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Résumé 

Le succès de la reproduction humaine dépend du bon fonctionnement de l'appareil génital masculin et 

féminin. Un disfonctionnement d’un organe génital conduit soit à une infertilité, une fausse couche ou à la 

naissance d’un nouveau-né avec une anomalie de développement. Cette thèse de doctorat vise à approfondir nos 

connaissances dans la génétique de la reproduction humaine en trois parties. La première partie consiste à 

déterminer la nature et la fréquence des anomalies chromosomiques chez les couples avec des fausses couches 

spontanées à répétition, chez des patients présentant une ambiguïté génitale, une aménorrhée et un phénotype de 

Turner qui ont été référés au département de cytogénétique-IPM entre 1996 et 2016. L’analyse de caryotype a été 

réalisé selon la méthode standard. La deuxième partie consiste à identifier des nouveaux gènes et/ou mutations 

génétiques impliqués (es) dans l’apparition d’une anomalie du développement sexuel en utilisant la nouvelle 

génération de séquençage. La troisième partie consiste à déterminer les variants faux-sens les plus délétères du 

gène PIWIL1 et leurs impacts sur la structure, la stabilité, la flexibilité et la dimension du domaine PAZ en utilisant 

la modélisation moléculaire et la simulation de la dynamique moléculaire. Ainsi, nous avons identifié que 23,20% 

des patients avec un phénotype de Turner, 17,39% des patients avec aménorrhée, 11% des couples avec des 

fausses couches spontanées à répétition et 7,13% des patients avec ambiguïté génitale ont une anomalie 

chromosomique. Après le regroupement des résultats de 27 études sur les fausses couches spontanées à répétition, 

nous avons constaté que 5,16% des patients ont une anomalie chromosomique. L’analyse de l’exome de 3 patients 

marocains atteints de différents phénotypes d’anomalie du développement sexuel a révélé la présence d’une 

nouvelle mutation au niveau du gène HSD3B2 chez un patient avec hypospadias périnéal et avec un taux élevé de 

17α-hydroxyprogestérone, déhydroépiandrostèrone, AMH, testostérone, rénine et androstènedione. L’étude in 

silico des polymorphismes du gène PIWIL1 a permis d’identifier 18 variants faux-sens comme délétères dont 11 

variants touchant des acides aminés hautement conservés. L’étude de l’impact des variants localisés dans la région 

qui code pour le domaine PAZ sur ce dernier a révélé que les variants G305S, Y317C et Y346C affectent, avec 

des niveaux différents, la stabilité, la flexibilité et la dimension globale du domaine PAZ. 

Abstract 

The success of human reproduction depends on the good function of male and female genitalia. A dysfunction 

of a genital organ leads to either infertility, miscarriage or developmental abnormality. This doctoral thesis aims 

to deepen our knowledge in the genetics of human reproduction by determining: 1) The nature and frequency of 

chromosomal abnormalities in couples with recurrent spontaneous miscarriages, in patients with genital 

ambiguity, amenorrhea, and a Turner phenotype who were referred to the cytogenetic department, Pasteur Institute 

of Morocco between 1996 and 2016. Cytogenetic analysis was performed according to the standard method. 2) 

The new genes and / or genetic mutations involved in disorder of sex development using the next generation 

sequencing. 3) The most deleterious nsSNPs of PIWIL1 gene and their impacts on the structure, stability, 

flexibility and dimension of the PAZ domain by in silico study. Thus, we have identified that 23.20% of patients 

with a Turner's phenotype, 17.39% of patients with amenorrhea, 11% of couples with recurrent spontaneous 

miscarriages and 7.13% of patients with ambiguous genitalia have a chromosomal abnormality. After regrouping 

the results of 27 studies on recurrent spontaneous miscarriages, we found that 5.16% of patients have a 

chromosomal abnormality. The exome analysis of 3 Moroccan patients with different phenotypes of disorder of 

sex development revealed the presence of a new mutation in the HSD3B2 gene in one patient with perineal 

hypospadias, and a high level of testosterone, 17α-hydroxyprogesterone, dehydroepiandrosterone, AMH, renin 

and androstenedione. Using in silico analyses, we identified 18 deleterious missense variants of PIWIL1 gene 

including 11 variants involving highly conserved amino acids. The study of the impact of the variants, located in 

the region which codes for the PAZ domain, revealed that the variants G305S, Y317C and Y346C affect, with 

different levels, the stability, the flexibility and the global dimension of the PAZ domain. 
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PRINCIPALES ABRÉVIATIONS 

3β-HSD   3β-Hydroxystéroïde Déshydrogénase 

AC   Anomalie chromosomique 

ACTH   Hormone adrénocorticotrope 

ADAM   A disintegrin and metalloprotease 

AG   Ambiguïté génitale  

AGO3   Argonaute 3 

AMH   Hormone anti-mullerienne 

AMPc   Adénosine monophosphate cyclique 

CBX2   Chromobox homolog 2 

ddNTP   Didésoxyribonucléotide  

DHEA   Déhydroépiandrostérone 

DM   Dynamique moléculaire 

DSD   Anomalies de développement sexuelle 

ET   Éléments transposables 

FSH   Hormone folliculo-stimulante 

FST   Follistatine 

GMPc   Guanosine monophosphate cyclique 

HCLS   Hyperplasie congénitale lipoïde des surrénales 

IGF I   Facteur de croissance 1 ressemblant à l'insuline 

IPM Institut Pasteur du Maroc 

INSL3   Insulin-like 3 

KO   Knock-out 

LH   Hormone lutéinisante 

MAP3K1   Protéine activée par un mitogène Kinase Kinase Kinase-1 

NGS   Nouvelle génération de séquençage 

nsSNP   Polymorphismes non synonymes 

OGE  Organes génitaux externes 

PC   Produits de conception 

PCR   Réaction de polymérisation en chaine  

piARN   ARN interagissant avec les protéines Piwi 

PMDS   Syndrome de persistance des canaux de Müller 

PIWIL1 Piwi like RNA-mediated gene silencing 1  

RSPO1   R-spondin 1 

SRY   Région déterminante du sexe 

ST   Syndrome de Turner 

WES   Whole exome sequençing 

WT1   Wilm’s tumor 1 

WT-PAZ   Domaine PAZ native 
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RÉSUMÉ 

Le succès de la reproduction humaine dépend du bon fonctionnement de l'appareil génital 

masculin et féminin. Un disfonctionnement d’un organe génital conduit soit à une infertilité, une 

fausse couche ou à la naissance d’un nouveau-né avec une anomalie de développement. Cette thèse 

de doctorat vise à approfondir nos connaissances dans la génétique de la reproduction humaine en 

trois parties. La première partie consiste à déterminer la nature et la fréquence des anomalies 

chromosomiques chez les couples avec des fausses couches spontanées à répétition, chez des 

patients présentant une ambiguïté génitale, une aménorrhée et un phénotype de Turner qui ont été 

référés au département de cytogénétique-IPM entre 1996 et 2016. L’analyse de caryotype a été 

réalisé selon la méthode standard. La deuxième partie consiste à identifier des nouveaux gènes 

et/ou mutations génétiques impliqués (es) dans l’apparition d’une anomalie du développement 

sexuel en utilisant la nouvelle génération de séquençage. La troisième partie consiste à déterminer 

les variants faux-sens les plus délétères du gène PIWIL1 et leurs impacts sur la structure, la 

stabilité, la flexibilité et la dimension du domaine PAZ en utilisant la modélisation moléculaire et 

la simulation de la dynamique moléculaire. Ainsi, nous avons identifié que 23,20% des patients 

avec un phénotype de Turner, 17,39% des patients avec aménorrhée, 11% des couples avec des 

fausses couches spontanées à répétition et 7,13% des patients avec ambiguïté génitale ont une 

anomalie chromosomique. Après le regroupement des résultats de 27 études sur les fausses 

couches spontanées à répétition, nous avons constaté que 5,16% des patients ont une anomalie 

chromosomique. L’analyse de l’exome de 3 patients marocains atteints de différents phénotypes 

d’anomalie du développement sexuel a révélé la présence d’une nouvelle mutation au niveau du 

gène HSD3B2 chez un patient avec hypospadias périnéal et avec un taux élevé de 17α-

hydroxyprogestérone, déhydroépiandrostèrone, AMH, testostérone, rénine et androstènedione. 

L’étude in silico des polymorphismes du gène PIWIL1 a permis d’identifier 18 variants faux-sens 

comme délétères dont 11 variants touchant des acides aminés hautement conservés. L’étude de 

l’impact des variants localisés dans la région qui code pour le domaine PAZ sur ce dernier a révélé 

que les variants G305S, Y317C et Y346C affectent, avec des niveaux différents, la stabilité, la 

flexibilité et la dimension globale du domaine PAZ. 
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ABSTRACT 

The success of human reproduction depends on the good function of male and female genitalia. 

A dysfunction of a genital organ leads to either infertility, miscarriage or developmental 

abnormality. This doctoral thesis aims to deepen our knowledge in the genetics of human 

reproduction by determining: 1) The nature and frequency of chromosomal abnormalities in 

couples with recurrent spontaneous miscarriages, in patients with genital ambiguity, amenorrhea, 

and a Turner phenotype who were referred to the cytogenetic department, Pasteur Institute of 

Morocco between 1996 and 2016. Cytogenetic analysis was performed according to the standard 

method. 2) The new genes and / or genetic mutations involved in disorder of sex development 

using the next generation sequencing. 3) The most deleterious nsSNPs of PIWIL1 gene and their 

impacts on the structure, stability, flexibility and dimension of the PAZ domain by in silico study. 

Thus, we have identified that 23.20% of patients with a Turner's phenotype, 17.39% of patients 

with amenorrhea, 11% of couples with recurrent spontaneous miscarriages and 7.13% of patients 

with ambiguous genitalia have a chromosomal abnormality. After regrouping the results of 27 

studies on recurrent spontaneous miscarriages, we found that 5.16% of patients have a 

chromosomal abnormality. The exome analysis of 3 Moroccan patients with different phenotypes 

of disorder of sex development revealed the presence of a new mutation in the HSD3B2 gene in 

one patient with perineal hypospadias, and a high level of testosterone, 17α-hydroxyprogesterone, 

dehydroepiandrosterone, AMH, renin and androstenedione. Using in silico analyses, we identified 

18 deleterious missense variants of PIWIL1 gene including 11 variants involving highly conserved 

amino acids. The study of the impact of the variants, located in the region which codes for the PAZ 

domain, revealed that the variants G305S, Y317C and Y346C affect, with different levels, the 

stability, the flexibility and the global dimension of the PAZ domain.  
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INTRODUCTION 

 

La reproduction humaine est bien assurée après le succès de plusieurs processus masculins et 

féminins. Chez l’homme, la production d’un spermatozoïde mature, capable de féconder un 

ovocyte secondaire, résulte d’un processus très complexe appelé la spermatogenèse. Chez la 

femme, la production d’un ovocyte secondaire résulte de la combinaison de deux processus 

dépendants, l’ovogenèse et la folliculogenèse. L’union d’un spermatozoïde mature et d’un ovocyte 

secondaire conduit à la formation d’un zygote avec le matériel génétique du père et de la mère, la 

fécondation. Le zygote subit plusieurs divisions et plusieurs processus de l’organogenèse. 

Cependant, une erreur au niveau de l’un de ces processus peut conduire soit à une infertilité 

masculine, soit à une infertilité féminine, soit à l’apparition des fausses couches, soit à la naissance 

d’un nouveau-né avec une anomalie de développement. 

Les éléments transposables (ET) sont des séquences, répétées et mobiles, capables de 

transporter du matériel génétique d’un endroit du génome à un autre, et leur mouvement peut avoir 

un effet néfaste sur les organismes, entraînant des réarrangements structurels génomiques, tels que 

des délétions, des duplications et des inversions. La voie PIWI-piARN est une voie de répression 

majeure des éléments transposables dans les gonades animales. Les piARNs s’associent avec les 

protéines PIWIs pour former des complexes ribonucléoprotéiques, piARN-induced silencing 

complex (piRISC), impliqués notamment dans la répression des rétrotransposons au sein de la 

lignée germinale mâle. Ce mécanisme pourrait être comparé à celui d’un système immunitaire à 

l’échelle du génome. Ainsi, la perte de fonction d’un seul type de protéine PIWI induit une 

altération de l’ovogenèse et de la spermatogenèse, ce qui peut causer une infertilité.  

 Une fausse couche spontanée est la perte spontanée du produit de conception avant sa viabilité 

entre la conception et la 20ème semaine d’aménorrhée. Environ 15 à 20% des grossesses se 

terminent par une fausse couche spontanée, et environ 25% à 50% des femmes expérimentent une 

ou plusieurs fausses couches spontanées, souvent dues à des anomalies chromosomiques du 

conceptus. 

La mise en place de l’appareil génital commence, à la 3éme semaine de développement 

embryonnaire, par le développement d’une gonade indifférenciée et identique chez les embryons 

XX et XY, appelée crête génitale. Si l'embryon est XX, la gonade se différenciera en ovaires, les 

canaux de Müller persisteront et se différencieront en utérus, trompes de Fallope, col de l'utérus et 

vagin. Néanmoins, si l'embryon est XY, la gonade se différenciera en testicules. Les canaux de 

Müller régresseront et les canaux de Wolff se développeront en un appareil reproducteur masculin. 
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Ainsi, la survenue d’une erreur au cours de l’une de ces étapes de développement conduit 

directement à la naissance d’un nouveau-né avec une anomalie de développement sexuel.  

Durant ma période de thèse, nous nous sommes intéressés, dans un premier temps, à déterminer 

la nature et la fréquence des anomalies chromosomiques chez les couples marocains qui ont subi 

des fausses couches spontanées à répétition et chez des patients marocains présentant une 

ambiguïté génitale, une aménorrhée et un phénotype de Turner afin de comparer nos résultats à 

ceux obtenus par d’autres pays ayant suivi la même méthode. Dans un deuxième temps, nous nous 

sommes intéressés à identifier de nouveaux gènes et/ou mutations génétiques impliquées dans 

l’apparition des anomalies de développement sexuel chez des patients marocains en utilisant la 

nouvelle génération de séquençage, notamment le séquençage de l’exome entier, connu sous le 

nom du Whole Exome Sequençing (WES). Dans un troisième temps, nous nous sommes intéressés 

à identifier les variants faux-sens les plus délétères du gène PIWIL1 à l'aide d'un certain nombre 

d'outils de prédiction computationnelle et d'évaluer leurs impacts sur la structure et la fonction du 

domaine PAZ à l'aide de la simulation de la dynamique moléculaire. 
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

1. La gamétogenèse 

1.1. La spermatogenèse  

La spermatogenèse est un processus complexe et dynamique par lequel les cellules souches de 

la lignée germinale, les spermatogonies, se transforment en cellules matures hautement 

spécialisées, les spermatozoïdes [de Kretser et al., 2016]. Elle se déroule au niveau des testicules 

(Figure 1) et elle débute à partir de la puberté tout en se poursuivant durant toute la vie de l’homme. 

 

 

A)  Coupe sagittale du bassin masculin, B) Vessie (vue dorsale), C) Testicule 

L’appareil génital masculin est constitué de : deux gonades mâles (testicules) qui permettent la production des 

spermatozoïdes, des voies excrétrices qui permettent la sécrétion des spermatozoïdes vers l’extérieur (canaux 

déférents, des épididymes et des canaux efférents), des glandes annexes (glandes de Cowper, vésicules séminales, et 

prostate) sécrétrices du liquide qui, avec les spermatozoïdes, constitue le sperme, et du tractus uro-génital (urètre) qui 

s’ouvre à l’extérieur par le méat urinaire [Carlson, 2019] 

Le déroulement de la spermatogenèse, chez l’homme, comme chez tous les mammifères, 

comprend trois phases majeures : une phase de multiplication, une phase de méiose et une phase 

de différenciation appelé spermiogenèse. À la fin, le spermatozoïde acquit son pouvoir fécondant 

au niveau de l’épididyme (Figure 2) [Guérin, 2016].  

Figure 1: Appareil génital masculin  
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[Jones and Lopez, 2006] 

1.1.1. Les phases de la spermatogenèse 

1.1.1.1. La phase de multiplication 

 La première phase de la spermatogenèse concerne les spermatogonies et dure environ 27 jours 

[Clermont, 1963]. Les spermatogonies apparaissent à la sixième semaine du développement 

embryonnaire au niveau des ébauches des glandes génitales et subissent des mitoses presque sans 

arrêt [Nagano et al., 2000]. Ces mitoses ne produisent que des spermatogonies qui restent inactives 

jusqu’à la puberté. En effet, il en existe trois types qui se différencient principalement par l’aspect 

de leurs chromatine nucléaire sous microscope optique : les spermatogonies Ad ont une 

chromatine dense d’aspect sombre (dark), les spermatogonies Ap ont une chromatine poussiéreuse 

claire (pâle) et les spermatogonies B ont une chromatine mottée et irrégulière [de Kretser et al., 

2016]. 

