entier de I’exome (WES).
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1.7 Répartition des patients selon leur milieu de vie

La répartition des patients selon leur milieu de vie est représentée dans la figure 9.

55,56%

44,44%

Nombre de patients
N w

[EEN

Rural Urbain
Milieu de vie

Figure 9. Répartition des patients selon leur milieu de vie.

Nous avons noté une proportion presque équivalente dans les milieux de résidence rural et
urbain, soit 44% et 56% respectivement, pour la population d’étude. Or, ces données ne sont
pas suffisantes pour déterminer I’impact du milieu de vie sur la survenue des anomalies du

développement testiculaire.

Nos résultats sont largement différents de ceux de Skakkebaek et al. (2001), soulignant que
I’étiologie environnementale, mise en évidence par des découvertes épidémiologique de
synchronie géographique et temporelle, peut avoir un effet important sur 1’émergence des

troubles du développement testiculaire chez les nouveau-nés.

Des études en Espagne et au Danemark ont montré une association entre le fait de vivre a
proximité d’exploitation agricole intensive, ou des pesticides sont utilisés, notamment chez
les meres travaillant dans les champs agricoles et le risque de développer des DG et de
cryptorchidie chez leur fils. De méme, aux Pays-Bas, une vaste étude de cohorte a mis en
évidence une association entre 1’exposition paternelle aux pesticides et un risque accru de
manifestation des troubles de développement testiculaire et de cryptorchidie chez leurs
enfants (Bay et al., 2006 ; Mullor et al., 2021).
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De plus, Stukenborg et al. (2021) ont également souligné dans leur investigation une
exposition prénatale aux pesticides est associée a un risque accru de cryptorchidie et de

cancer des testicules.

1.8 Répartition des patients selon I’dge des parents lors de la conception

La majorité des travaux scientifiques se sont principalement intéressés a I'age de la mere
pendant la grossesse et a son association avec les problemes de santé chez I'enfant.
Néanmoins, dans notre étude, nous nous sommes intéressés a 1'age de la mere ainsi qu’a I’age
du pere et leur relation avec la naissance d'un enfant présentant des troubles du

développement gonadique.

1.8.1 Age du peére

La répartition selon 1’dge du pere lors de la conception est représentée dans la figure ci-

dessous (Figure 10).

77,78%

Nombre de patients
S

22,22%

<30 ans . > 30 ans
Age du pere

Figure 10. Répartition des patients selon I’dge du pére pendant la grossesse.

Notre analyse montre que la majorité des péres (77%) ont un age supérieur a 30 ans et

seulement 22,22% des péres ont un age inférieur ou égal a 30 ans.

Bien que notre étude se soit intéressée a un échantillon limité de patients avec des anomalies
du développement testiculaire, plusieurs autres travaux scientifiques ont indiqué que I'age
paternel a un impact sur la sante et le développement de I'enfant, aussi bien crucial que I'age

maternel.
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En effet, d'apres les résultats de certaines études menees en 2020 par Janeczko et al ; Fang et
al., il existe une association entre I'dge paternel avancé et un risque légerement accru de

I’apparition des DG chez leurs enfants 46,XY.

A ce jour, le mecanisme exact par lequel I'dge paternel, augmente les risques de
malformations congénitales dans la descendance n'est pas encore clair. Cependant, plusieurs
études ont montré que la qualité du sperme diminue avec I'dge, en termes de mutations
génetiques, de longueur des télomeres et d’épigénétique. De plus, une diminution du volume
du sperme peut également causer des problémes de conception. Avec 1’age, les péres sont
exposés a divers facteurs de risque environnementaux responsables des modifications
épigénétiques avec de graves conséquences pour la progéniture (Vekemans, 2002 ;

Bouazzaoui et al., 2022).

D'autre part, et plus récemment, Pinti et al. (2022) et Gueye et al. (2023) ont confirmé que
I'age avancé des péres est impliqué dans la survenue des anomalies congénitales. Ces

derniéres sont dues aux mutations qui se produisent pendant la spermatogenése.

1.8.2 Age de la mére

La répartition selon 1’age de la mere lors de la conception est mentionnée dans la figure 11.