Les spermatogonies Ad sont considérées comme les spermatogonies souches qui constituent le 

pool réserve. En 1972, Clermont a décrit le mode particulier de division des spermatogonies dans 

le sens où les deux cellules filles ont des destinées différentes. La première reste strictement 

identique à la cellule mère et la deuxième évolue en spermatogonie Ap. Cette dernière subit une 

division cellulaire et donne naissance à deux cellules filles, spermatogonies B, qui subissent une 

ultime division pour donner des spermatocytes de premier ordre appelés spermatocytes primaires 

1 [Clermont, 1972]. Les spermatocytes primaires répliquent leur ADN pour se préparer à la 

deuxième phase de la spermatogenèse, qui est la phase de méiose. Les spermatocytes primaires 

ont donc un contenu (4C) d’ADN [Nagano et al., 2000].  

Figure 2: Étapes de la spermatogenèse et de la spermiogenèse 
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1.1.1.2. La phase de méiose 

Les spermatocytes primaires rentrent en première division de méiose qui aboutit à la formation 

de deux cellules filles à 23 chromosomes, appelées spermatocytes secondaires 2, ayant un contenu 

(2C) d’ADN. Les spermatocytes 2 subissent une deuxième division de méiose qui aboutit à la 

constitution de quatre spermatides contenant 23 chromosomes à un chromatide, soit donc un 

contenu (1C) d’ADN (Figure 3). Les spermatides ne se divisent pas mais subissent une 

spermiogenèse [Heller and Clermont, 1964; de Kretser et al., 2016].  

1.1.1.3. La phase de différenciation 

La spermiogenèse est l’ensemble des transformations morphologiques et physiologiques 

complexe qui aboutit à la transformation de la spermatide ronde, une cellule sans particularité, en 

une spermatide allongée, une cellule hautement différenciée, qui va elle-même évoluer en 

spermatozoïde [Fekih, 2018]. Elle s’effectue en 23 jours et est caractérisée par la condensation du 

noyau, la formation de l’acrosome, la formation du flagelle, la formation du manchon 

mitochondrial et la réorganisation du cytoplasme (Figure 4) [de Kretser et al., 2016]. 

À la fin de la spermiogenèse, les spermatozoïdes formés ne contiennent pas de réticulum 

endoplasmique, d’appareil de golgi, de lysosome, de peroxysome et de ribosome cytoplasmique 

[Matsumoto and Bremner, 2016]. Ils sont ensuite libérés dans la lumière du tube séminifère par un 

processus appelé spermiation [de Kretser et al., 2016].  

 

[Heffner and Schust, 2014] 

Figure 3: Représentation schématique de la mitose et la méiose des cellules humaines 
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Les étapes Sa, Sb1 et Sb2 correspondent 

au développement de Golgi, Sb2 et Sc à 

la phase acrosomique et Sd à la phase de 

maturation.  

A, vésicule acrosomique ; Af, filament 

axial ; An, anneau ; Ax, Axonème ; C, 

centrioles ; Fs, Gaine fibreuse ; G, Golgi 

; M, mitochondries ; Mn, manchette ; 

Mp, pièce médiane ; Mt, microtubules ; 

N, noyau ; Ne, enveloppe nucléaire ; Nk, 

cou ; Pp, pièce principale 

 [de Kretser et al., 2016]. 

1.1.1.4. La maturation des spermatozoïdes  

Les spermatozoïdes libérés dans l’épididyme ne sont pas fonctionnellement matures. Ils sont 

immobiles et décapacités. Ceci va être acquis juste après la sortie des spermatozoïdes du testicule 

par deux étapes : la maturation épididymaire suivie de la capacitation [Luangpraseuth-Prosper, 

2015]. 

1.1.1.4.1. La maturation épididymaire  

C’est au niveau de l’épididyme que les spermatozoïdes acquièrent leur mobilité. En effet, la 

compaction du noyau de la spermatide se poursuit avec l’oxydation des groupements thiols libres 

des protamines. Plus la tête du spermatozoïde est petite, plus sa mobilité est efficace et plus 

l’information génétique est protégée contre d’éventuels effets mutagènes [de Kretser et al., 2016]. 

Dans le début du corps de l’épididyme, les spermatozoïdes subissent des modifications 

importantes, qui dépendent de la composition du liquide épididymaire, afin d’acquérir un pouvoir 

fécondant. Au cours du transit des spermatozoïdes dans l’épididyme, les spermatozoïdes subissent 

une modification de leurs protéines membranaires d’origine testiculaire. Certaines protéines 

membranaires apparaissent transitoirement puis disparaissent afin de protéger les spermatozoïdes 

contre l’oxydation ou pour masquer certains sites. Dans la partie caudale de l’épididyme, de 

nouvelles protéines caractéristiques du pouvoir fécondant se mettent au niveau de la membrane du 

spermatozoïde [Dacheux et al., 2005]. 

Figure 4: Spermiogenèse dans les 

testicules humains 
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1.1.1.4.2. La capacitation  

Après la libération des spermatozoïdes dans le tractus génital femelle, les spermatozoïdes sont 

progressivement motiles mais incapable de se fixer à l’ovocyte et de le féconder. Ainsi, la 

capacitation débute dans la cavité utérine. Le cholestérol libre de la membrane plasmique du 

spermatozoïde, qui joue le rôle d’un facteur membranaire de décapacitation, est éliminé suite à  un 

stress oxydatif combiné à des accepteurs du cholestérol, présents dans les sécrétions génitales, 

l’albumine et la lipoprotéine HDL [Davis, 1980]. 

L’élimination du cholestérol redonne de la mobilité aux phospholipides membranaires des 

spermatozoïdes, ce qui permet aux ions, notamment le Ca2+ qui se lie à la phosphatidylsérine, de 

pénétrer à l’intérieur du spermatozoïde. En plus, l’élimination du cholestérol engendre une 

diminution du ratio cholestérol/phospholipides de la membrane [Luangpraseuth-Prosper, 2015]. 

Ceci entraine un changement au niveau de la fluidité membranaire et au niveau de la réorganisation 

des protéines à travers la membrane [Langlais et al., 1988]. Au niveau de l’isthme, les 

spermatozoïdes se lient aux cellules épithéliales où ils seront stockés en attente de l’ovulation 

[Baillie et al., 1997]. À l’ovulation, un signal endocrinien augmente les espèces réactives de 

l’oxygène à l’intérieur du spermatozoïde, le niveau intracellulaire d’adénosine cyclique 

monophosphate et aussi la phosphorylation des tyrosines au niveau de la gaine fibreuse de flagelle 

[Luangpraseuth-Prosper, 2015]. En réponse à ce signal, le calcium est relargué de façon pulsatile 

ce qui induit une motilité hyperactive du spermatozoïde [Luangpraseuth-Prosper, 2015]. Cette 

hyperactivité du spermatozoïde va lui permettre de se relâcher de l’épithélium de l’oviducte et 

gagner par la suite les trompes de Fallope jusqu’à l’ovocyte où il pénètre dans le cumuls de 

l’ovocyte. Les spermatozoïdes sont capables de réaliser ainsi la réaction acrosomique [Florman et 

al., 2008].  

1.1.2. La régulation de la spermatogenèse 

Au niveau du testicule, les différents types cellulaires sont sous la dépendance des hormones 

hypophysaires (Figure 5) [Holdcraft and Braun, 2004]. En effet, l’action pulsatile de l’hormone 

GnRH hypothalamique (Gonadotropin Releasing Hormone) induit la sécrétion de deux hormones 

gonadotrophines : FSH et LH [McLachlan et al., 2002].  

À la puberté, la LH joue un rôle indispensable au démarrage de la spermatogenèse [de Kretser 

et al., 2016]. La LH stimule des récepteurs, appartenant à la famille des récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires couplés à une protéine G intracellulaire, situées au niveau des cellules de 

Leydig. Ces derniers, en réponse à ce signal, produisent et sécrètent la testostérone. D’autre part, 

la prolactine permet une augmentation du nombre de récepteurs LH, et par conséquent, une 

augmentation de la synthèse de testostérone [de Kretser et al., 2016]. 
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[Chocu, 2014] 

La testostérone est indispensable à l’initiation et au déroulement de la spermatogenèse. Elle 

régule les fonctions des cellules de Leydig, les cellules de Sertoli et les cellules myoïdes 

péritubulaires, qui expriment son récepteur. La testostérone exerce aussi un rétrocontrôle négatif 

sur la sécrétion des gonadotrophines, en particulier la LH et la GnRH [McLachlan et al., 2002].  

 La FSH sécrétée pendant la vie fœtale agit directement sur les cellules de Sertoli en régulant 

leurs fonctions et leurs structures [Plant and Marshall, 2001]. Avant la puberté, la FSH stimule la 

prolifération des cellules de Sertoli. Ceci est indispensable pour la fertilité car c’est le nombre des 

cellules de Sertoli qui définit le nombre des spermatozoïdes pouvant être produit. À la puberté, la 

FSH est aussi impliquée dans l’initiation de la spermatogenèse [Plant and Marshall, 2001]. En 

effet, la FSH et la testostérone semblent agir en synergie pour contrôler la spermatogenèse. Les 

cellules de Sertoli sécrètent également l’inhibine qui exerce un rétrocontrôle négatif sur la 

sécrétion de la FSH [Plant and Marshall, 2001]. 

D’autres hormones interviennent également dans la spermatogenèse, notamment, les hormones 

thyroïdiennes, pancréatiques et surrénaliennes [Kumar et al., 2014]. Des récepteurs de la plupart 

de ces hormones ont été décrits dans les testicules. 

En plus d’être régulées par les hormones, les fonctions des différentes cellules du testicule sont 

soumises à une régulation paracrine au cours de la spermatogenèse. Cette régulation est due à des 

substances sécrétées par une ou un groupe de cellule, qui agissent sur des cellules adjacentes à 

Figure 5: Représentation schématique 

des principales régulations 

hormonales de la spermatogenèse 
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l’intérieur du testicule. Ces substances sont responsables d’interactions réciproques entre les 

cellules de Sertoli, les cellules germinales et les cellules de Leydig [de Kretser et al., 2016].  

1.2. L’ovogenèse, la folliculogenèse et l’ovulation 

1.2.1. L’ovogenèse  

L’ovogenèse est le processus par lequel une cellule germinale femelle se développe et se 

différencie en un ovocyte fécondable [Desai et al., 2017a]. Ce processus s’étend de la vie fœtale 

jusqu’à la ménopause et comporte trois phases : la phase de multiplication, la phase de maturation 

nucléaire et la phase de maturation cytoplasmique [Tortora and Grabowski, 1994]. 

 

L’ovaire est le principal organe reproducteur féminin. Il est constitué essentiellement des follicules qui contiennent 

une seule cellule germinale, l’ovocyte, entouré par des cellules somatiques de soutien, les cellules de la granulosa 

et les cellules de la thèque. L’ovaire fonctionne, également, comme un organe endocrinien en sécrétant les 

œstrogènes et la progestérone [Desai et al., 2017a]. Les ovaires se présentent sous la forme d’une paire de glandes, 

de 2,5 à 5,0 cm de long, 1,5 à 3,0 cm de large et 0,6 à 1,5 cm d’épaisseur, de part et d’autre de l’utérus [Conti and 

Chang, 2016].  

1.2.1.1. La phase de multiplication 

Chez la femme, l’ovogenèse commence environ 3 semaines après la fécondation. Les cellules 

germinales primordiales naissent du sac vitellin et migrent via des mouvements amiboïdes, à 

travers l'intestin postérieur, vers la crête génitale [Fujimoto et al., 1977; WITCHI, 1948]. Les 

cellules germinales primordiales subissent une division mitotique rapide au cours de cette 

migration. La crête génitale, formée entre environ 3,5 et 4,5 semaines de gestation, est composée 

Figure 6: Schéma de l'ovaire représentant le follicule et l'ovocyte en développement dans le cortex 

ovarien 
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de cellules mésenchymateuses, recouvertes par des cellules épithéliales cœlomiques [Desai et al., 

2017a]. À leur arrivée, les cellules germinales primordiales donnent naissance à des cellules 

souches diploïdes appelées ovogonies. Les ovogonies subissent une succession des mitoses, et le 

nombre d'ovogonies passe de 600 000 à la 8éme semaine de gestation, à plus de dix fois ce nombre 

à la 20éme semaine de gestation. Les ovogonies sont entourées par des cellules épithéliales 

somatiques dérivées des cellules mésenchymateuses de crête génitale, formant ainsi les follicules 

primordiaux. Les follicules commencent à se former aux alentours de la 16éme et la 18éme semaine 

de la vie fœtale et les ovogonies entrent dans la méiose [Gondos et al., 1986; Byskov, 1986; Goto 

et al., 1999]. 

1.2.1.2. La phase de maturation nucléaire 

Une fois que la méiose est initiée, l’ovogonie prend le nom d’ovocyte de premier ordre [Desai 

et al., 2017a]. Au bout de 4 à 5 mois de grossesse, l’ovaire atteint son nombre maximal d’ovocytes, 

entre 5 et 8 millions d’ovocytes. Ce nombre diminue considérablement à la naissance, entre 1 et 2 

millions d’ovocytes, et à la puberté, moins de 500 000 ovocytes [Baker, 1963].  

Les ovocytes primaires diploïdes subissent deux divisions méiotiques : une division 

réductionnelle qui aboutit à la formation des ovocytes secondaires haploïdes, et une division 

équationnelle qui fournit des ovocytes haploïdes (Figure 7) [Conti and Chang, 2016]. La méiose 

ovocytaire est discontinue. En effet, l’ovocyte primaire (Figure 8) entame sa première division 

pendant la vie fœtale, mais il subit un premier blocage au stade diplotène de la prophase I sous 

l’action de l’inhibiteur de la méiose ovocytaire (OMI), produit par les cellules de la granulosa, 

avec un noyau typique appelé noyau dictyé [Falcone and Hurd, 2013].Ce blocage persiste une très 

longue période, puisque cette première division ne reprendra qu’au moment de l’ovulation, où il 

subit un deuxième blocage en métaphase II jusqu’à la fécondation [Desai et al., 2017b].  

 

[Falcone and Hurd, 2013] 

Figure 7: Etapes de l'ovogenèse 



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE  La gamétogenèse 

26 

 

La méiose de l’ovogenèse est caractérisée par une inégalité des divisions. En effet, si la 

répartition chromosomique lors de la division de l’ovocyte primaire est équitable, celle du 

cytoplasme ne l’est pas, dans le sens où la quasi-totalité du cytoplasme est conservée par l’une des 

cellules filles, appelée désormais l’ovocyte secondaire [Desai et al., 2017a].  

Alors que l’autre cellule fille est appelée 1er globule polaire [Conti and Chang, 2016]. L’ovocyte 

secondaire va subir une deuxième division comparable à la première qui va fournir un 2éme globule 

polaire [Conti and Chang, 2016]. A la fin de cette phase, contrairement à la spermatogenèse, un 

ovocyte primaire ne fournit qu’un seul gamète, ovocyte secondaire [Falcone and Hurd, 2013; Conti 

and Chang, 2016; Desai et al., 2017a]. 

 

 

 

a) Ovocyte en prophase 1 de la 

méiose 1 ; b) Ovocyte en 

métaphase 1 ; c) Complexe 

cumulus: ovocyte présentant une 

morphologie généralement 

associée aux ovocytes matures au 

moment de l'ovulation ; d) 

Ovocyte mature en métaphase II 

[Falcone and Hurd, 2013]. 

1.2.1.3.  La phase de maturation cytoplasmique 

Cette phase comporte trois étapes : une étape de transcription d’ARN qui a lieu au cours de la 

prophase de la première division bloquée au stade diplotène, où le diamètre de l’ovocyte passe de 

14 à 100 micromètres. Une étape de traduction de ces ARNs qui a lieu dans l’ovocyte primaire. 

En effet, la synthèse de certains nombres de protéines rend l’ovocyte compétent pour reprendre la 

méiose lors de l’ovulation et lors de la fécondation. L’ovocyte ne subit pas de modifications 

morphologiques spectaculaires, durant cette étape, et reste sphérique. 3) Une étape de mise en 

réserve des ARNs. En effet, la plupart des ARNs transcrits lors de la première étape sont stockés 

pour être traduits après la fécondation et durant les stades du développement embryonnaire 

[Falcone and Hurd, 2013].  

    

    

Figure 8: Différents stage de 

maturation ovocytaire 
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1.2.2. La folliculogenèse  

La folliculogenèse est l’ensemble des mécanismes qui assurent la croissance et la maturation 

des follicules [Hugues, 2016]. Chez la femme, la folliculogenèse est un processus long, qui dure 

plusieurs mois, et qui est cyclique, puisque les follicules sont recrutés d’une manière régulière 

depuis le stade de follicule primordial à l’ovulation [Hugues, 2016]. Contrairement à l’ovogenèse, 

la folliculogenèse est un processus continu de la puberté à la ménopause et très sélectif. Il ne 

concerne que moins de 0,1% des follicules primordiales tandis que les autres follicules subissent 

un phénomène d’atrésie [Zeleznik, 2004].   

Les follicules ovariens sont les unités fonctionnelles du système reproductif féminin. Chaque 

follicule contient un ovocyte entouré par des cellules somatiques de soutien [Wear et al., 2016]. 

Ils sont classés selon leurs tailles et leurs morphologies en follicules primordiaux, follicules 

primaires, follicules secondaires, follicules antraux et follicules de De Graaf (Figure 9) [Hugues, 

2016]. 

 

[Feher, 2012] 

1.2.2.1. Les follicules primordiaux  

Les follicules primordiaux ont un diamètre de 50 micromètres [Hugues, 2016]. Ils sont formés 

par l’association de l’ovocyte primaire, bloqué au stade diplotène de la prophase I, à une seule 

couche des cellules folliculeuses aplaties, dites endothéliformes ou cellules de la pré-granulosa, 

Figure 9: Illustration séquentielle de la folliculogenèse dans l'ovaire humain 
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séparée du stroma ovarien par une membrane basale, appelée la membrane de Slavjanski [Hugues, 

2016]. 

Plusieurs facteurs sont impliqués dans la mise en place des follicules primordiaux. D’abord, 

pour que les follicules primordiaux se forment, les amas des cellules germinales primordiales 

doivent se dissocier, pour que chaque cellule germinale entre en contact avec les cellules de 

soutiens environnantes, et forme ainsi avec elles un follicule primordial. Xu et al. et Vanorny et 

al. ont montré que la voie de signalisation Notch est impliquée dans la fragmentation des amas 

ovocytaires [Xu and Gridley, 2013; Vanorny et al., 2014]. Certaines protéines impliquées dans la 

détection des dommages d’ADN sont aussi importantes pour la formation des follicules 

primordiaux. En effet, chez les souris KO pour les gènes MSH5 (mutS homolog 5), DMC1 

(Disrupted meiotic cDNA1 homolog) ou ATM (ataxia telangectasia-mutated homolog), une 

diminution importante du nombre de follicules primordiaux a été observée. Cette diminution du 

nombre est due à la perte de la capacité à réparer l’ADN endommagé des ovocytes au cours de la 

méiose, ce qui conduit à une augmentation de l’apoptose ovocytaire [Barlow et al., 1998; Di 

Giacomo et al., 2005] 

1.2.2.2. Les follicules primaires 

Les follicules primaires ont un diamètre qui passe de 60 à 80 μm. Ils sont caractérisés par une 

couche des cellules folliculeuses qui, quant à eux, ont une forme cubique. Le diamètre de la 

vésicule germinative atteint environ 20 μm [Hugues, 2016]. 

Plusieurs facteurs sont impliqués dans la transition des follicules primordiaux en follicules 

primaires. En effet, il a été démontré que les facteurs de transcriptions NOBOX, FOXL2 et FOXO3 

sont impliqués dans cette transition [Rajkovic et al., 2004; Schmidt et al., 2004; Moniruzzaman 

and Miyano, 2010].  

1.2.2.3. Les follicules secondaires 

Les follicules secondaires ont un diamètre qui varie entre 200 et 400 μm. Les cellules 

folliculeuses s’organisent en deux puis en plusieurs couches de cellules cubiques, formant ainsi la 

granulosa [Hugues, 2016]. À ce stade, les récepteurs FSH apparaissent à la surface des cellules de 

la granulosa. L’ovocyte augmente de volume et sécrète une enveloppe glycoprotéique autour d’elle 

appelée la zone pellucide. Les cellules de la granulosa entrent en contact avec l’ovocyte via des 

jonctions communicantes qui vont assurer un échange métabolique. Les cellules de la stroma 

interne se différencient pour former la thèque interne avec des récepteurs de LH [Hugues, 2016]. 

À ce jour, peu de facteurs ont été identifiés comme impliqués dans la transition de follicule 

primaire en follicule secondaire. En effet, la folliculogenèse est arrêtée au stade primaire chez les 
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souris KO pour le GDF9 et chez les brebis KO pour le gène GDF9b [Dong et al., 1996; Galloway 

et al., 2000]. 

1.2.2.4. Les follicules antraux 

Les follicules antraux ont un diamètre de 1 à 20 mm. Les cellules de la granulosa sécrètent du 

liquide folliculaire qui forme des microcavités entre elles et qui va progressivement former une 

cavité unique appelé l’antrum. La thèque se différencie en deux couches, thèque interne et thèque 

externe. La membrane de Slavjanski sépare toujours la granulosa et la thèque interne [Hugues, 

2016].  

L’IGF-1, le récepteur d'aryl d'hydrocarbone (AHR) et la superoxyde dismutase (SOD1) 

semblent être impliqués dans la transition d’un follicule secondaire en un follicule antral [Baker 

et al., 1996; Matzuk et al., 1998; Benedict et al., 2000]. 

1.2.2.5. Les follicules de De Graaf 

Les follicules de De Graaf sont aussi appelés follicules mûrs ou pré-ovulatoires. Leurs 

diamètres atteints juste avant l’ovulation environ 23 mm [Hugues, 2016]. Cette croissance est due 

à l’accroissement du volume de l’antrum qui atteint 3 à 5 ml. À ce stade, l’ovocyte est toujours 

bloqué en prophase de la première division méiotique et atteint un diamètre d’environ 110 

micromètres. Il forme avec les cellules de granulosa, qui l’entoure directement, le cumulus 

oophorus. La première couche des cellules de la granulosa qui entoure l’ovocyte porte le nom de 

corona radiata. La membrane de Slavjanski sépare toujours la thèque interne des cellules de la 

granulosa, et le tout est limité par la thèque externe [Falcone and Hurd, 2013].  

La croissance du follicule antral en un follicule mur est strictement dépendante de la présence 

de FSH et de la LH. Le facteur IGF-1, qui régule positivement l’expression du récepteur de la 

FSH, peut aussi jouer un rôle essentiel dans le phénomène de sélection folliculaire [Zhou et al., 

1997]. En effet, une sélection de follicule antral se produit en fonction de sa taille et de sa 

sensibilité aux hormones. Les follicules antraux non sélectionnés sont éliminés.  Le follicule 

destiné à ovuler est reconnaissable par sa taille. 

1.2.3. L’ovulation 

L'ovulation consiste à la rupture de la paroi du follicule et de l'ovaire. Au niveau du follicule, 

Le cumulus se détache de la granulosa et subit une mucification, ce qui conduit à une augmentation 

de volume. L’ovocyte se détache de la corona radiata et les prolongements des cellules péri-

ovocytaires se rétractent hors de la zone pellucide. L’ovocyte, encore entouré par le cumulus, flotte 

dans la cavité folliculaire [Guglielmo and Albertini, 2013].  
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Le follicule déforme la surface de l’ovaire et ses couches tissulaires se perforent en un endroit 

bien précis, ce qui entraine le complexe cumulus-ovocyte à la surface de l’ovaire. L’épithélium 

ovarien et les cellules de la granulosa se disjoignent, alors que la matrice intercellulaire des thèques 

et la membrane de Slavjanski se désintègrent [Guglielmo and Albertini, 2013].  

L’ovocyte, bloqué en prophase I, doit terminer la première division méiotique. Cette reprise de 

la méiose se fait en réponse au pic pré-ovulatoire du LH [Mehlmann, 2005]. L’adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc) et la guanosine monophosphate cyclique (GMPc) ont un rôle 

crucial dans le maintien de l’arrêt méiotique. L’AMPc maintien le facteur MPF (M-phase 

promoting factor) inactif via la phosphorylation de la kinase CDK1 (Cyclin-dependent kinase 1). 

En réponse au pic de LH, la phosphodiestérase spécifique de l’ovocyte s’active, induit l’hydrolyse 

de l’AMPc en une forme inactive et initie la reprise méiotique. Plus récemment, il a été montré 

que le NPPC (Natriuretic peptide type C), produit par les cellules de la granulosa murale, agit sur 

les cellules du cumulus et induit l’augmentation du GMPc. Ce dernier rejoint l’ovocyte, via les 

jonctions gap, et inhibe l’activité de PDE3A (Phosphodiestérase 3A) , ce qui maintient l’ovocyte 

dans un état de quiescence [Zhang et al., 2010]. Le pic de LH induit la diminution de la production 

de GMPc et l’augmentation de l’EGF, qui a pour effet la fermeture des jonctions gap, et ainsi la 

réduction de GMPc dans l’ovocyte [Robinson et al., 2012; Norris et al., 2010]. Cette diminution 

de concentration de l’AMPc et de GMPc permet la reprise de la méiose qui va s’arrêter encore en 

métaphase de la seconde division et ne s’achèvera qu’à la fécondation.  

1.3. La régulation épigénétique des ET dans la lignée germinale  

1.3.1. Les éléments transposables (ET) 

Les éléments transposables (ET) sont des séquences, répétées et mobiles, capables de 

transporter du matériel génétique d’un endroit du génome à un autre par un mécanisme de copier-

coller ou de couper-coller. En conséquence, leur mouvement peut avoir un effet néfaste sur les 

organismes, entraînant des réarrangements structurels génomiques, tels que des délétions, des 

duplications et des inversions. Les éléments transposables sont des composants majeurs du 

génome, ils représentent approximativement 37% du génome murin, 45% du génome humain et 

plus de 80% du génome de certains végétaux [Waterston et al., 2002; Lander et al., 2001]. Bien 

que la majorité des éléments transposables sont mutés ou tronqués, ce qui les rends inactifs, 

certains ET restent actifs ce qui provoque l’apparition des nouvelles copies de transposons dans le 

génome. Les éléments transposables peuvent être classés, selon leur mode de transposition en deux 

catégories : les ET de classe 1 ou rétrotransposons et les ET de classe 2 ou transposons à ADN 

(Figure 10) [Etcheverry, 2013]. 
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Les transposons à ADN se déplacent d’un site d’ADN à un autre en utilisant une transposase et 

une protéine de réparation pour être couper-coller ailleurs dans le génome [Etcheverry, 2013]. 

Les rétrotransposons sont caractérisés par un mode de transposition faisant intervenir un 

intermédiaire ARN et une étape de transposition inverse [Saint leandre, 2016]. En fait, un locus 

portant des séquences de rétrotransposons est transcrit en ARN intermédiaires qui subissent une 

transcription inverse pour donner un ADN capable, via une intégrase, de se transposer à une 

nouvelle position du génome. Ce mécanisme de transposition, copier-coller, engendre un grand 

nombre de copies ce qui peut expliquer, en partie, la prédominance des rétrotransposons dans le 

génome. Les rétrotransposons sont classés en trois classes : les rétrotransposons LTR (long 

terminal repeat) qui représentent environ 21% du génome humain, les SINEs (non-LTR non 

autonomous short interspersed elements) qui représentent environ 13% du génome humain et les 

LINEs (non-LTR autonomous long interspersed elements) [Etcheverry, 2013]. 

Différents systèmes de défense existent dans les cellules germinales pour contrôler l’expansion 

préjudiciables de ces éléments transposables notamment la méthylation de l’ADN, les 

 

[Saint leandre, 2016] 

Figure 10: Les mécanismes de transposition des deux classes d’éléments transposables 
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modifications post-traductionnelles des histones, et un système de défense particulier basé sur 

l’utilisation des petits ARN appelés piARN (PIWI interacting RNA). L’action de ces derniers 

pourrait être comparée à celle d’un système immunitaire à l’échelle du génome [Iwasaki et al., 

2015]. 

1.3.2. La voie PIWI-piARN 

La voie PIWI-piARN est une voie de répression majeur des éléments transposables dans les 

gonades animales [Senti et al., 2015]. Les piARNs sont des petits ARN produits à partir d'ARN 

simple brin dérivés de centaines de locus génomiques de piARN. Les piARNs peuvent également 

être produits à partir d'ARNm dont la production est largement limitée à des régions 3’UTR. Les 

piARNs guident les protéines PIWIs vers des ARN cibles complémentaires pour initier leur 

répression [Senti et al., 2015]. Les piARNs s’associent avec les protéines PIWI pour former des 

complexes ribonucléoprotéiques, piRISC (piRNA-induced silencing complex), impliqués 

notamment dans la répression des rétrotransposons au sein de la lignée germinale mâle [Iwasaki 

et al., 2015]. 

1.3.2.1. Les protéines PIWIs 

Les protéines PIWIs (Piwi like RNA-mediated gene silencing ) appartiennent à la famille des 

protéines Argonautes (Figure 11). Elles sont exprimées dans un large éventail d'organismes, des 

éponges à l'être humain [Malone et al., 2009; Malone and Hannon, 2009; Siomi et al., 2011]. 

Contrairement aux Argonautes, les PIWI présentent des motifs riches en arginine dans leur 

extrémité N-terminale. Le niveau d’expression et le nombre des protéines PIWI varient d’une 

espèce à une autre. Elles sont généralement exprimées dans la lignée germinale [Iwasaki et al., 

2015]. 

 

a) Organisation des domaines caractéristiques des protéines Argonautes, b) Représentation de la structure de la 

protéine Argonaute de Thermus thermopilus (PDB Code: 3DLB) [Xiol, 2011] 

Figure 11: La famille des protéines Argonautes 
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Chez la drosophile, trois types de protéines PIWIs sont exprimées dans la lignée germinale mâle 

et femelle : la protéine nucléaire PIWI et les protéines cytoplasmiques Aubergine (AUB) et 

Argonaute 3 (AGO3) (Figure 12). Elles sont généralement responsables de la répression de 

transcription des transposons dans les ovaires. On pense que cette répression se produit par 

l’interaction des complexes PIWI-piARN avec des transcrits complémentaires situés à proximité 

des régions chromosomiques qui les ont produits. La perte de fonction d’un seul type de protéine 

PIWI induit une altération de l’ovogenèse et de la spermatogenèse, ce qui cause une infertilité 

[Cox et al., 1998; Li et al., 2009; Lin and Spradling, 1997; Schmidt et al., 1999; Schupbach and 

Wieschaus, 1991]. 

 

 

[Iwasaki et al., 2015] 

Figure 12: Schéma représentant les petits ARN interférents, leurs protéines partenaires de la 

famille Argonaute, leurs complexes RISC et leurs gènes cibles 
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Contrairement à la drosophile, l'expression des protéines PIWIs de souris est largement limitée 

aux testicules et l’inactivation des gènes PIWIs ne conduit qu’à une infertilité masculine [Carmell 

et al., 2007]. En effet, les souris expriment, eux aussi, trois types des protéines PIWIs : MIWI, 

MILI et MIWI2. La protéine MILI est détectée dans les souris mâles et femelles, alors que les 

protéines MIWI et MIWI2 se trouvent exclusivement dans les cellules germinales mâles 

[Kuramochi-Miyagawa et al., 2001]. Chez l'être humain, on distingue quatre types des protéines 

PIWIs : PIWIL1, PIWIL2, PIWIL3 et PIWIL4. Ils sont également connus sous les noms HIWI1, 

HILI, HIWI2 et HIWI3. Ces protéines se caractérisent par quatre domaines : le domaine N-

terminal, le domaine PAZ, le domaine MID et le domaine PIWI [Meister, 2013].  Les deux 

domaines PAZ et MID sont responsables de la fixation des piARNs tandis que le domaine PIWI 

est semblable à la ribonucléase H (RNase H) (Figure 11) [Cora et al., 2014]. 

1.3.2.2. Les ARN interagissent avec PIWI (piARN) 

Les protéines PIWIs interagissent avec une classe spécifique de petits ARN non codants appelés 

piARN (ARN interagissant avec PIWI) pour former le complexe ribonucléoprotéique piRISC 

[Aravin et al., 2006; Grivna et al., 2006; Lau et al., 2006]. Ils sont largement retrouvés dans tout 

le règne animal, chez l'être humain, la souris, le poisson, le ver, le rat et même chez les animaux 

plus simples, comme les éponges (Amphimedon queenslandica) et l'anémone de mer 

(Nematostella vectensis), mais pas chez les champignons ou les plantes [Grimson et al., 2008].  

Les piARN sont légèrement plus longs que le miARN (24–32 nt de long) et différents, en termes 

de biogenèse et de fonction, des autres petits ARN tels que les siARNs. Les piARNs possèdent, 

au niveau de l’extrémité 3’, un groupement 2’O-méthyl permettant ainsi leur reconnaissance par 

les protéines PIWI. Bien que les piARNs aient été découverts en 2006 en tant que petits ARN non 

codants interagissant spécifiquement avec les PIWI, leurs voies moléculaires, ainsi que les facteurs 

influençant leurs biogenèses et leurs fonctions restent insaisissables. Ils sont beaucoup plus divers 

que celles de toute autre classe connue d'ARN cellulaires et constituent la plus grande classe 

d'ARN non codants, environ 1 millions de séquence unique [Iwasaki et al., 2015].  

Des études par séquençage ont montré que les piARNs proviennent d’un nombre limité de locus 

connus sous le nom de piARN clusters par un mécanisme indépendant de DICER [Suzuki et al., 

2012]. Ces clusters sont localisés dans des régions riches en répétitions ou dans des régions 

intergéniques et mesurent entre quelques kilobases à plus de 100 kilobases de long.  Les piARNs 

clusters hébergent un grand nombre et divers types de transposons. Et par conséquent, les piARNs 

régulent principalement l'activité des transposons, à savoir leur expression et leur mobilité dans le 

génome. Étant donné que la mobilité des transposons présente un risque élevé d'endommager le 
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génome de manière intracellulaire, la régulation des transposons par l'intermédiaire des piARNs 

est essentielle pour préserver une gamétogenèse [Iwasaki et al., 2015].  