66,67%

33,33%

Nombre de patients
N w

[y

<30 ans >30 ans
Age de la mére

Figure 11. Répartition des patients selon 1’age de la mére pendant la grossesse.

Pour les méres des patients recrutés dans notre étude, il a été constaté que 66,67% des meres

ont un age > 30 ans et que 33,33% d’entre elles ont moins de 30 ans.
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Des resultats similaires ont été publiés en 2023 par Gueye et al. Indiquant I’existence d’une
corrélation entre 1'age maternel avancé et la naissance d’enfants 46,XY avec des DG. Les
mécanismes sous-jacents a cette association ne sont pas entiérement compris, mais il a été
suggéré que l'dge maternel avancé puisse influencer les processus de développement

embryonnaire et feetal, y compris la différenciation sexuelle.

Il est important de noter que la relation entre I'dge maternel avancé et les troubles de
développement testiculaire n'est pas complétement mise en évidence et que les résultats des
publications scientifiques sont parfois divergents avec un risque absolu de DSD relativement

faible chez les femmes ayant un &ge avancé.

1.9 Reépartition des patients selon la profession des parents

Dans la littérature, les anomalies du développement sexuel sont principalement causées par
des altérations du matériel génétique ou des variations hormonales pendant le développement
embryonnaire et feetal. Ces anomalies se produisent généralement de maniere aléatoire et sont

rarement liées a la profession des parents.

1.9.1 Profession du pere

La répartition des patients selon la profession du pére est illustrée dans le tableau 6.

Tableau 6. Répartition des patients selon la profession du pere.

Agriculteur

Commergant
Chauffeur
Macon

Meécanicien

P RPN DN

Technicien

Nous avons remarqué que la fréquence la plus élevée (22,22%) est la méme pour chacune des
professions agriculteur, commercant et chauffeur. En ce qui concerne les autres professions

(macgon, mécanicien et technicien) la fréquence est de 11,11%.

De nombreuses études ont confirmé que certaines professions peuvent avoir des effets
indirects sur la fertilité¢ et la qualité du sperme. Récemment, les travaux d’Halidou et al.

(2022) ayant indiqué qu’il existe des professions comme 1’agriculteur et chauffeur qui
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exposent les individus a des facteurs environnementaux (produits chimiques toxigues,
radiations, températures élevées, stress physique ou psychologique, horaires de travail
irréguliers) potentiellement impliqués dans 1’augmentation du taux de mutations, qui

affectent la santé reproductive.

1.9.2 Profession de la mere
Il est important de souligner que la relation directe entre la profession exercée par la mere et
le risque potentiel d’avoir un enfant avec une anomalie du développement testiculaire 46,XY

n'est pas clairement établie dans la littérature.

La répartition des patients de notre échantillon selon la profession de la mére est représentée

dans le tableau 7.

Tableau 7. Répartition des patients selon la profession de la mere.

Femme au foyer 7

Enseignant 1

Gestionnaire dans
une société

Nous avons constaté que les femmes au foyer présentent une fréquence importante de
77,78%, soit 7/9 meres, et que seulement 2/9 méres occupent un poste de travail dont une est

enseignante, et 1’autre est gestionnaire dans une société.

Diverses études ont fait état de résultats contradictoires concernant les effets des taches
professionnelles de la mere, telles que la station debout, les flexions répétitives, la montée
d'escaliers et le soulévement d'objets lourds pendant la grossesse sur la croissance du feetus
ainsi que d'autres complications obstétricales (Torres-Arreola ,2007 ; Suzumori et al.,2019 ;
Roupnel-Fuentes, 2021).

Les résultats de Khojasteh et al. (2016) suggerent que les femmes au foyer soulévent plus
fréeguemment des objets lourds que les méres employées, ce qui entraine une augmentation

des complications obstétricales telles que la réduction du liquide amniotique.

De plus, Torres-Arreola avait précédemment rapporte en 2007 que l'effet du travail
intradomiciliaire ne doit pas étre ignoré lorsqu'il s'agit de la santé des femmes pendant la

grossesse. Ses résultats ont montré que les femmes mexicaines qui travaillaient
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exclusivement a la maison avaient une charge de travail domestique plus importante que
celles qui travaillaient a I'extérieur. Ces résultats suggerent qu'il convient d'accorder une plus

grande attention aux conditions de travail intra-domestique et extra-domestique des femmes.