1.3.2.3. Le complexe piRISC 

L’interaction des protéines PIWI avec les piARNs permet la formation du complexe piRISC 

qui participe à deux mécanismes distincts : un mécanisme primaire qui va permettre la répression 

post-transcriptionnelle des éléments transposables et un mécanisme secondaire qui va permettre 

l’amplification de la réponse contres ces éléments via la génération des nouveaux piARN à partir 

des transcrits cibles (Figure 13) [Iwasaki et al., 2015].  

 

[Iwasaki et al., 2015] 

Le mécanisme primaire est un mécanisme peu connu. Chez la drosophile, il a été démontré que 

la première étape de maturation des piARNs se fait dans le cytoplasme. Les piARNs précurseurs 

sont coupés pour donner des « piRNA like small RNA » par l’action d’une endonucléase Zucchinie 

ou Zuc située près de la mitochondrie, d’une granule cytoplasmique appelée Flam et du corps Yb.  

Les Zuc marquent l’extrémité 5’ de piARN par un groupement monophosphate [Nishimasu et al., 

2012; Ipsaro et al., 2012]. Les protéines PIWIs, assistées par les protéines chaperonnes HSP90, 

prennent en charge ces fragments d’ARNs. Ensuite une exonucléase 3’-5’, coupe l’extrémité 3’ de 

ces ARN, permettant ainsi leur méthylation à la position 2’ de l’extrémité 3’ par la 

méthyltransférase Hen1 (ou small RNA 2'-O-methyltransferase), afin de les protéger contre la 

dégradation et former un complexe piRISC actif [Horwich et al., 2007].  Mohn. et al ont montré 

que cette exonucléase peut être également la protéine Zuc, et que ses coupures engendrent des 

nouveaux piARNs primaires appelé Trail-piARNs. Ces derniers vont permettre une amplification 

de la réponse. D’autres études ont révélé que les facteurs (Armi, une hélicase) et Yb (somatic 

piRNA biogenesis factor) permettent l’identification des précurseurs piARN lorsqu’ils sont 

associés à un transcrit (Figure 14) [Pandey et al., 2017].  

Figure 13: Mécanisme primaire et secondaire de la production des piARN 
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Le complexe piRISC actif gagne le noyau et induit la répression des promoteurs des éléments 

transposables en modifiant les histones par H3K9me3 et l’insertion de pol2 dans la séquence cible.  

Plusieurs facteurs, tels que DmGTSF1, Mael et HP1a, sont impliqués dans ce processus, mais 

le mécanisme reste peu clair [Olivieri et al., 2010; Iwasaki et al., 2015]. 

Dans le cas où le complexe piRISC est formé par la protéine Aubergine, il amplifie les 

séquences de piARNs. Ce mécanisme secondaire se produit au niveau du cytoplasme et vise les 

ARNs issus des éléments transposables. Ces derniers vont être clivés via une action 

endonucléolytique au niveau du 10ème nucléotide qui s’apparie avec les piARNs à partir de 

l’extrémité 5’, ce qui engendre des nouveaux précurseurs piARNs.  Ces derniers seront alors pris 

en charge par la protéine AGO3 et subissent une maturation au niveau de leurs extrémités 3’. Le 

nouveau complexe piRISC associé avec AGO3 agit alors, avec Aubergine, sur l’ARN du 

transposon cible donnant naissance à un piARN secondaire. Ce dernier sera, à son tour, capable 

de cliver le brin antisens de sa séquence cible par complémentarité de base. Ce cycle, appelé ping-

pong, se poursuit tant que les piARNs secondaires reconnaissent et clivent des transposons afin de 

générer de grande quantité de piARN pour permettre une répression efficace. La reconnaissance 

spécifique des brins sens et antisens par les protéines AUB et AGO3 est un mécanisme qui reste 

encore inconnu [Iwasaki et al., 2015]. 

 

  

[Iwasaki et al., 2015] 

Figure 14: Le mode de régulation épigénétique des éléments transposables par la voie PIWI-piARN 
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Figure 15: Schéma illustrant la différenciation des organes génitaux masculins et féminins 

2. Le développement des appareils génitaux 

Chez l’être humain, la mise en place de l’appareil génital commence, à la 3éme semaine de 

développement embryonnaire, par le développement d’une gonade indifférenciée et identique chez 

les embryons XX et XY, appelée crête génitale. Si l'embryon est XX, la gonade se différenciera 

en ovaires, les canaux de Müller persisteront et se différencieront en utérus, en trompes de Fallope, 

en col de l'utérus et en vagin. Néanmoins, si l'embryon est XY, la gonade se différenciera en 

testicules. Les canaux de Müller régresseront et les canaux de Wolff se développeront en un 

appareil reproducteur masculin (Figure 15) [Achermann and Hughes, 2016; Donohoue, 2018]. 

2.1. Le développement d’un appareil génital indifférencié 

La mise en place de la gonade bipotentielle est assurée par deux populations cellulaires : les 

cellules somatiques de soutien et les cellules germinales primordiales, qui seront à l’origine des 

gamètes. Les cellules germinales primordiales apparaissent au niveau de l’épiblaste et migrent en 

région extra embryonnaire, près de l’allantoïde, dès le 10éme - 11éme jour de développement 

embryonnaire (Figure 16) [De Felici, 2013]. Elles se prolifèrent et passent de quelques dizaines à 

des centaines entre la 3éme et la 4éme semaine de développement [Hyon, 2016]. Les crêtes génitales 

se forment, à partir de la 4éme semaine de développement, entre le mésonéphros et la racine du 

mésentère dorsal [Encha-Razavi and Escudier, 2008]. Au cours de la 5éme et la 6éme semaine de 

développement, les cellules primordiales migrent à nouveau vers les crêtes génitales, ce qui 

entraine la prolifération des cellules épithéliales cœlomiques [Zaiat, 2015]. Ces derniers vont 

entourer, par la suite, les cellules germinales et former les cordons sexuels primitifs. À ce stade, la 

 

 

[Délot and Vilain, 2019] 
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Figure 16: Embryologie des gonades 

gonade présente une morphologie strictement identique chez les deux embryons XX et XY, avec 

présence de cordons sexuels primitifs [Mouka, 2017]. Un cordon cellulaire plein apparait à la 4éme 

semaine de développement au niveau de la partie antérieure du mésoderme intermédiaire. Le 

cordon se tubulise au cours de sa progression vers la partie caudale de l’embryon pour fusionner 

avec la paroi postérieure du cloaque et former les canaux de Wolff  [Mullen and Behringer, 2014]. 

Une deuxième paire de canaux apparait à partir de la 6éme semaine de développement appelés 

canaux de Müller. Cette paire de canaux se forme latéralement par rapport aux canaux de Wolff  

[Schoenwolf et al., 2009a]. 

À partir de la 3éme – 4éme semaine de développement, les organes génitaux externes se forment 

autour de la membrane cloacale à la confluence des voies génitales et urinaires.  

À la 5éme semaine de développement, les bourrelets cloacaux se forment de chaque côté de la 

membrane cloacale par épaississement du mésenchyme caudal qui soulève l’ectoderme de la 

membrane cloacale [Hyon, 2016]. Les bourrelets cloacaux fusionnent pour former le tubercule 

génital [Mouka, 2017]. À la 8éme semaine de développement, le sinus urogénital est séparé du canal 

 

 

[Arboleda et al., 2016] 
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Figure 17: Schéma illustrant les gènes impliqués dans la différenciation de la gonade bipotentielle 

ano-rectal par le septum uro-rectal. Une fois séparés, les bourrelets cloacaux sont nommés 

bourrelets génitaux et la plaque urétrale est apparue. Les replis génitaux, situés en dedans des 

bourrelets génitaux, se forment autour de la plaque urétrale [Encha-Razavi and Escudier, 2008; 

Schoenwolf et al., 2009b]. 

Plusieurs facteurs génétiques sont indispensables à la croissance et la survie précoces des 

gonades, dont certains sont NR5Α1, LHX9, WT1, CBX2 et IGF1R (Figure 17).  

 

Le récepteur nucléaire NR5A1 est un facteur de transcription exprimé dans les gonades et dans 

tous les tissus synthétisant des stéroïdes [Mullen and Behringer, 2014]. La suppression du gène 

NR5A1 chez la souris entraîne une agénésie complète des gonades et des glandes surrénales. Il est 

régulé par le gène LHX9 (LIM Homebox 9), qui est nécessaire à la formation de la gonade [Orvis 

and Behringer, 2007]. Le facteur de transcription à doigts de zinc, Wilm’s tumor 1 (WT1), en 

particulier son isoforme WT1-KTS, est également essentiel au développement de la gonade 

bipotentiels et des reins [Jacob et al., 1999]. WT1-KTS se lie en coopération avec LHX9 au 

promoteur NR5A1. Le gène CBX2  (Chromobox homolog 2) joue également un rôle clé 

[Kobayashi and Behringer, 2003]. Les embryons dépourvus de ce gène ont une expression réduite 

de NR5A1 et LHX9, ce qui entraîne des défauts de croissance des gonades. Des déficits de 

développement gonadique sont également observés chez des souris dépourvues des facteurs de la 

voie de signalisation insuline/IGF, plus spécifiquement du récepteur de l'insuline (INSR) et du 

récepteur de l'IGF (IGF1R) [Kobayashi et al., 2004]. 

 

 

[O’Neill et al., 2019] 
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2.2. Le développement de l’appareil génital masculin 

2.2.1. Le développement testiculaire 

À la 7éme semaine de développement embryonnaire, les cellules somatiques de la gonade 

bipotentielle commence à se différencier en cellules de Sertoli. Ces derniers vont se polariser et 

établir des jonctions intercellulaires, ce qui conduit à l’englobement des cellules germinale 

primordiales et à la formation des cordons séminifères [Wilhelm et al., 2007]. En effet, le 

chromosome Y a une région spécifique, la région déterminante du sexe ou (SRY), qui pousse la 

gonade bipotentielle à se différencier en testicules, en induisant la différenciation des cellules de 

sertoli. SRY régule positivement SOX9 qui stimule l'expression du facteur de croissance des 

fibroblastes 9 (FGF9). Le SOX9 et le FGF9 agissent ensemble dans une boucle de régulation 

positive pour promouvoir la survie des cellules germinales primordiales, empêcher l'entrée des 

cellules germinales primordiales dans la méiose et supprimer le développement des ovaires 

[Achermann and Hughes, 2016].  

DAX1 et NR5A1 sont des facteurs supplémentaires qui régulent positivement l’expression de 

SOX9. SOX9 et NR5A1 activent l'expression de l’AMH. WT1-KTS et GATA4 régulent également 

l'expression de l’AMH. Les cellules de Sertoli sécrètent l’AMH dans la crête génitale 

embryonnaire, provoquant ainsi une régression des canaux de Müller chez le mâle [Achermann 

and Hughes, 2016].  

En général, SOX9 est nécessaire à la prolifération des cellules de Sertoli, à l'expansion des 

cellules somatiques, à la migration et à la différenciation du testicule en développement, à la 

régression du canal de Müller et à la différenciation somatique [Narang et al., 2019]. 

 Les autres types cellulaires présents au niveau de testicule fœtal proviennent à la fois de 

l’épithélium cœlomique et du mésonéphros. Les cellules issus de l’épithélium cœlomique vont 

contribuer à l’augmentation du volume de la gonade, alors que les cellules dérivant du 

mésonéphros vont contribuer à la mise en place de l’architecture gonadique [Karl and Capel, 1998; 

DeFalco et al., 2011]. En effet, la migration de cellules endothéliales mésonéphrotique va induire 

la compartimentation de la gonade et donner naissance aux cordons testiculaires tout en assurant 

la vascularisation du testicule [Martineau et al., 1997]. Les cellules myoïdes péritubulaires, 

différencier à partir des cellules mésonéphrotiques, contribuent, avec les cellules de Sertoli, à la 

mise en place de la membrane basale qui entoure les cordons testiculaires [Achermann and 

Hughes, 2016].   

L’origine exacte des cellules de Leydig, qui sont responsable de la synthèse des stéroïdes 

gonadiques, n’est pas complétement établie. En effet, les cellules de Leydig se différencient à 
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partir des cellules du mésenchyme. Ces derniers ont probablement une double origine, certaines 

cellules proviennent de l’épithélium cœlomique et d’autres du mésonéphros [Karl and Capel, 

1998; DeFalco et al., 2011]. Plusieurs facteurs sont impliqués dans la différenciation des cellules 

de Leydig, Notamment, le DHH et le PDGF responsables à la régulation positive de cette 

différenciation,  NOTCH2 et WNT4 responsables à la régulation négative de la même 

différenciation [Vainio et al., 1999; Gnessi et al., 2000; Clark et al., 2000; Canto et al., 2004; 

Brennan et al., 2003, 2003; Tang et al., 2008; Narang et al., 2019]. 

2.2.2. La migration testiculaire 

Au cours du développement embryonnaire, les gonades sont initialement ancrées en haut dans 

l'abdomen, près des reins, puis fixées au canal inguinal par le biais d'un ligament cylindrique 

appelé gubernaculum (Figure 18). Bien que les gonades soient encore indifférenciées, il existe une 

migration passive, indépendante des hormones, qui se produit chez les deux sexes. Cette migration 

initiale est étroitement liée à la descente du diaphragme et marque la seule descente qui se produit 

dans le développement gonadique femelle [Nakaya et al., 2008]. Chez les hommes, la maturation 

des gonades nécessite une descente supplémentaire dans le scrotum. Cette descente est régulée de 

manière hormonale et elle est biphasique [Narang et al., 2019]. 

 

A) au cours du deuxième mois. B) au troisième mois C) au septième mois. D) à la naissance [Carlson, 2014]. 

 

Figure 18: Migration testiculaire chez le fœtus mâle 
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Figure 19: Schéma illustrant les gènes impliqués dans la migration testiculaire 

2.2.2.1. La phase transabdominale 

Le phase transabdominale de la migration testiculaire (ou descente testiculaire) se produit entre 

la 10éme et la 15éme semaine de gestation chez l’homme. Elle s’appuie sur le développement 

gubernaculaire hormono-dépendant. Le développement testiculaire se produit sur la surface 

antéromédiane du mésonéphros dans la crête urogénitale [Narang et al., 2019].  

Au début de la différenciation sexuelle, le gubernaculum se développe, alors que le 

mésonéphros régresse. Le gubernaculum se fixe ensuite au testicule et au canal de Wolff (Figure 

19). Le canal de Wolff devient l'épididyme, le canal déférent, l'uretère, le trigone et l'urètre 

proximal. La descente du testicule est initiée par un gonflement gubernaculaire, qui survient en 

réponse à l'acide hyaluronique et aux glycosaminoglycanes [Ayers et al., 2015, 1]. Le 

gubernaculum s’allonge et pousse le testicule et l’épididyme vers l’anneau inguinale. Pendant ce 

temps, la partie caudale du gubernaculum se gonfle également en élargissant le canal inguinal pour 

préparer le passage transinguinale du testicule [Warot et al., 1997].  

L’Insulin-like 3 (INSL3), produite par les cellules de Leydig, est l'hormone clé de la migration 

transabdominale. Les expériences menées sur des souris ont permis de comprendre son importance 

dans la descente testiculaire[Behringer et al., 1994]. L’INSL3 est produite dans les testicules par 

les cellules de Leydig et transmet des signaux via le RXFP2 (Relaxin Family Peptide Receptor 2).  

En effet, le RXFP2, un récepteur couplé à la protéine G, est exprimé dans le gubernaculum. Il 

augmente le taux de l'AMPc intracellulaire, initie la signalisation des voies de la β-caténine, du 

WNT et de la NOTCH (Figure 19) [Behringer et al., 1994; Catlin et al., 1997].  

 

 

[O’Neill et al., 2019] 
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La croissance du gubernaculum de la paroi inguinale est analogue à la croissance du bourgeon 

de membre embryonnaire. Le gubernaculum est une structure conique allongée composée d'une 

matrice extracellulaire et des cellules mésenchymateuses comprenant principalement des 

fibroblastes et des cellules musculaires. La prolifération gubernaculaire est contrôlée par le peptide 

apparenté au gène de la calcitonine (CGRP) [O’Neill et al., 2019]. 

L’inactivation du gène HOX11 chez les souris conduit à une cryptorchidie, ce qui suggère un 

rôle important de HOX11 dans la descente testiculaire [O’Neill et al., 2019]. La β-caténine, le 

TNT et le NOTCH sont également des facteurs importants de prolifération mésenchymateuse 

gubernaculaire en aval de l’INSL3 [Catlin et al., 1997]. La voie de signalisation NOTCH est 

également nécessaire pour la croissance du processus vaginal, une petite évagination du péritoine, 

qui constitue une voie de passage pour le testicule descendant.  

2.2.2.2. La phase d'Inguino-scrotal 

Au cours des semaines 22-25 de gestation, les testicules et les épididymes sont positionnés au 

niveau des anneaux internes du canal inguinal. La deuxième phase de la descente, la phase inguino-

scrotale, survient, après une brève pause, entre les semaines 25 et 35. Les testicules, l'épididyme 

et le gubernaculum vont se déplacer, tous ensemble, dans le canal inguinal. Le gubernaculum va 

alors se contracter, ce qui permet un changement de pression permettant le passage transinguinale. 

Après le passage, le gubernaculum deviendra fibreux [O’Neill et al., 2019]. Les gonadotrophines 

du placenta et de l'hypophyse fœtale jouent un rôle important dans la régulation de la production 

testiculaire d'androgènes, ainsi que de l’l’INSL3 et l’AMH [Connell et al., 2013; Moore et al., 

2015]. 

2.2.3. Le développement des organes génitaux externes 

Au cours du 3éme mois du développement embryonnaire, le tubercule génital s’allonge pour 

former le pénis. Lors de cet allongement, la fente uro-génitale s’étire et les replis génitaux se 

rapprochent pour former une gouttière ouverte à la face inférieure du pénis. À la fin de la 14éme 

semaine, la gouttière se ferme et devient l’urètre pénien. Ce dernier s’entoure du corps spongieux, 

une masse de tissu mésenchymateux érectile, qui se prolonge dans l’extrémité du pénis pour former 

le gland, qui sera recouvert par un repli appelé le prépuce. Ce repli s’invagine en direction de 

l’urètre pénien et se creuse pour former l’urètre balanique [Yamada et al., 2003]. Les bourrelets 

labio-scrotaux fusionnent sur la ligne médiane, avec formation d’un raphé qui se prolonge à la 

base du pénis, et forment le scrotum (Figure 20) [Encha-Razavi and Escudier, 2008; Schoenwolf 

et al., 2009b]. 
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[Carlson, 2014] 

Plusieurs facteurs génétiques sont impliqués dans le développement du tubercule génitale dont 

HOXa13, HOXd13, SHH, SMO, GFJ10, FJFR2 et SRD5A2. En effet, les isoformes de la protéine 

HOX13 (HOXa13 et HOXd13) jouent un double rôle dans le développement du tubercule génital : 

un rôle dans le mésenchyme génital et un rôle dans la fermeture de la gouttière et la formation de 

Figure 20: Différenciation des organes génitaux externes chez l’homme 
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l’urètre pénien. Les deux isoformes sont exprimés, durant le développement du tubercule génital, 

dans la plate urétrale et dans le mésenchyme qui l’entoure [Spitz et al., 2003]. La suppression de 

l’un de ces isoformes entraine une malformation du tubercule génitale, mais la suppression des 

deux isoformes conduit à une agénésie pénienne appelée aphallia [Hughes et al., 2006]. 

La protéine SHH est exprimée au niveau de l’épithélium urétral [Seifert et al., 2009]. Les souris 

KO pour SHH sont dépourvues d’organes génitaux externes et ont un cloaque persistant [Perriton 

et al., 2002].  La protéine SHH joue aussi un double rôle : le premier, au cours de la phase 

anogénital, où la protéine SHH régule la croissance, la formation du tubercule génital et la 

septation du cloaque, et le second, dans une phase génitale ultérieure, où elle régule la fermeture 

du tube urétral [O’Neill et al., 2019]. De plus, l'inactivation conditionnelle de SMO, un récepteur 

indispensable pour les voies de transduction intracellulaire de SHH, dans l'ectoderme génital et 

l'endoderme cloacal/urétral montre que l'ectoderme est une cible directe de SHH, et qu'il est 

nécessaire pour la fermeture du tube urétral [O’Neill et al., 2019]. 

 Aussi bien, la protéine FGF10 et son récepteur FGFR2, exprimés au niveau du mésenchyme, ont 

été décrits comme étant nécessaires pour la fermeture du tube urétral [Petiot et al., 2005]. En effet, 

il a été démontré que l’interaction de FGF10 avec FGFR2 est nécessaire pour la formation du 

prépuce [O’Neill et al., 2019].  

L’AR est exprimé dans le mésenchyme génital, dans la surface ventrale du tubercule génital en 

croissance et dans la surface ventrale des plis urétraux [Kim et al., 2002; Sajjad et al., 2004]. Les 

souris KO pour le gène AR présentent des organes génitaux externes féminisés, une réduction du 

poids des testicules et une absence de tractus génital causée par une dégénérescence des canaux 

de Wolff [Yeh et al., 2002]. 

2.3. Le développement de l’appareil génital féminin 

2.3.1. Le développement ovarien 

Le développement ovarien intervient, chez un embryon XX, plus tardivement que le 

développement testiculaire, chez un embryon XY. En absence du chromosome Y, et par 

conséquent de la production de SRY, les gonades bipotentielles se différencient en ovaires. Cela 

crée un environnement dépourvu d'AMH et de testostérone [Narang et al., 2019]. 

Le développement ovarien commence par la fragmentation très rapide des cordons sexuels 

primitifs en amas cellulaire, dans lesquelles on trouve des cellules germinales primordiales. À la 

9éme semaine de développement, il y a apparition d’une seconde génération de cordons sexuels dits 

cordons sexuels corticaux qui, eux aussi, subissent une fragmentation et enferment les autres 

cellules germinales primordiales. Les cordons sexuels situés en profondeur dans la zone médullaire 
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Figure 21: Schéma illustrant les gènes impliqués dans la différenciation des organes génitaux 

masculins et féminins 

régressent. Les cellules germinales primordiales se transforment en 5 mois en ovocytes primaires 

qui forment, avec les cellules dérivées des cordons sexuels qui les entourent, les follicules 

primordiaux. Les connexions avec le mésonéphros (le rete ovari) régresse rapidement, en même 

temps que les derniers tubules mésonéphrotiques, de telle sortes qu’il n’y a plus de lien entre 

l’ovaire et le sinus urogénital [Narang et al., 2019].  

Les facteurs génétiques impliqués dans le développement ovarien restent à ce jour peu connu. 

En effet la voie de signalisation WNT/β-caténine joue un rôle dans le développement de l’ovaire. 

En plus d’être impliqués dans le développement des gonades indifférenciés, le gène WNT4 est un 

antagoniste du développement testiculaire. Il diminue l’expression de SOX9 et de l’AMH en 

empêchant la fixation de NR5A1 sur une séquence d’ADN appelé TESCO (Testis-specific 

Enhancer of Sox9 Core). Les souris KO pour WNT4 présentent une réversion sexuelle partielle 

avec virilisation de la gonade, diminution de nombre des ovocytes et modification des cellules de 

soutien de la gonade. Les cellules de soutien adoptent des caractéristiques des cellules de Sertoli.  

Les souris présentent aussi une absence totale d’expression de la FST (follistatine), qui module 

l’action des activines et des inhibines (Figure 21) [Narang et al., 2019].  

La voie de signalisation WNT/β-caténine est activée par la famille des protéines contenant un 

domaine furin-like, notamment la RSPO1. Les souris KO pour RSPO1 présentent un phénotype 

proche des souris KO pour WNT4.  Les souris KO pour RSPO1 présentent des vaisseaux 

cœlomiques caractéristiques de la gonade masculine, des cellules stéroïdogénique fonctionnelles 

responsable de la persistance des canaux de Wolff, des tubes séminifères dépourvus des cellules 

 

 

[Narang et al., 2019] 
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germinales et ont aussi des cellules de Sertoli et de Leydig [Biason-Lauber, 2012; Chassot et al., 

2008b, 2008a]. D’autre part, la surexpression de CTNB1 et la stabilisation de la β-caténine, chez 

des souris XY, induisent un blocage des voies de signalisation du développement testiculaire, 

SOX9/FGF9, et par conséquent une réversion sexuelle [Maatouk et al., 2008]. 

Le facteur de transcription FOXL2 joue aussi un rôle dans le développement ovarien. Ce rôle a 

été confirmé après l’inactivation du gène FOXL2 chez une chèvre XX. Cette dernière présentait 

une réversion sexuelle dans le sens femelle-male, faisant de ce gène un gène essentiel pour le 

développement ovarien [Zaiat, 2015].  En 2011, kashimada et al. Ont montré le rôle de FOXL2 

dans la régulation de l’expression de FST en proposant ainsi un schéma de co-régulation de 

l’expression de FST par WNT4 puis par FOXL2 [Kashimada et al., 2011]. 

2.3.2. Le développement des organes génitaux internes 

En absence de chromosome Y, et par conséquent de l’expression de SRY et SOX9, la 

production d’AMH et de testostérone n’est pas déclenché, ce qui entraine la persistance des canaux 

de Müller et la régression des canaux de Wolff. En effet, L'expression de MSH homeobox 2 

(MSX2) déclenche la régression du canal de Wolff [Yin et al., 2006]. C’est un processus qui 

nécessite l'activité du récepteur nucléaire orphelin COUP-TFII (NR2F2) [Zhao et al., 2017]. Les 

canaux de Müller se développent en 3 phases : la fusion, la canalisation et la résorption du septum 

pour former l’utérus, les trompes de Fallope bilatérales et la partie interne du vagin [Narang et al., 

2019]. 

La première étape est caractérisée par la fusion des deux canaux de Müller. En effet, Le canal 

allongé peut être divisé en régions céphalique, horizontale et caudale. La région céphalique 

s’élargit et reste ouverte dans la cavité cœlomique et deviennent fimbriae des trompes de Fallope. 

La région horizontale forme le reste du trajet de la trompe et entraine un repli du péritoine qui 

deviendra le ligament large au moment de la bascule de l’ovaire. Les régions caudales fusionnent 

pour former le canal utérovaginal qui sera l’origine de l’utérus et de la partie interne du vagin. Une 

fois fusionnées et canalisées, le septum séparant les deux canaux commence à se résorber de 

manière céphalo-caudale, donnant naissance à une seule structure tubulaire en forme de Y, l’utérus 

et les trompes de Fallope (Figure 22) [Narang et al., 2019]. 
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[OrganCh13C1120, 2020] 

2.3.3. Le développement des organes génitaux externes 

Chez la femme, il y a peu de transformation des organes indifférenciés. Le tubercule génital 

s’allonge très peu et se repli vers le bas pour former le clitoris. Les replis génitaux restent séparés 

et forment les petites lèvres, tout comme les bourrelets génitaux qui restent également séparés et 

forment les grandes lèvres. Le sinus urogénital reste ouvert avec l’abouchement de l’urètre à la 

partie antérieure et l’orifice vaginal à la partie postérieure [Narang et al., 2019]. 

3. Les fausses couches spontanées à répétition 

Une fausse couche spontanée est la perte spontanée du produit de conception avant sa viabilité 

entre la conception et la 20ème semaine d’aménorrhée [Tur-Torres et al., 2017]. Environ 15 à 20% 

des grossesses se terminent par une fausse couche spontanée [Kline et al., 1990; Chard, 1991], et 

environ 25% à 50% des femmes expérimentent une ou plusieurs fausses couches spontanées, 

souvent dus à des anomalies chromosomiques du conceptus [Greenwold and Jauniaux, 2002]. 

Ainsi, la société américaine de médecine de la reproduction (ASRM), le comité international de 

surveillance des techniques de procréation assistée (ICMART) et l'organisation mondiale de la 

santé (OMS) définissent les FCSR comme la survenu d’au moins 3 fausses couches spontanées 

consécutifs. Alors que la société européenne pour la reproduction humaine et l’embryologie 

(ESHRE) et le collège royal des obstétriciens et gynécologues (RCOG) définissent les FCSR 

comme la perte de 2 fausses couches spontanées consécutifs [Practice Committee of American 

Society for Reproductive Medicine, 2013; Zegers-Hochschild et al., 2009]. 

Il est largement reconnu que les anomalies chromosomiques dans les produits de conception 

(PC) sont la cause la plus fréquente de toutes les pertes de grossesse, représentant ainsi 70% des 

Figure 22: Développement des organes génitaux internes chez la femme 
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pertes sporadiques et environ 40% des pertes récurrentes [Boué et al., 1975; Ogasawara et al., 

2000]. Parmi les cas de FCSR, la fréquence des fœtus avortés avec un caryotype normale semble 

importante, ce qui indique la présence d’autres causes majeures qui peuvent entrainer une FCSR 

d’un fœtus avec un caryotype normale. Parmi les facteurs de risques, on peut citer : les facteurs 

anatomiques, immunologiques, endocriniens, infectieux et environnementaux [Kasak et al., 2019]. 

3.1. Les facteurs cytogénétiques 

Les anomalies chromosomiques fœtales sont la cause la plus connue de la survenue d’une fausse 

couche, qui survient principalement avant 10 semaines de grossesse. Elle concerne environ 50 à 

70% des couples [Berry et al., 1995]. Les études cytogénétiques sur des produits de conception 

ont montré que la plupart de ces anomalies se produisent de novo au cours du premier trimestre de 

la grossesse. En effet, la plupart des anomalies chromosomiques résultent soit d’une erreur 

méiotique, mitotique ; soit d’une erreur qui survient lors de la fécondation ou bien des 

réarrangements structurels [Kasak et al., 2019].  

Au cours de la méiose, le jeu diploïde parental normal de 46 chromosomes est normalement 

réduit en 23 chromosomes (haploïde). La survenu d’un événement non disjonctionnels durant la 

gamétogenèse mâle ou femelle peut conduire à la formation d’un spermatozoïde ou d’un ovocyte 

avec un chromosome en plus, ou en moins, entrainant par la suite l’apparition d’un produit de 

conception monosomique ou trisomique (Figure 23). Ainsi, il est connu que, à l’exception de la 

monosomie X complète, les monosomies autosomiques sont létales au début de la gestation. Le 

mosaïcisme apparait souvent suite à une non-disjonction mitotique. Ainsi, en général, 

l’aneuploïdie en mosaïque est mieux tolérée au cours du développement embryonnaire que 

l’aneuploïdie complète. La survenu d’une non-disjonction au début de la grossesse peut entrainer 

un mosaïcisme de fœtus et de placenta alors que sa survenue plus tard peut limiter le mosaïcisme 

soit au fœtus soit au placenta. Cela dit, un caryotype fœtale normale n’exclut pas la cause 

cytogénétique si le caryotype du placenta n’est pas établi [Haoud, 2014; Kasak et al., 2019].  

Aussi bien, les erreurs survenant au moment de la fécondation peuvent entrainer des grossesses 

triploïdes, avec un lot chromosomique supplémentaire d’origine maternelle (digynie) ou paternel 

(diandrie), ou diploïdes anormales dans lesquelles les deux lots chromosomiques proviennent d’un 

seul parent. Ainsi, différents évènements peuvent conduire à une triploïdie [Haoud, 2014].  

Dans le cas de triploïdies d’origine paternelle, l’ovocyte peut être fécondé soit par deux 

spermatozoïdes haploïdes, dispermie, soit par un spermatozoïde diploïde. D’autre part, les 

triploïdies d’origine maternelles peuvent résulter d’une fécondation d’un ovocyte diploïde par un 

spermatozoïde haploïde [Haoud, 2014]. 
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Figure 23: Anomalies chromosomiques au cours de la méiose 1 et 2 

  

Les anomalies chromosomiques structurelles (Figure 24) sont moins fréquentes que les 

anomalies chromosomiques de nombre dans les produits de conception. En effet, Jacobs et al ont 

analysé les résultats de caryotype de 5726 produits de conception et ils ont observé que les 

réarrangements équilibrés sont présents dans 0,28% des PC et les réarrangements déséquilibrés 

sont présents dans 1,54% des PC [Jacobs, 1981]. Ainsi, les réarrangements équilibrés dans les PC 

ne sont pas très fréquents par rapport à ceux des nouveau-nés, car les réarrangements équilibrés ne 

sont pas associés à des phénotypes anormaux et sont compatible avec le développement 

embryonnaire et fœtale. Cela dit, les porteurs des réarrangements équilibrés peuvent produire des 

gamètes équilibrés et déséquilibrés et peuvent subir des fausses couches spontanées à répétition 

[Haoud, 2014; Kasak et al., 2019]. 

 

 

 

[Rosenberg and Rosenberg, 2012] 
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Figure 24: Anomalies chromosomiques de structure 
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a) Duplication ; b) Inversion ; c) Insertion ; d) Isochromosome ; e) Translocation réciproque entre les chromosomes 

3 et 21. Le chromosome 3 est représenté en rouge, le chromosome 21 en vert. Le diagramme illustre que la 

translocation n'a entraîné aucune perte de substance chromosomique ; f) Translocation robertsonienne impliquant les 

bras longs des chromosomes 14 et 21. Le chromosome 14 est représenté en rouge, le chromosome 21 en vert. Le 

(der) chromosome dérivé a perdu les bras courts des deux chromosomes acrocentriques [Rosenberg and Rosenberg, 

2012]. 
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3.2. Les facteurs anatomiques, immunologiques, endocriniens, infectieux et 

environnementaux 

Les facteurs anatomiques sont peu fréquents. En effet, la cavité utérine peut être malformé et 

incapable d’assurer le développement de l’œuf. La prévalence des malformations utérines est 

estimée entre 0,1 et 10% dans la population générale [Maneschi et al., 1995]. La malformation 

utérine la plus souvent associée aux fausses couches spontanées est l’utérus cloisonné. Toutefois, 

d’autres pathologies, telles que les synéchies intra-utérines et les fibromes sous-muqueux, peuvent 

aussi conduire à une fausse couche [Haoud, 2014; Kasak et al., 2019].  