Par contre, une revue récente, incluant 38 études et éditée par Corchero-Falcon en 2023, s’est
intéressée aux conséquences du travail sur les femmes enceintes et le développement fcetal.
Les principaux facteurs de risque observés dans I'environnement de travail de ces femmes
sont des facteurs chimiques, psychosociaux, physiques, ergonomiques et mécaniques, ainsi

que d'autres facteurs liés au travail.

1.10 Répartition des patients selon le type d’anomalies du développement gonadique

La répartition selon le type de DSD 46,XY est représentée dans la figure 12.

7
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Figure 12. Répartition des patients selon le type de DSD 46 ,XY.

La DGP est le type le plus fréquent dans notre population d’étude avec un pourcentage de
66,67%, suivi par le SRT avec une fréquence de 22,22%, puis par la DGC avec 11,11%. En

revanche, le type OT est inexistant dans notre série.

Des résultats assez proches des nétres ont été publiés par Gomes et al (2022). Cette equipe a
réalisé une étude qui s’est intéressée a la classification clinique, biochimique et génétique afin
d’établir un diagnostic pour un grand nombre de patients atteints de DSD 46,XY. lls ont

signalé que 30,62% de la cohorte présentent une dysgénésie gonadique (64/209), dont 35,4%
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ont été diagnostiques avec la forme compléte (23/64), 40,63% avec la forme partielle (26/64)
et 23,44% avec le SRT (15/64), et une absence de la forme OT.

1.11 Répartition des patients selon la présence d'un utérus ou des dérivés mullériens

La répartition selon selon la présence d'un utérus ou des dérivés mullériens est représentée
dans la figure 13.

H Utérus
H Dérivés mullériens
11 Absence

Figure 13. Répartition des patients selon la présence d'un utérus ou des dérivés mullériens.

Nous avons constaté que chez la majorité des cas (56%), l'utérus et les dérivés millériens
sont absents. Par ailleurs, 1’utérus est présent chez 3 patients (33%) dont une fille avec un
utérus normal, une fille avec un utérus hypoplasique et un garcon avec un utérus latéro-dévié

a gauche. Les dérivés millériens sont identifiés chez un patient (11%).

En 2019, Wisniewski et ses collégues ont souligné que les DSD OT et les DGC chez les
individus 46,XY sont généralement associés a la persistance des dérivés mullériens. Par

contre, ces derniers peuvent étre absents ou présents pour les cas de DGP 46,XY.

Par ailleurs, les résultats publiés par Gomez et al. (2022) sont proches des nétres, soit 26,56%
(17/64) des patients présentaient un utérus, dont un patient avec un utérus hypoplasique,
40,63% (26/64) des patients n’avaient pas un utérus et 32,81% (21/64) n’ayant pas bénéficié¢

d’une exploration des OGI.
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2. Etude moléculaire
Notre analyse moléculaire vise a rechercher une éventuelle association entre la présence ou

I’absence du gene SRY et les anomalies du développement gonadique chez les patients
46,XY.

Le profil de migration des produits de PCR (amplicons de 272 pb) par électrophoréese sur gel

d’agarose (2%), concernant 7 patients, est montré dans la figure 14.

Figure 14. Profil électrophorétique de la PCR d’une séquence de 272 pb du géne SRY.
(1-7) : patients, (T+) : témoin positif, (T-) : témoin négatif, (M) : marqueur de taille de 100 pb.
Apres avoir visualisé le profil électrophorétique sous UV, les produits d’amplification
apparaissent sous forme d’une bande de 272 pb pour chacun des 6 patients : 1, 2, 3,4, 6 et 7.
De ce fait, deux hypothéses sont suggérées, soit le gene SRY porte des mutations non
détectables par la PCR conventionnelle, soit les anomalies du développement testiculaire
chez ces patients sont dues a des altérations d’autres génes impliqués dans les cascades du

déterminisme gonadique et/ou testiculaire.

En revanche, la séquence du géne SRY & amplifier est absente chez le 5™ patient présentant
une DGP. Cette derniere est probablement due a 1’absence du géne SRY, cependant d’autres

PCR sont nécessaires pour confirmer ce résultat.