Les facteurs immunologiques peuvent être considérer comme des causes probables de la 

survenue des fausses couches spontanées. En effet, le syndrome des antiphospholipide a été 

démontré comme associée aux FCSR et, parmi tous les auto-anticorps, il semble que seuls les 

anticardiolipines, la présence d’un anticoagulant circulant et les anti-thyroïde, tiennent une place 

dans la survenue des FCSR. Les mécanismes par lesquels le syndrome des antiphospholipides 

favorise les FCSR restent à ce jour peu connus [Haoud, 2014].  

Les facteurs endocriniens qui favorisent la survenue des FCSR sont les étiologies les plus 

controversées, et la relation cause à effet n’est pas bien établi. Les causes hormonales retenues 

sont, en général : les insuffisances lutéales, les maladies thyroïdiennes, l’hypersécrétion de LH, 

les ovaires polykystiques, L’hyperprolactinémie et le diabète [Haoud, 2014].  

La vaginose bactérienne, modification complexe de la flore vaginale, est considérée comme 

une cause de la survenue des FCSR. En effet, les lactobacilles créent un environnement favorable 

pour l’implantation et leurs absences ou leurs remplacements par des germes pathogènes, comme 

Prevotella sp, Peptostreptococcus sp, Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp et Mycoplasma 

hominis ; pourraient entrainer un état pro-inflammatoire favorisant la survenue d’une fausse 

couche [Haoud, 2014]. 

La consommation du tabagisme et de l’alcool d’une manière régulière peut être un facteur de 

risque de la survenue des fausses couches [Shiverick and Salafia, 1999; Ness et al., 1999]. Aussi 

bien, l’utilisation des drogues comme la cocaïne peut provoquer la survenue d’une fausse couche 

[Ness et al., 1999]. De même, la consommation régulière de café est aussi, dans certaines études, 

un facteur de risque de la survenue d’une fausse couche durant le premier trimestre [Rasch, 2003; 

George et al., 2006; Cnattingius et al., 2000]. 

 



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE  Les anomalies de développement sexuel (DSD) 

53 

 

4. Les anomalies de développement sexuel (DSD) 

Les anomalies de développement sexuel sont définies comme les affections congénitales dans 

lesquelles le développement du sexe chromosomique, gonadique ou anatomique est atypique. 

Cette définition est suffisamment large pour couvrir des conditions telles que l’exstrophie cloacale, 

mais suffisamment spécifique pour ne pas englober, par exemple, les troubles de la puberté 

[Hughes et al., 2006]. 

A ce jour, plusieurs études sur des modèles murins ont révélé de nombreuses causes des 

anomalies de développement sexuel. Le pourcentage des patients dont le diagnostic moléculaire 

est confirmé reste décevant (environ 25%). En revanche, le diagnostic moléculaire des patients 

présentant des troubles classiques de la stéroïdogenèse peut être réussi dans la plupart des 

situations [Achermann and Hughes, 2016].  

Une bonne classification des anomalies de développement sexuel peut améliorer le pronostic 

du patient, prévoir la réponse au traitement (par exemple, supplémentation androgènes), évaluer 

les caractéristiques associées (par exemple, dysfonctionnement surrénalien) ou le risque de 

développement d’une tumeur, déterminer les options de fertilité possibles et donner un conseil à 

long terme pour l'individu et la famille. Le Tableau 1 présente une liste, non exhaustive, des causes 

des DSD les plus courantes en les classants comme :  1) variations des chromosomes sexuelles 

(chromosome DSD), 2) troubles du développement testiculaire et de virilisation (46, XY DSD), et 

3) troubles du développement ovarien et d’excès d’androgènes (46, XX DSD). Toutefois, 

l’évaluation rapide du caryotype peut être un moyen très utile pour centrer les rechercher et donner 

un conseil à la famille. Le but est d’atteindre un diagnostic spécifique pour chaque enfant, même 

si celui-ci reste large, comme le cas d’une dysgénésie testiculaire [Achermann and Hughes, 2016]. 

4.1. Chromosome DSD 

Les anomalies de nombres de chromosomes sexuels peuvent être considérées comme 

chromosome DSD. Ceci inclue le syndrome de Klinefelter (47,XXY et ses variations), le syndrome 

de Turner (45,X et ses variations), le mosaïcisme (45,X/46,XY et ses variations) parfois appelée 

dysgénésie gonadique mixte et le chimère des chromosomes sexuels (46,XY/46,XX) (Tableau 1) 

[Hughes et al., 2006; Donohoue, 2018; Délot and Vilain, 2019; Achermann and Hughes, 2016].  
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Tableau 1: Exemple d’un système de classification des anomalies de développement sexuel 

[Achermann and Hughes, 2016] 

Chromosome 

DSD 
DSD 46,XY DSD 46,XX 

A) 47, XXY et ses 

variations  

B) 45, X et ses 

variations 

C) 45, X / 46, XY et 

ses variations 

D) 46, XX / 46, XY et 

ses variations 

A) Troubles du développement des gonades 

(testicules) 

1) Dysgénésie gonadique complète ou partielle  

2) DSD ovotesticulaire 

3) Régression des testicules 

 

A) Troubles du développement 

gonadique (ovaire) 

1) Dysgénésie gonadique 

2) DSD ovotesticulaire 

3) DSD testiculaire  

B)  Troubles de la synthèse ou de l'action des 

androgènes 

1) Troubles de la synthèse des androgènes 

2) Troubles de l'action des androgènes 

B) Excès d'androgène 

1) Fœtal 

2) Fœtoplacentaire 

3) Maternelle 

C) Autre 

 

C) Autre 

4.1.1. Le syndrome de klinefelter et ses variations 

Le syndrome de Klinefelter et ses variations sont les formes les plus courantes d'aneuploïdie 

des chromosomes sexuels, avec une incidence qui varie de 1 sur 500 à 1 sur 1000 nouveau-nés par 

an [Groth et al., 2013]. La forme classique du syndrome de Klinefelter est associée à un caryotype 

47,XXY et est causée par la non-disjonction méiotique des chromosomes sexuels pendant la 

gamétogénèse (Figure 25) [Thomas and Hassold, 2003].  

 

[Skuse et al., 2018] 

Cette anomalie se produit pendant la spermatogenèse, chez environ 40% des patients, et pendant 

l'ovogenèse, chez environ 60% des patientes [Achermann and Hughes, 2016]. La forme mosaïque 

du syndrome de Klinefelter (46, XY/47,XXY) résulte d’une non-disjonction mitotique des 

chromosomes sexuels au cours du développement de zygote, et on pense que cela survient chez 

Figure 25: Non-disjonction paternelle en méiose I conduit au syndrome de Klinefelter 47,XXY 
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environ 10% des individus.  D'autres variations chromosomiques associées au syndrome de 

Klinefelter (par exemple, 48, XXXY) ont été aussi rapportées [Achermann and Hughes, 2016]. 

Dans la plupart des situations, un jeune homme peut être diagnostiqué pour ses petits testicules, 

sa gynécomastie, sa faible virilité à la puberté, ses proportions eunuchoïdes du corps ou sa stérilité 

[Achermann and Hughes, 2016]. D'autres caractéristiques, telles qu’une difficulté d'apprentissage, 

un retard de langage, un problème de comportement et une altération du développement moteur 

peuvent se manifester, ce qui rend un soutien éducatif précoce très important [Ross et al., 2008, 

2012]. Ainsi, le développement testiculaire chez des individus atteints du syndrome de Klinefelter 

fournit une preuve importante du rôle clé du chromosome Y dans la détermination sexuelle et dans 

la production prénatale d'androgènes [Achermann and Hughes, 2016].  

4.1.2. Le syndrome de Turner et ses variations 

Le syndrome de Turner est la deuxième forme la plus fréquente d'aneuploïdie des chromosomes 

sexuels, avec une incidence d'environ 1/2500 naissance chez la fille [Elsheikh et al., 2002]. La 

forme classique du syndrome de Turner est associée à un caryotype 45,X, qui survient chez environ 

la moitié des personnes atteintes de cette maladie. Les formes mosaïques du syndrome de Turner 

(45, X/46,XX) représentent environ un quart des patients, alors que les autres patients présentent 

des anomalies structurelles du chromosome X, telles que des délétions du bras long ou court, des 

isochromosomes ou des chromosomes en anneau [Elsheikh et al., 2002; Bondy, 2007]. 

L’apparition de la forme classique 45,X, peut résulter d'une non-disjonction ou d'une perte de 

chromosome au cours de la gamétogenèse chez l'un des parents, ce qui se traduit par un 

spermatozoïde ou un ovocyte dépourvu des chromosome sexuels (Figure 26) [Achermann and 

Hughes, 2016].  

 

[Skuse et al., 2018] 

Figure 26: Non-disjonction paternelle en méiose II conduit au syndrome de Turner 45,X 
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Les caractéristiques cliniques du syndrome de Turner sont très variables et différentes selon 

l’âge du diagnostic. Avant la naissance, le syndrome de Turner peut être détecter accidentellement 

après une amniocentèse ou une choriocentèse effectuer pour une autre raison (âge de la mère 

élevé), ou après suspicion d'une augmentation de l’épaisseur de la clarté par un échographiste 

[Bondy, 2007].  À la naissance, le nouveau-né peut se présenter avec une taille légèrement plus 

petite que la moyenne, un cou d’aspect palmé, des ongles courbés vers le haut, une malformation 

cardiaque et un œdème (gonflement) au niveau du dos, des mains et des pieds. Durant la petite 

enfance, une petite taille est observé dans environ 98% des cas [Achermann and Hughes, 2016].  

Le retard pubertaire est dû à une dysgénésie ovarienne qui est une anomalie de fonctionnement 

des ovaires. En effet, après le 3éme mois de gestation, une accélération de l’apoptose des cellules 

germinales et une atrésie de l’ovocyte (entrainant ainsi une dégénérescence progressive de l'ovaire 

pendant la période prénatale ou postnatale) ont été observées. Ceci se manifeste en général par une 

aménorrhée primaire et par l’absence de développement des seins. Les organes génitaux internes 

(utérus) sont souvent normaux mais restent infantiles [Achermann and Hughes, 2016].  

Dans environ 15% des cas, les règles spontanées peuvent apparaître mais ces cycles menstruels 

s’arrêtent en général rapidement. Une grossesse peut être réussi chez environ 1 à 2 % des patientes, 

mais dans la plupart des cas, le syndrome de Turner est associé à une infertilité. Néanmoins, 

environ 25% des patientes présentent une synthèse suffisante d’œstrogènes, ce qui permet un 

déclanchement normal de la puberté à l’adolescence [Elsheikh et al., 2002; Pasquino et al., 1997].  

4.1.3. Le mosaïcisme 45,X/46,XY et ses variations 

La dysgénésie gonadique mixte (Figure 27) présente un tableau clinique très variable. Elle est 

probablement dûe à une non-disjonction mitotique des chromosomes au cours de la mitose du 

zygote, donnant ainsi un caryotype 45,X/46,XY. D’autres anomalies chromosomiques sont parfois 

observées chez ces patients comme une anomalie de nombre du chromosome Y 

(45,X/46,XY/47,XYY) ou (45X/47,XYY) [Achermann and Hughes, 2016]. 

La prévalence réelle de cette affection reste à ce jour inconnue. Les patients présentant ce genre 

d’anomalie chromosomique ont, en général, différents phénotypes, allant d’une ambiguïté 

génitale, à la naissance, à une morphologie complétement féminine ou masculine [Farrugia et al., 

2013]. Chez certains patients, un stroma de type ovarien et des follicules primordiaux peuvent être 

présents. Les gonades peuvent être placées n'importe où le long de la voie de migration testiculaire. 

Les gonades striées sont, en général, intra-abdominales et les testicules bien formés sont, en 

général, situés dans la région inguino-scrotale [Achermann and Hughes, 2016]. 
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Figure 27: Organes génitaux externes 

d'un patient 45,X/46,XY 

Les canaux de Müller peuvent persister dans les cas les plus sévères en raison d'une faible 

production d'AMH par les cellules de Sertoli. La gonade peut présenter deux cotés 

histologiquement différents, d’où le terme de dysgénésie gonadique mixte [Farrugia et al., 2013]. 

Ainsi, le patient avec un caryotype 45X/46,XY peut aussi présenter quelques caractéristiques 

cliniques du syndrome de Turner, comme une petite taille ou une malformation cardiaque ou 

rénale, avec présence d’un hémi-utérus et une trompe de Fallope sur le côté le plus touché de la 

gonade [Achermann and Hughes, 2016].  

L’affectation du sexe peut être difficile pour les individus 45,X/46,XY. Plusieurs facteurs 

doivent être pris en compte, notamment : l’aspect génital, l’anatomie urogénitale, l’identité 

probable du genre, besoin des hormones et le comportement sexuel et la fertilité [Achermann and 

Hughes, 2016]. 

La plupart des nouveau-nés avec des organes génitaux féminins ou peu virilisés sont élevés 

comme des filles, et la présence d'un utérus ou d'un hémi-utérus permet une éventuelle grossesse 

après un don d’ovocyte [Martinerie et al., 2012]. Chez ces patients, il est très conseillé de prescrire 

des œstrogènes, à l’adolescence, pour induire un développement normal de l’utérus ainsi que des 

progestatifs pour provoquer des menstruations lorsque l’utérus est présent [Achermann and 

Hughes, 2016]. 

Les nouveau-nés atteints d'hypospadias et d'un développement phallique raisonnable sont 

généralement élevés comme des hommes. La testostérone peut parfois être administrée pour 

favoriser la croissance phallique pendant la petite enfance, et la réparation de l'hypospadias est 

généralement proposée en deux étapes [Martinerie et al., 2012]. 

 

 

[Délot and Vilain, 2019] 
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L'attribution du sexe d'un enfant 45,X/46,XY avec des organes génitaux très ambigus peut être 

une décision difficile pour les parents et les médecins. Les résultats à long terme pour ce type 

d’anomalie de développement sexuel ne sont pas disponibles. Des données limitées suggèrent 

qu'environ 60% des nouveau-nés avec ce phénotype sont élevées comme des filles, mais elles sont 

stériles, elles n'ont pas d'utérus, elles nécessitent une gonadectomie et sont susceptibles de subir 

une chirurgie urogénitale [Achermann and Hughes, 2016]. En revanche, les patients élevés comme 

des garçons subissent souvent de multiples opérations d'hypospadias. Ils peuvent avoir un tissu 

corporel pauvre et une taille considérablement petite. Ils sont stériles en présence de gonades 

dysgénétiques qui doivent être retirées. Ainsi, Une évaluation détaillée et une approche 

personnalisée par une équipe pluridisciplinaire sont nécessaire pour la prise en charge, le suivi et 

le soutien à long terme de chaque enfant [Achermann and Hughes, 2016]. 

Un caryotype 4,X/46,XY peut aussi être associé à un phénotype masculin et à un 

développement testiculaire normal. Les premiers cas des hommes normaux avec un caryotype 

45,X/46,XY ont été décrits pour la première fois chez des donneurs potentiels de greffe de la 

moelle osseuse. Néanmoins, des études ultérieures sur l'amniocentèse ont montré que 90% des 

fœtus diagnostiqués comme ayant 45,X/46,XY avaient, après la naissance, des organes génitaux 

masculins normaux. De plus, il semble y avoir une corrélation limitée entre le degré de mosaïcisme 

et le phénotype gonadique [Délot and Vilain, 2019]. 

4.1.4. Le chimérisme 46, XX /46,XY et ses variations 

La DSD ovotesticulaire est une affection rare qui a été signalée chez environ 500 personnes 

dans le monde. Elle survient chez environ 1% des nouveau-nés qui ont consultés en raison de leurs 

organes génitaux atypiques. Elle se produit chez des patients présentant un caryotype 

46,XX/46,XY, des patients avec un caryotype 46,XX et des patients avec un caryotype 46,XY. Le 

diagnostic de DSD ovotesticulaire (hermaphrodisme vrai) nécessite la présence de tissu ovarien 

(contenant des follicules) et de tissu testiculaire dans la même gonade ou dans la gonade opposée 

[Achermann and Hughes, 2016]. 

Les patients atteints de DSD ovotesticulaire peuvent être sous-classées en fonction de 

l'emplacement des gonades. Les cas latéraux (20%) ont un testicule d'un côté et un ovaire de l'autre. 

Les cas bilatéraux (30%) ont des tissus testiculaires et ovariens présents d’une manière bilatérale 

sous forme d'ovotestis [Achermann and Hughes, 2016]. Les cas unilatéraux (50%) ont un ovotestis 

présent d'un côté et un ovaire ou un testicule de l'autre côté [Achermann and Hughes, 2016]. 

L'ovaire (ou ovotestis) se trouve plus fréquemment sur le côté gauche du corps, tandis que le 

testicule (ou ovotestis) se trouve plus souvent sur la droite. Un ovaire est susceptible d'être dans 

sa position anatomiquement normale, tandis qu'un testicule ou un ovotestis peut se faufiler le long 
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de la voie de descente testiculaire et se trouve souvent dans la région inguinale droite [Achermann 

and Hughes, 2016]. 

La différenciation sexuelle varie dans les cas de DSD ovotesticulaire. La plupart des patients 

présentent des ambiguïtés génitales ou de l’hypospadias. La cryptorchidie est très fréquente et, 

dans la plupart des cas, une gonade est palpable et située dans la région inguinale. Un hémi-utérus 

est souvent présent du côté de l'ovaire ou de l'ovotestis [Achermann and Hughes, 2016]. 

Le diagnostic de DSD ovotesticulaire est envisagé chez tous les patients ayant des organes 

génitaux ambigus. Le caryotype 46,XX/46,XY soutient fortement le diagnostic, mais la présence 

d’un caryotype normale (46,XX ou 46,XY) n'exclut pas le diagnostic, surtout chez un nouveau-né 

46,XX qui présente une asymétrie génitale. L'imagerie pelvienne ou l’imagerie par résonance 

magnétique (IRM) sont utiles pour visualiser les organes génitaux internes. La présence de tissu 

testiculaire peut être détectée par la mesure de la testostérone basale, de l'AMH et de l'inhibine B 

dans les premiers mois de la vie, et par la mesure de l'AMH basale par la suite. La présence de 

tissu ovarien est très difficile à détecter durant la petite enfance. Néanmoins, la laparoscopie peut 

fournir des informations plus détaillées sur la structure des organes génitaux internes et peut 

confirmer le diagnostic de DSD ovotesticulaire lorsque les autres formes de DSD ont été exclues 

[Moriya et al., 2014]. 

Le management des DSD ovotesticulaire dépend de l'âge du diagnostic, du développement 

génital, des structures internes et de la capacité d’assurer la reproduction. Les individus possédant 

un utérus et un caryotype 46,XX sont susceptibles d'avoir un tissu ovarien fonctionnel, et 

l’attribution de sexe féminin peut être appropriée. Le tissu testiculaire potentiellement fonctionnel 

sont retiré avant la puberté et surveillé en postopératoire en mesurant les taux sériques d'AMH et 

de testostérone. Un sexe masculin peut être plus approprié s'il y a un développement phallique 

normale, un tissu testiculaire, une absence ou malformation des canaux de Müller. Le tissu ovarien 

et les structures müllériennes sont généralement retirées [Achermann and Hughes, 2016]. 
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4.2. DSD 46,XY 

Les DSD 46,XY peuvent être classées comme des troubles du développement des testicules, 

des troubles de la synthèse des androgènes, des troubles de l'action des androgènes et d'autres 

affections impliquant le développement sexuel [Donohoue, 2018; Délot and Vilain, 2019; 

Achermann and Hughes, 2016]. 

4.2.1. Les troubles du développement testiculaire 

Les troubles du développement testiculaire présentent un spectre phénotypique variable. La 

dysgénésie testiculaire complète est associée à un manque total de virilisation des organes génitaux 

externes, et des structures müllériennes persistantes en raison d'une production insuffisante d'AMH 

qui est une condition parfois appelée syndrome de Swyer. En revanche, une dysgénésie gonadique 

partielle peut être associée à une clitoromégalie ou à des organes génitaux ambigus ou atypiques. 

Un utérus ou un tissu utérin et un vagin ou un sinus urogénital peuvent être présents. Certains 

patients susceptibles d’avoir une dysgénésie testiculaire peuvent se présenter avec hypospadias, 

un micropénis ou même une infertilité masculine [Achermann and Hughes, 2016]. 

Plusieurs troubles monogéniques ont été décrits chez des patients présentant divers degrés de 

dysgénésie testiculaire (Tableau 2). À ce jour, le diagnostic génétique n'est réussi que chez 20% à 

30% des personnes atteintes de 46, XY dysgénésie testiculaire [Achermann and Hughes, 2016]. 

Les anomalies du développement génital sont aussi associées à un certain nombre de délétions, 

de duplications et de réarrangements chromosomiques. Les changements les plus fréquemment 

observés sont les délétions de 9p24-pter, 10q25-qter et Xq13 et les duplications de Xp21 

[Achermann and Hughes, 2016]. Les délétions de 9p24-pter perturbent probablement la séquence 

du gène DMRT1 qui est exprimé durant le développement précoce des gonades [Moniot et al., 

2000; Raymond et al., 2000].   
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4.2.2. Les troubles de la synthèse des androgènes 

Une altération au niveau de la voie de synthèse des androgènes (Figure 28, Tableau 3) peut 

entrainer une anomalie de développement sexuel d’un individus 46,XY, dû à une virilisation 

incomplète des organes génitaux externes,  anciennement appelé pseudohermaphrodisme masculin 

[Achermann and Hughes, 2016]. 

 

[Arboleda et al., 2016] 

Figure 28: Voie de la biosynthèse des stéroïdes et défauts de la stéroïdogenèse 
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4.2.2.1. Défécit en 7-déshydrocholestérol réductase : syndrome de Smith-

Lemli-Opitz 

Le gène DHCR7 est situé au niveau du chromosome 11, il code pour une enzyme qui intervient 

dans la dernière étape de la voie de synthèse du cholestérol appelée 7-déshydrocholestérol 

réductase. Un déficit au niveau de cette enzyme provoque l’apparition du syndrome de Smith-

Lemli-Opitz [Achermann and Hughes, 2016; Délot and Vilain, 2019; Donohoue, 2018; Grinspon 

and Rey, 2020]. Ce dernier a un large spectre phénotypique et comprend généralement la 

microcéphalie, le retard de développement, les anomalies cardiaques, la ptose, le nez retroussé, la 

micrognathie, la fente palatine, la polydactylie, la syndactylie des orteils les hypospadias sévères, 

le micropénis et le retard de croissance [Porter, 2008]. À ce jour plus de 150 mutations au niveau 

du gène DHCR7 ont été décrites [Waterham and Hennekam, 2012]. 

4.2.2.2. Déficit en récepteur de l'hormone lutéinisante 

Le gène LHCGR est situé au niveau du chromosome 2, il code pour le récepteur LH/hCG. Une 

mutation délétère au niveau du gène LHCGR entraine une altération de la réponse à l'hCG et à la 

LH, ce qui conduit à une agénésie ou une hypoplasie des cellules de Leydig. Phénotypiquement, 

le patient peut présenter une ambiguïté génitale [Délot and Vilain, 2019; Donohoue, 2018; 

Grinspon and Rey, 2020]. Les individus présentant une hypoplasie complète des cellules de Leydig 

sont généralement élevés comme des filles et ont besoin des œstrogènes en période de puberté. En 

revanche, si un sexe masculin est choisi, des suppléments de testostérone peuvent être administrés 

dès la petite enfance pour soutenir la puberté [Achermann and Hughes, 2016]. 

4.2.2.3. Déficit en protéine STAR 

Le gène STAR est situé dans le chromosome 8, il code pour une protéine nommée STAR. Cette 

dernière est sécrétée dans la glande surrénale et dans les gonades. Elle joue un rôle clé en facilitant 

le mouvement rapide du cholestérol de la membrane mitochondriale externe vers la membrane 

interne [Miller, 2011]. Les patients présentant une mutation récessive du gène STAR développent 

une forme sévère d'insuffisance surrénalienne primaire, appelée hyperplasie congénitale lipoïde 

des surrénales (HCLS). Les nouveau-nés 46,XX atteints de HCLS présentent des organes génitaux 

normaux, et la plupart des nouveau-nés 46,XY sont nés avec un phénotype féminin et ont un déficit 

sévère en glucocorticoïdes et en minéralocorticoïdes. En effet, l'accumulation des lipides 

endommage les cellules de Leydig dans les testicules fœtales, mais n'affecte pas les ovaires fœtaux, 

parce que les follicules subissent une stimulation gonadotrophine minimale avant l'âge de la 

puberté. Par conséquent, les ovaires restent intacts jusqu'à l'adolescence dans les cas d’HCLS 

[Achermann and Hughes, 2016; Délot and Vilain, 2019; Donohoue, 2018; Grinspon and Rey, 

2020].
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4.2.2.4. Déficit en P450scc 

Le gène CYP11A1 est situé au niveau du chromosome 15, il code pour une enzyme 

mitochondriale appelé P450scc. Cette enzyme convertit le cholestérol en prégnénolone. Le 

P450scc est donc l’enzyme clés d’une étape limitante de la synthèse des stéroïdes, qui est 

nécessaire pour la production de la prégnénolone par le placenta et pour la production de 

minéralocorticoïdes, de glucocorticoïdes et d'androgènes par les glandes surrénales et les gonades. 

Cependant, un déficit complète de l'activité P450, dû à une mutation faux-sens homozygote au 

niveau du gène CYP11A1, a été rapportée chez des nouveau-nés 46,XY avec un phénotype féminin 

et une insuffisance surrénale sévère avec perte de sel [Hiort et al., 2005; Kim et al., 2008; Tee et 

al., 2013]. Récemment, des pertes de fonctions partielles de P450scc ont été décrites chez des 

garçons atteints d'hypospadias, qui ont développé une insuffisance surrénalienne en fin de 

l’enfance, et chez des enfants avec une insuffisance surrénalienne primaire sans anomalie de 

développement sexuel [Rubtsov et al., 2009; Parajes et al., 2011].  

4.2.2.5. Déficit en P450c17 

Le gène CYP17A1 est situé dans le chromosome 10 et il code pour une enzyme microsomale 

(P450c17) avec une activité de 17α-hydroxylase et 17,20-lyase. Elle est exprimée dans les glandes 

surrénales et les gonades mais pas dans le placenta ou dans les cellules de la granulosa ovarienne 

[New, 1970; Winter et al., 1989]. L'action 17α-hydroxylase du P450c17 catalyse la conversion de 

la prégnénolone en 17α-hydroxyprégnénolone et la conversion de la progestérone en 17α-

hydroxyprogestérone (17-OHP). L'action 17,20-lyase du CYP17A1 peut convertir la 17α-

hydroxyprégnénolone en déhydroépiandrostérone (DHEA) et la 17-OHP en androstènedione 

[Achermann and Hughes, 2016; Délot and Vilain, 2019; Donohoue, 2018; Grinspon and Rey, 

2020]. 

Le déficit en 17,20-lyase se traduit par une forme rare de l’hyperplasie congénitale des 

surrénales (HCS). Elle est caractérisée, chez les deux sexes, par une hypertension et une 

hypokaliémie dues à l'accumulation de désoxycorticostérone et de corticostérone [Achermann and 

Hughes, 2016]. En effet, un déficit en 17α-hydroxylase dans le cortex surrénal et les gonades, 

causé par des mutations au niveau du gène CYP17A1, entraîne une altération de la synthèse de 17-

OHP et 17α-hydroxyprégnénolone et donc du cortisol, des androgènes et des œstrogènes 

[Achermann and Hughes, 2016]. Une diminution de la synthèse de cortisol entraîne une 

augmentation de la sécrétion de corticotropine, ce qui entraîne une sécrétion excessive de 17-

désoxystéroïdes par le cortex surrénal, y compris les minéralocorticoïdes 11-désoxycorticostérone, 

corticostérone et 18-hydroxycorticostérone. Un excès de sécrétion de 11-désoxycorticostérone 
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entraîne une hypertension, une hypokaliémie et une altération du système rénine-angiotensine 

[Achermann and Hughes, 2016]. 

Les patientes 46, XX affectées ont des voies génitales internes et externes normales, mais les 

ovaires ne peuvent pas sécréter d'œstrogènes à la puberté, ce qui entraîne une absence de 

développement mammaire et un hypogonadisme avec des taux plasmatiques élevés de FSH et de 

LH [Achermann and Hughes, 2016]. 

Les patients 46,XY atteints d'un déficit combiné complet en 17α-hydroxylase/17,20-lyase, qui 

sont diagnostiqués à l'adolescence, ont généralement des organes génitaux externes féminins et 

une poche vaginale aveugle. Les testicules peuvent être intra-abdominaux, situés dans le canal 

inguinal ou dans les plis labioscrotaux. Les hernies inguinales sont communes, les structures 

müllériennes sont absentes et les dérivés wolffiens sont hypoplasiques [Achermann and Hughes, 

2016]. L'âge osseux est souvent retardé. Les poils pubiens et axillaires sont absents ou clairsemés, 

et l'hypogonadisme hypergonadotrope est associé à une incapacité à développer des 

caractéristiques sexuelles secondaires à la puberté [Achermann and Hughes, 2016]. Le diagnostic 

de déficit en 17α-hydroxylase est suspecté chez tous les cas de DSD 46,XY et une gonadectomie 

est généralement réalisée [Achermann and Hughes, 2016; Délot and Vilain, 2019; Donohoue, 

2018; Grinspon and Rey, 2020]. 

4.2.2.6. Déficit en 17β-HSD de type III 

Le gène HSD17B3 est situé au niveau du chromosome 9 et code pour l'enzyme 17β-HSD type 

3 qui convertit l’androstènedione en testostérone au niveau des testicules [Bogani et al., 2009; 

Tevosian et al., 2002]. Les mutations au niveau de ce gène entrainent un déficit en 17β-HSD. 

les patients 46,XY présentent un phénotype féminin ou une ambiguïté génitale avec une bonne 

fonction surrénale [Auchus and Miller, 2012]. La virilisation à la puberté peut s'expliquer par la 

synthèse des androgènes périphériques par d'autres isoformes de l'enzyme, comme HSD17B5 

(également appelé AKR1C3), qui participe à la voie stéroïdogénique alternative [Bogani et al., 

2009]. Le diagnostic peut être confirmé si le rapport androstènedione/testostérone est supérieur à 

1,25 [Bouma et al., 2007; Grinspon and Rey, 2020]. 

4.2.2.7. Déficit en 3β-HSD de type II 

Le gène HSD3B2 est situé au niveau du chromosome 1, il code pour l'isoenzyme 3β-HSD(3β-

hydroxystéroïde déshydrogénase)  de type 2. Cette enzyme catalyse la conversion des stéroïdes Δ5 

en Δ4 et est exprimée principalement dans les glandes surrénales et les gonades [Simard et al., 

2005]. Une mutation au niveau du gène HSD3B2 entraine un déficit en 3β-HSD. Ce déficit est une 

cause rare de l'hyperplasie congénitale des surrénales (HCS). Il affecte à la fois la production des 
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stéroïdes surrénaliens et gonadiques [Achermann and Hughes, 2016; Délot and Vilain, 2019; 

Donohoue, 2018; Grinspon and Rey, 2020]. 

Le déficit classique en HSD3B2 est subdivisé en formes sévères avec perte de sel et en formes 

moins sévères sans perte de sel. Les organes génitaux externes sont généralement atypiques, avec 

un micropénis, un hypospadias sévères, une fusion labioscrotale partielle, un sinus urogénital et 

une poche vaginale aveugle [Délot and Vilain, 2019]. 

Le profil biochimique d’une déficience classique en HSD3B2 est basé sur un rapport élevé des 

stéroïdes Δ5/Δ4, déterminé dans le plasma ou l'urine. Les concentrations de Δ4-stéroïdes tels que 

le 17α-Hydroxyprogestérone (17-OHP) et l'androstènedione peuvent également être élevées en cas 

de déficit en HSD3B2 en raison de l'activité périphérique de HSD3B1 [Donohoue, 2018]. 

La déficience en HSD3B2 peut être potentiellement diagnostiquée à tort comme une déficience 

en CYP21 chez des patients ayant un taux élevé de 17-OHP avec perte de sel [Johannsen et al., 

2005; Benkert et al., 2015].  

4.2.2.8. Déficit en POR 

Le gène POR est situé au niveau du chromosome 7, il code pour une flavoprotéine liée à la 

membrane nommée POR. Cette dernière joue un rôle central dans le transfert d'électrons du 

NADPH aux enzymes P450. Le POR est crucial dans la réaction de 17,20-lyase du P450c17, il 

interagit avec les 57 enzymes microsomales P450, y compris le P450c21 (21-hydroxylase) et le 

P450c19 (aromatase) [Grinspon and Rey, 2020]. 

Les nouveau-nés 46,XY avec une mutation au niveau du gène POR ne sont pas sous-virilisés 

mais présentent des signes de HCS ce qui suggère une déficience en POR. Le diagnostic peut être 

confirmé si les concentrations en progestérone, en 17-OHP sont élevées, et si les concentrations 

en DHEA et en androstènedione sont faibles. L'hormone adrénocorticotrope (ACTH) basale est 

élevée et le cortisol est généralement normal avec une réponse insuffisante à la stimulation de 

l'ACTH. À la puberté, les patients développent un hypogonadisme hypergonadotrope avec un taux 

élevé de 17-OHP et un taux faible ou normale des androgènes et des œstrogènes [Grinspon and 

Rey, 2020]. 