Nos résultats convergent avec ceux de Behzadian et al. (1991) confirmant la présence du
gene SRY chez les patients avec une DGC et qu’aucune mutation n’a été mise en évidence au

niveau de ce géne.
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L’étude menée par Ahmed et al. (2019) a révélé que chez la plupart des patients, soit 80-90%
de la population d’étude, avec des DG 46,XY sont positifs pour le SRY. Les individus
négatifs pour ce gene se présentent generalement avec un hypospadias pénoscrotal associé a
une cryptorchidie ou a une ectopie testiculaire. Cette étude a indiqué que chez la majorité des
patients, les DG résultent d'une translocation d'un petit fragment du chromosome Y contenant

le gene SRY, vers le chromosome X ou vers un autre chromosome.

Les travaux de Nan Wang et al. (2020) et Ambulkar et al. (2021) ont confirmé que les
troubles de la détermination gonadique sont causés par des mutations de SRY chez 10-15%
des cas de DG, et que la plupart de ces mutations touchent la région HMG, ce qui suggere
que cette région joue un role clé dans la fonction de SRY.

De méme, en 2022, El-Zaiat et al. ont souligné que les mutations du géne SRY sont a l'origine
d'environ 10-20% des cas de DGC et qu’une grande partie des cas de DG 46,XY (environ
40%) est causée par des variants de certains facteurs de transcription clés nécessaires au
développement testiculaire: SRY, NR5AL, MAP3K1 et SOX9.

L’investigation de Buonocore et al. (2019) concernant une cohorte de 400 personnes avec
DSD, dont 27 d’entre elles ont été diagnostiquées avec une DGC, a mis en évidence des
variants pathogénes dans le gene SRY chez 6 patients. Parmi ces derniers, 3 étaient porteurs
de variants pathogénes hémizygotes dont deux changements nucléotidiques ont affecté les
codons de 'HMG (p.R62P et p.N65D) et un nouvelle variant complexe (type insertion-
délétiona) été signalé dans le codon stop de la région SRY.

Dans une autre étude publiée en 2020 par McElreavey et al., les résultats ont révélé qu’aucun
géne spécifique n'a été associé au SRT, tandis que des variants pathogenes des génes SRY,
NR5A1L et MAP3K1 sont les causes les plus fréquentes d’environ 40% des cas de DG 46,XY.

Par conséquent, I'implication des mutations ponctuelles ou de type insertion-délétion du géne
SRY dans les anomalies du développement des testicules est bien établie. Ces mutations
perturbent le développement des gonades masculines pendant la période embryonnaire.
Cependant, certains cas de troubles du développement testiculaire ne sont pas directement
liés au gene SRY et sont plutot dus a d’autres facteurs génétiques et environnementaux. De ce
fait, une analyse génétique compléte est nécessaire afin de déterminer les causes specifiques

de ces troubles et établir un diagnostic précis pour I’intérét des personnes atteintes.
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Notre étude, de nature descriptive et analytique, a été entreprise sur neuf patients 46,XY dans
le but d’explorer les troubles du développement testiculaire et d’identifier les facteurs de
risque ayant une corrélation avec |’apparition de ces anomalies. L’analyse de certains
parametres tels que le milieu de vie, I’exposition a des agents toxiques, la consanguinité, les
antécédents familiaux, 1’age des parents et leurs professions, nous a permis de mettre en

évidence que :

- 1’age moyen au moment du diagnostic est de 2,03 ans ;

- le sexe d’assignation masculin est le plus fréquent dans notre étude ;

- la présence d’OGE ambigus est le motif de consultation le plus répandu dans notre
échantillon ;

- la forme sporadique des troubles du développement gonadique est la plus courante
dans notre série, I’histoire de la consanguinité a été notée chez seulement 33% des
patients ;

- 1’age avancé des parents et leurs professions peuvent avoir des effets indirects sur
I’apparition de ces anomalies ;

- les milieux de vie, urbain et rural, sont équivalents dans cette étude ;

- la DGP est la forme la plus fréquente dans notre série, en revanche la forme de DSD
OT est inexistante ;

- D’absence d’un utérus et des dérivés miillériens a été mise en évidence chez plus que la
moitié des patients.

Par ailleurs, 1’é¢tude moléculaire concernant 7 sujets et entreprise par une PCR
conventionnelle, a pour objectif de déterminer une éventuelle association entre le géne SRY et
les anomalies du développement testiculaire. La présence du géne SRY a été confirmée chez 6
sujets, cela signifie que soit le géne SRY présente des mutations non détectables par PCR
conventionnelle, soit les anomalies du développement testiculaire chez ces patients sont dues
a des altérations d’autres geénes impliqués dans les voies du déterminisme gonadique. En

revanche, I’absence du gene SRY chez un patient peut expliquer son phénotype.

Toutefois, il convient de souligner que toutes les formes des anomalies du développement
testiculaire ne sont pas directement liées aux mutations du géne SRY. D'autres facteurs, qu'ils

soient génetiques ou environnementaux, peuvent également contribuer a cette condition.

Or, Deffectif de notre population d’étude est faible et les résultats obtenus ne sont pas

concluants.
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En perspectives

A la lumiére des résultats obtenus, de nombreuses perspectives se dessinent pour approfondir
cette investigation :

- élargir la cohorte des patients présentant des troubles du développement testiculaire en
entreprenant une étude globale de ’ensemble du territoire algérien afin d’obtenir des
conclusions plus précises sur le lien entre ces anomalies et I’absence du géne SRY ;

- sequencer le gene SRY afin de déterminer d’éventuelles mutations associées a ces
anomalies ;

- utiliser les approches NGS telles que le WES et le WGS (whole genome sequencing),
ou I’aCGH (array comparative genomic hybridization) pour mettre en évidences
d’une part, les mutations des genes impliqués dans la détermination / différentiation
testiculaire tels que le géne NR5A1, WNT4 et SOX9. De I’autre part, d’identifier de
nouveaux genes pouvant étre impliqués dans ces anomalies chez les individus 46,XY.
Cela permettra d'acquérir une meilleure connaissance de la pathogenése des troubles
du développement gonadique et pourrait conduire a I'identification de nouvelles cibles
thérapeutiques.
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Annexe 1

Génes participants a la différenciation testiculaire (Arboleda et al., 2016 ; Souali-
Crespo, 2021).

Nom de la
Nom du géne Localisation Fonction dans le testicule
protéine
SOX 8 Bon déroulement de la
(SRY-Box spermatogencse, maintien de
Transcription 16p13.3 SOX 8 I’architecture testiculaire, 605923
Fac torp8) compensation de ’action de Sox9
pour activer ’Amh
é (gg;{ ];gx Induction de I’expression de Sox9
A Transcrintion 22ql13.1 SOX 10 via TESCO, compensation de 602229
& Fac torli 0) I’action de Sox9 pour activer I’Amh
g
en
3 SOX 3 Bon déroulement de la
E (SRY-Box spermatogénése, induction de
< Transcription Xq27.1 SOX 3 I’expression de Sox9 via TESCO, 313430
Fac torp3) compensation de I’action de Sox9
pour activer I’Amh
SOX 4 Implication dans la différenciation
(SRY-Box des cellules germinales et dans
Transcrintion 6p22.3 SOX 4 I’organisation des cordons 184430
Fac torp 4) séminiféres, induction de
I’expression de Sox9 via TESCO
DMRTI
re(lgts‘e’;%:nz’f;‘gtzn 9p24.3 DMRTI | Maintien de Iidentité masculine | 602424
factor 1)
NR5A1 Différenciation des cellules
(Nuclear Receptor somatiques de soutien et
subfamily 5, group 94333 NR3AL stéroidogenes, régulation de 184757
A, member 1) I’expression de Sox9 et de I’Amh
Activation de Sry, régulation de
wTl WTI1 I’expression de Nrjal,
(Wilma’s tumor 11p13 différenciation des cellules 607102
suppressorl) somatiques de soutien et
stéroidogenes
AMH Dégénérescence des canaux d
(Anti-Millerian 19p13.3 AMH CEENETENCEne G8s cataux €& 1 600957
T Miiller chez le méle
DHH Differentiation des cellules
(Desert hedgehog) A2kl DHH interstitielles GRE2E



https://www.omim.org/geneMap/6/103?start=-3&limit=10&highlight=103

Annexe 2

Questionnaire
Service N°dossier
Date
1. Identification
Nom et prénom Ville
Date et lieu de naissance Motif de consultation
Sexe d’assignation
O Gargon O Fille O Aucun
2. ATCD familiaux

2.1 ATCD meére

Date de naissance

Milieu de vie

ORural O Urbain
Origine

Niveau scolaire
Déroulement de la grossesse O Primaire O Secondaire

O Moyen O Universitaire

Profession de la mére

Depuis Jusqu’a




2.2 ATCD pére

Date de naissance

| |
Origine

Profession de la pére

Milieu de vie
O Rural O Urbain

Niveau scolaire

| | Depuis

O Primaire (O Secondaire
O Moyen (O Universitaire
Jusqu’a

2.3 Consanguinité

Consanguinité des parents

O oui O Non

Description de I’anomalie |

Cas similaire(s) dans la famille [] Oui

3. Description des OGE

Bourgeon génital

O Pénis O Clitoris

Position de Porifice

O Normal (0 Pénien postérieur

(O Antérieur (O Pénoscrotal

O Moyen O Périnéal

Gonade palpée Les gonades

O Droite O Les deux O Symétrique

O Gauche O Aucune O Asymétrique

Frome des bourrelets génitaux

() Normale (O Hypoplasique

Degré de consanguinité |

Lien de parenté

Nombre |

Taille du bourgeon génital

|

Nombre d’orifices
Aspect
) Normal O Coudé

O Micropénis O Enfui

Aspect des bourrelets génitaux

O Striégs O Lisses



3. Description des OGI

Présence d’un utérus [1Oui []Non
Présence des dérivés miillériens [ JQui [ ] Non
Présence de I’épididyme [1Oui []Non

Présence d’une cavité vaginale [1Oui [ ]Non

Testicule(s) visnalisé(s) Position du testicule droit Taille du testicule droit

Oo0 Oo01 Oo0

Positon du testicule gauche Taille du testicule gauche

Ovaire(s) visualisé(s)
A~ = = Taille de ovaire droit Taille de ovaire gauche
Qoo OO0 0O02

5. Bilan hormonal

FSH Normes Date de prélévement

LH Normes Date de prélévement

Testostérone Normes Date de prélévement

Testostérone aprés injection de HCG

AMH Normes Date de prélévement

6. Classification des DSD

1 DGC [1DGP [] Agénésie [T] Ovotestis



Annexe 3

Consentement a la participation a un projet de recherche

Je soussigné, Monsieur/ Madame ................cccoeeiiiinininnnn... (patient(e) / pére / mere)
certific avoir regu la note d’informations concernant 1’étude intitulé « Le géne SRY et les

troubles du développement testiculaire ».

Je confirme que I’étudiante m’a bien expliqué la nature de son étude qui sera realisé sur mon
sang et m’a clairement précisé que je suis entiérement libre d’accepter ou de refuser de

participer a cette recherche.

Je certifie avoir compris 1’objectif et les modalités de cette investigation et je donne mon

accord pour la participation a cette étude a caractéristiques génétiques.

Enfin, j’ai compris que je ne recevrai aucune indemnité pour ma participation a cette étude.

Numéro de la piece d’identité :

Signature de I’intéressé(e):

Date : / /



Annexe 4
Méthode d’extraction de ’ADN au NaCl

L’extraction de I’ADN est réalisée sur le sang frais, le prélévement sanguin est recueilli
stérilement dans un tube de type vacutainer a EDTA, puis le sang est mélangé avec une

solution hypotonique pour faire éclater les globules rouges.

La lyse est réalisée a +4°c durant 10 a 20 min. ensuite, le lysat est centrifugé pendant 10 min
a 3500tours/ min. Apres la centrifugation le surnageant est éliminé, apres deux lavages nous

obtient un culot blanc, essentiellement riche en leucocytes.

Les étapes détaillées se sont déroulées comme ci-dessous.
1. Préparation des leucocytes
1.1 1¢r¢ lavage :

- dans un tube Falcon de 50 ml, mettre le sang total (8ml) et compléter le volume a 50 ml avec
le tris EDTA (TE) 20:5;

- laisser 10 min ou congélateur a -18°C ;

- déverser le surnageant prudemment afin de garder le culot leucocytaire précipité au fond de
tube.

1.2 2°™e Javage :

- ajouter le TE 20:5 au culot jusqu’a 25 ml, agiter pour le remettre en suspension ;
- laisser 10 min au congélateur a -18°C ;

- déverser le surnageant délicatement et garder le culot leucocytaire formé.

Remarque . si nous nous s’arrétons a ce stade, nous pouvons mettre le culot dans un tube
conique de 15ml avec du TE 10 :1 et les conserver a -20°C pendant plus d’un an pour une

extraction ultérieure.



2. Extraction de ’ADN

2.1 Lyse des leucocytes, digestion de complexe nucléoprotéique et libération de I’ADN
Les étapes de libération d’ADN, la dissolution des membranes leucocytaire, et la digestion

des protéines associées a I’ADN se sont déroulées comme suit:

- transverses le culot leucocytaire dans un tube Falcon 15 ml ;

- ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 mM, EDTA 2 mM , tris 10mM, pH 8.2) ;

- ajouter 200 ul de SDS (sodium Dodecyl sulfate) a 10 % (28,84 g SDS +1000mi
H20).

- Pour la lyse des leucocytes, I’inhibition des nucléases et la dénaturation des protéines :

- ajouter 100 pl de protéinase-k a 10 mg/ml pour digérer les protéines notamment les
nucléoprotéines pour libérer I’ADN nucléaire ;

- dans I’étuve, agiter le tube sur une roue rotative a 37°C (la température idéale au
I’activité de protéinase k est optimale) pendant 18h ;

- le lendemain, mettre les tube dans le congélateur a 18°C afin de refroidir leurs

contenus pendant 10 min.

Remarque : le traitement par la protéinase-k peut se faire pendant 1-2h a 65°C ou 2-3h a
56°C.

2.2 Extraction et purification de ’ADN : méthode utilisent le NaCl

Dans le but d’¢éliminer les protéines par précipitation sélective, le lysat cellulaire doit étre

traité par une solution saline comme suit :

- ajouter 1000ul de NaCl 4M.

- agiter vigoureusement a la main .

- laisser pendant 5 min ou congélateur a -8°C (pour la précipitation des protéines);

- centrifuger pendant 15 min a 2500 tours/min.

- la précipitation est réalisée par 1’éthanol absolu (100%) préalablement refroidi a -80°C
et a haute concentration (2 fois le volume du surnageant).

- apres une agitation en tournant le tube plusieurs fois une méduse (filament) visible a
I’ceil nu se forme.

- récupérer la pelote d’ADN par une pipette Pasteur.



rincer la pelote d’ADN 2 fois par 1’éthanol a 70% pour éliminer les sels dans un tube
eppendorf sterile.

aspirer I’éthanol par une pipette, aprés avoir collé I’ADN a la paroi du tube eppendorf
pour ne pas le perdre.

laisser les tubes ouverts pour 1’évaporation de I’éthanol.

réhydrater I’ADN en ajoutant entre 300 et 1000 pl de TE 10:1 selon la grosseur de la
pelote et la concentration souhaitée.

mettre I’ADN a 37°C, sur agitateur rotateur, durant 5-8jours jusqu’a sa solubilisation

puis le conserver a -20°C.
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Résumé

Les anomalies du développement testiculaire, un sous-groupe des DSD, sont dues a la
perturbation d’une ou de plusieurs étapes clés du déterminisme/différenciation testiculaire, ce
qui entraine un développement anormale des testicules chez le feetus. La cause génétique de
ces troubles est liee a des altérations des genes responsables du développement de la gonade
bipotentielle et/ou du testicule. Cependant il a été décrit dans la littérature que le géne SRY est
a I’origine de 10-15% des anomalies du développement gonadique chez les individus 46,XY.

L’objectif de notre étude, de type descriptive et analytique, menée sur des patients présentant
des troubles du développement testiculaire (46,XY), est d’identifie les facteurs de risque
impliqués dans 1’apparition de ces anomalies d’une part, et d’autre part a rechercher une

éventuelle association entre le géne SRY et les trouble du développement testiculaire.

Patients et méthode : au total 9 patients ont été recrutés au niveau des différents services de
pédiatrie et d’endocrinologie des centres hospitaliers de I’Est algérien pour mener une étude
descriptive et analytique de certains facteurs de risque. L’étude moléculaire a concerné 7
patients dont leurs ADNs ont été extraits par la méthode au NaCl afin de déterminer la
présence ou 1’absence d’une séquence du géne SRY par PCR conventionnelle.

Résultats et discussion : I’age moyen du diagnostic dans notre échantillon est de 2,03 ans, la
découverte d’OGE atypique est le motif de consultation le plus répandu dans notre série. Le
sexe d’assignation masculin est le plus fréquent. L’histoire de la consanguinité est noté chez
seulement 33% des patients. Par ailleurs, 1’dge avancé des parents et leur exposition
professionnelle sont considérés comme étant des facteurs de risque liés a ’apparition de ces
anomalies, en revanche les milieux de vie, urbain et rural, sont insignifiants dans cette étude.
La forme sporadique de ces anomalies est fréquente. Sur le plan clinique, la DGP est le type
le plus courant chez ces patients. L utérus et les dérivés miillériens sont absents chez 56% des
patients. L’analyse moléculaire indique que le géne SRY est présent chez 6 patients, cela fait
appel a d’autres ¢études pour décrire les causes des différents phénotypes. Cependant,
I’absence du gene SRY chez un patient peut expliquée son phénotype (DGP).

Conclusion : cette investigation a révélé certains facteurs de risque liés aux anomalies du
développement testiculaire. En revanche, I’étude moléculaire, nous a permis de déterminer
une association probable entre I’absence du géne SRY et I’apparition de ces anomalies chez
seulement un patient. D'autres technologies sont nécessaires pour détecter les causes
génétiques chez les autres patients.

Mot clés : troubles du développement testiculaire, facteurs de risque, gene SRY, PCR

conventionnelle.



Abstract

Testicular developmental anomalies, a subgroup of disorders of sex development (DSD), are
caused by disruptions in one or more key steps of testicular determination/differentiation,
resulting in abnormal testicular development in the fetus. The genetic cause of these disorders
is associated with alterations in genes responsible for the development of the bipotential
gonad and/or the testicle. However, it has been described in the literature that the SRY gene
accounts for 10-15% of gonadal developmental anomalies in individuals with 46,XY
chromosomes.

The objective of our descriptive and analytical study, conducted on patients with testicular
development disorders (46,XY), is to identify the risk factors involved in the occurrence of
these anomalies on one hand, and on the other hand to investigate a possible association
between the SRY gene and testicular development disorders.

Patients and methods: a total of 9 patients were recruited from various pediatric and
endocrinology departments of hospitals in Eastern Algeria to conduct a descriptive and
analytical study of certain risk factors. Molecular analysis was performed on 7 patients, and
their DNA was extracted using the NaCl method to determine the presence or absence of a
sequence of the SRY gene using conventional PCR.

Results and discussion: the average age of diagnosis in our sample is 2,03 years, with the
discovery of atypical external genitalia being the most common reason for consultation in our
series. Male assigned gender is the most frequent. Consanguinity history is noted in only 33%
of patients. Additionally, advanced parental age and occupational exposure are considered
risk factors associated with the occurrence of these anomalies, whereas urban and rural
environments are insignificant in this study. The sporadic form of these anomalies is
common. Clinically, DGP is the most common type among these patients. The uterus and
milleriens derivatives are absent in 56% of patients. Molecular analysis indicates that the
SRY gene is present in 6 patients, which calls for further studies to describe the cause of
different phenotypes. However, the absence of the SRY gene in a patient can explain their
phenotype (DGP).

Conclusion: this investigation has revealed certain risk factors associated with testicular
developmental anomalies. However, the molecular study has allowed us to determine a likely
association between the absence of the SRY gene and the occurrence of these anomalies in
only one patient. Other technologies are needed to detect the genetic causes in the remaining
patients.

Keywords: testicular developmental disorders, risk factors, SRY gene, conventional PCR.
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