4.2.2.9. Déficit en 3α-HSD de type I et III 

Les déficits en 3α-HSD ((3α-Hydroxysteroid dehydrogenase)  Type III et type 1 sont dues à des 

mutations au niveau des gènes AKR1C2 et AKR1C4, respectivement. Elles affectent la voie 

alternative de la synthèse de dihydrotestostérone (DHT) sans l'intermédiaire de la DHEA, de 

l'androstènedione ou de la testostérone [Bogani et al., 2009; Pitetti et al., 2013; Grinspon and Rey, 
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2020]. Les cas 46,XY naissent avec des organes génitaux féminins ou ambigus. Les profils 

stéroïdiens standard ne sont pas informatifs [Grinspon and Rey, 2020].  

4.2.2.10. Déficit en 5α-réductase de type II 

Le gène SRD5A2 est situé dans le chromosome 2 et code pour l’enzyme 5α-réductase de type 

2 qui convertit la testostérone en dihydrotestostérone (DHT), androgène plus puissante [Lourenço 

et al., 2011; Bashamboo et al., 2014]. Les patients 46,XY avec une mutation au niveau de ce gène 

présentent une ambiguïté génitale avec présence des canaux de Wolff (Figure 29) [Donohoue, 

2018]. À l'âge pubertaire, si les testicules n'ont pas été retirés, la virilisation se produit en raison 

de l'action de la 5α-réductase de type 1 codée par le gène SRD5A1, conduisant dans certains cas 

au changement du sexe social de la femme vers l'homme [Grinspon and Rey, 2020]. Dans ces cas, 

la production spontanée des spermatozoïdes est réalisable lorsque les testicules sont en position 

scrotale [Grinspon and Rey, 2020]. Le profil biochimique est caractérisé par un rapport 

testostérone/DHT élevé (généralement supérieur à 18-20) après stimulation par l'hCG. Chez les 

patients de sexe masculin, une prescription des doses élevées de testostérone ou de DHT est utile 

pour augmenter la taille du pénis [Grinspon and Rey, 2020]. 

 

 

[Donohoue, 2018] 

4.2.3. Les troubles de l'action des androgènes 

Une virilisation insuffisante (Figure 30) peut résulter de défauts du récepteur des androgènes 

présents dans les organes cibles. le gène qui code pour le récepteur des androgènes est situé dans 

le chromosome Xq12, et, jusqu’à aujourd’hui, plus de 800 mutations génétiques ont été décrites 

[Grinspon and Rey, 2020].  

Figure 29: Organes génitaux externes d'un 

patient 46,XY avec une déficience en 5-alpha 

réductase 
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Figure 30: Organes génitaux externes des 2 patients 46,XY avec une insensibilité partielle aux 

androgènes 

Le syndrome d'insensibilité complète aux androgènes est dû à des mutations qui impactent 

complètement l'activité des récepteurs aux androgènes par différents mécanismes. Il s'agit de la 

cause la plus fréquente des patients DSD 46,XY incomplètement féminisés [Hughes et al., 2012]. 

À la naissance, Il n'y a pas de suspicion de DSD sauf si un caryotype prénatal a été pratiqué pour 

d'autres raisons. D’une manière générale, ces patients consultent un médecin pour une aménorrhée 

primaire à l'âge pubertaire. Le développement mammaire se produit normalement en raison de la 

synthèse des œstrogènes à partir de la testostérone testiculaire [Grinspon and Rey, 2020]. Les poils 

pubiens et axillaires sont absents ou très rares, le vagin est court et aveugle et l'utérus est absent, 

car la production d'AMH est normale dans la vie fœtale. Le diagnostic est, généralement, posé plus 

tôt lorsqu'un testicule est trouvé au cours de la réparation d'une hernie inguinale chez une fille 

apparemment normale. L'histologie testiculaire est normale à la naissance, mais le nombre de 

cellules germinales diminue rapidement. En raison de l'insensibilité aux androgènes, la méiose ne 

peut pas se produire et les spermatozoïdes ne sont pas produits [Grinspon and Rey, 2020].  

Le syndrome d'insensibilité partielle aux androgènes (PAIS) résulte des mutations moins graves 

du gène qui code pour le récepteur aux androgènes. Les nouveau-nés peuvent présenter différents 

degrés de virilisation des organes génitaux externes [Grinspon and Rey, 2020]. Il n'y a ni de 

trompes de Fallope ni d’utérus. Le diagnostic est difficile en absence d'antécédents familiaux et ne 

peut pas être facilement distingué du déficit en 5α-réductase de type 2 [Grinspon and Rey, 2020]. 

Contrairement à ce qui est observé dans le syndrome d'insensibilité complète aux androgènes, la 

testostérone et la LH sont généralement élevées au cours de la période d'activation postnatale 

[Kreidberg et al., 1993]. À la puberté, le développement des poils pubiens et axillaires est rare et 

la gynécomastie est fréquente. Le taux de testostérone peut augmenter et celui de l'AMH peut 

 
 

[Délot and Vilain, 2019] 



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE  Les anomalies de développement sexuel (DSD) 

70 

 

diminuer. Une mutation peut entrainer différents phénotypes, même au sein d’une même famille,  

ce qui rend une corrélation génotype/phénotype très difficile à établir [Grinspon and Rey, 2020]. 

4.2.4. Autres affections  

4.2.4.1. Le syndrome de persistance des canaux de Müller 

Le syndrome de persistance des canaux de Müller est caractérisé par la persistance de l'utérus 

et des trompes de Fallope en raison de la présence des mutations au niveau des gènes codant pour 

l'AMH, ou son récepteur de type 2, chez un garçon normalement virilisé. À la naissance, la 

cryptorchidie ou la hernie inguinale sont les seules anomalies observées. Le diagnostic n'est pas 

anticipé, sauf s'il y a des antécédents familiaux, et la présence des canaux de Müller est 

généralement découverte lorsqu’une chirurgie est effectuée pour corriger la cryptorchidie ou la 

hernie inguinale [Grinspon and Rey, 2020]. Des mutations dans les gènes AMH ou AMHR2 sont 

retrouvées chez environ 85% des patients atteints de syndrome de persistance des canaux de Müller 

[Grinspon and Rey, 2020]. La concentration de la testostérone sérique et des gonadotrophines sont 

normale. L'AMH est indétectable chez les patients présentant des mutations au niveau du gène 

AMH, et sont de concentration masculine normale chez les patients présentant des mutations au 

niveau du gène AMHR2 [Grinspon and Rey, 2020]. 

4.2.4.2. L’hypospadias 

L'hypospadias est une fusion incomplète de l'urètre du pénis définie par un arrêt du 

développement du spongieux urétral et du prépuce ventral [Baskin and Ebbers, 2006]. Il s'agit 

d'une anomalie congénitale courante, avec une prévalence estimée à la naissance de 1:125 à 1:300 

nouveau-nés vivants [Boisen et al., 2005]. La cause de l’apparition d’un hypospadias est inconnue 

dans la plupart des cas, mais on suppose qu'il existe une interaction de facteurs génétiques et 

environnementaux [George et al., 2015; Geller et al., 2014]. 

La prise en charge des patients avec un hypospadias est généralement chirurgicale. Le méat 

urétral est déplacé vers le gland et le pénis est redressé en corrigeant n'importe quelle courbure 

pour donner un flux urinaire normal et dirigé vers l'avant, et une capacité d'avoir des rapports 

sexuels satisfaisants. Les réparations se font généralement à partir de 6 à 12 mois et peuvent 

nécessiter plus qu’une étape [Achermann and Hughes, 2016]. 

4.2.4.3. La cryptorchidie 

La cryptorchidie est l'échec de la migration d'un ou des deux testicules. Il s'agit de l'une des 

anomalies congénitales les plus courantes, survenant chez 1% à 9% des garçons dans le monde 

[Gurney et al., 2017]. Bien que chez la plupart de ces cas, la descente testiculaire se poursuit 

spontanément au cours des 3 premiers mois, 1% des garçons présentent encore une cryptorchide à 
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la fin de la première année. Le traitement primaire de la cryptorchidie est une intervention 

chirurgicale appelée orchidopexie. La descente des testicules est importante pour le bon 

fonctionnement des testicules en raison de la différence de température entre le corps et le scrotum. 

La cryptorchidie augmente le risque d’une infertilité. Le risque de développer un cancer des 

testicules est également lié à la cryptorchidie et il est considérablement plus élevé si la chirurgie 

n’est pas effectuée avant le début de la puberté [Achermann and Hughes, 2016]. 

4.3. DSD 46,XX 

La catégorie des patients DSD 46,XX peut être divisé en 3 groupes : 1) troubles du 

développement ovarien, 2) troubles de la synthèse des androgènes et 3) autres affections [Hughes 

et al., 2006]. 

4.3.1. Les troubles du développement ovarien 

Les troubles du développement ovarien se manifestent généralement par une absence de la 

puberté en raison d'une faible production d'œstrogène. D'autres troubles du développement 

gonadique peuvent entraîner chez une personne 46,XX un ovaire contenant du tissu testiculaire 

(DSD 46,XX ovotesticulaire) ou un testicule capable de produire suffisamment d'androgène pour 

un phénotype masculin et suffisamment d'AMH pour régresser l'utérus (DSD 46,XX testiculaire) 

[Achermann and Hughes, 2016]. 

4.3.1.1. Dysgénésie ovarienne 

Les dysgénésies ovariennes surviennent le plus souvent à la suite d'une aneuploïdie des 

chromosomes sexuels (par exemple, syndrome de Turner ; 45,X et variantions) avec apoptose 

ovarienne progressive. Une dysfonction ovarienne peut également se produire avec une large 

gamme de syndromes multisystémiques, impliquant souvent des mécanismes de réparation de 

l'ADN [Achermann and Hughes, 2016]. Plusieurs causes d’une insuffisance ovarienne primaire 

(POI) ou prématurée (POF) ont été décrites, y compris POF1 (Xq26-q28, FMR1), POF2A (Xq22, 

DIAPH2), POF2B (Xq2, POF1B (actin-binding protein)), POF3 (3q22, FOXL2), POF4 (Xp11.2, 

BMP15), POF5 (7q35, NOBOX), POF6 ( 2p12, FIGLA), POF7 (9q33, NR5A1), POF8 (7q22, 

STAG3), POF9 (1p22, HFM1) et POF10 (20p12, MCM8), ainsi que des mutations au niveau du 

gène POLG [Lacombe et al., 2006; AlAsiri et al., 2015; Pagnamenta et al., 2006].  
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4.3.1.2. DSD 46,XX Ovotesticulaire et DSD 46, XX testiculaire 

Dans de rares situations, l'ovaire en développement peut contenir du tissu testiculaire, DSD 

46,XX ovotesticulaire, ou peut même se développer comme un testicule fonctionnel, 46,XX 

testiculaire) [Achermann and Hughes, 2016]. Dans le cas de DSD 46, XX Ovotesticulaire, le 

patient présent généralement des organes génitaux ambigus à la naissance et une virilisation 

progressive à la puberté si le composant testiculaire n'est pas retiré. En revanche, le DSD 46,XX 

testiculaire est généralement associé à un phénotype masculin à la naissance et à l'absence de 

structures müllériennes. Cependant, l'infertilité se produit dans les deux situations car les gènes 

cruciaux de la spermatogenèse situés sur le chromosome Y sont absents [Achermann and Hughes, 

2016]. 

De nombreux problèmes rencontrés chez les patients DSD 46,XX Ovotesticulaire sont 

similaires à ceux du chimérisme 46,XX/46,XY. La translocation et la régulation positive des gènes 

déterminant les testicules (par exemple, SRY, SOX9) ont été trouvées dans de rares cas. Ainsi, un 

dysfonctionnement partiel du gène répresseur des testicules ovariens RSPO1 a été décrit dans un 

cas de DSD 46, XX ovotesticulaire [Tomaselli et al., 2008]. En revanche, les patients avec DSD 

46, XX testiculaire présentent souvent en premier lieu une infertilité masculine, bien que parfois 

des hypospadias soient présents. Dans certains cas, des antécédents familiaux sont retrouvés avec 

différents phénotypes [Achermann and Hughes, 2016].  

Jusqu'à 80% des mâles 46,XX ont une région du matériel chromosomique Y contenant le gène 

SRY. Les individus avec une translocation du gène SRY peuvent être diagnostiqués par une analyse 

de FISH, en utilisant une sonde dirigée vers ce gène. Un certain nombre de cas négatifs pour la 

SRY ont été signalés. Des altérations du chromosome X entraînant une surexpression de SOX3 ont 

été également décrites [Sutton et al., 2011]. Des mutations de perte de fonction dans RSPO1 (un 

gène ovarien codant pour la R-spondine 1) ont été signalées chez des personnes atteintes de DSD 

46, XX testiculaire avec une hyperkératose palmo-plantaire (Figure 31) et un carcinome 

épidermoïde [Parma et al., 2006]. La perte de fonction de la R-spondine 1 chez des individus 46, 

XX peut entrainer un développement des testicules et par conséquent un phénotype mâle stérile 

[Achermann and Hughes, 2016]. 
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Figure 31: Cas d'une famille marocaine avec deux enfants atteints d’une anomalie de développement 

sexuel et keroderma palmoplantaire  

4.3.2. Les troubles de l'excès d'androgènes 

4.3.2.1. Déficit en 3β-HSD de type II 

En plus d’être impliqué (et détaillé) dans les DSD 46,XY, le déficit en HSD3B2 peut aussi se 

manifester chez des filles DSD 46,XX. Ainsi, des mutations sévères récessives peuvent provoquer, 

chez les filles présentant un déficit en glucocorticoïdes (avec ou sans perte de sel), une légère 

hypertrophie clitoridienne à la naissance. Cette virilisation modérée se produit non pas comme un 

effet androgène direct de l'excès de DHEA mais comme résultat de sa conversion en testostérone 

par HSD3B1, qui est exprimé dans le placenta et dans les tissus périphériques du fœtus 

[Achermann and Hughes, 2016]. Ceci peut augmenter les niveaux d'androgènes circulants chez le 

fœtus féminin et provoquer une clitoromégalie modeste chez une minorité de patientes. Le 

développement mammaire peut se produire à la puberté chez des filles atteintes, et une présence 

de règles a été signalée chez des femmes traitée [Achermann and Hughes, 2016]. 

4.3.2.2. Déficit en 21-hydroxylase 

 Le déficit en CYP21 est l'une des causes les plus courantes de l’apparition d’une ambiguïté 

génitale chez un nouveau-né. Il affecte environ 1 enfant sur 18000. La plupart des patients sont 

 

 
Cas familial de DSD 46, XX et keroderma palmoplantaire. A) Un pedigree de la famille indiquant le génotype de 

la mutation p.Cys111Tyr chez les individus affectés et non affectés (ND,non déterminé). B) Les détails cliniques 

des 2 frères et sœurs montrant le palmoplantaire kératodermie de II.3 (en haut), l'hypospadias postérieur et 

transposition scrotale de II.3 (en bas à gauche), et l'hypertrophie clitoridienne de III.4 (en bas à droite) C)  

électrophérogramme de II.3 indiquant la position de la mutation c.332G> A homozygote [Naasse et al., 2017]. 
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Figure 32: Méthode de détermination de degré de virilisation de Prader 

des filles 46,XX avec divers degrés de virilisation des organes génitaux, comme illustré par la 

classification Prader (Figure 32) [White and Bachega, 2012; Khalid et al., 2012]. 

4.3.2.3. Déficit en POR 

 En plus d’être impliqué (et détaillé) dans les DSD 46,XY. Un déficit en POR peut être associée 

à des organes génitaux ambigus chez des nouveau-nés 46,XX [Fukami et al., 2009; Idkowiak et 

al., 2012]. La virilisation de fœtus 46,XX peut résulter d'un défaut de l'activité de l'aromatase ou 

se produire via une voie d’alternance de production de DHT qui n'implique pas l'androstènedione 

ou la testostérone comme intermédiaires [Biason-Lauber et al., 2013]. Les enfants atteints de cette 

maladie ont généralement une carence en cortisol, mais la fonction minéralocorticoïde est 

relativement conservé. Une surveillance attentive de la puberté est nécessaire car elle peut être 

retardée ou interrompue [Flück et al., 2011]. 

4.3.2.4. Déficit en 11β-hydroxylase 

La 11β-hydroxylase est codée par le gène CYP11B1. Ce dernier est localisé au niveau du 

chromosome 8q21-22 en tandem avec le CYP11B2 qui code pour l'aldostérone synthase. 

[Achermann and Hughes, 2016].  

Le déficit en 11β-hydroxylase (CYP11B1) est un trouble de la stéroïdogenèse surrénale. Il peut 

provoquer une virilisation profonde chez un fœtus femelle atteint. Il représente 5% à 8% des 

patients atteints de CAH [Nimkarn and New, 2008; Parajes et al., 2011]. 

Le déficit en 11β-hydroxylase conduit généralement à l’apparition des organes génitaux 

ambigus chez le nouveau-né 46,XX, bien que dans certaines situations, la virilisation peut être si 

grave que le bébé est considéré comme un garçon avec un petit pénis et des testicules non 

descendus [Soardi et al., 2009]. Par la suite, durant l'enfance, il peut y avoir une hyperandrogénie 

 

 

[Donohoue, 2018] 
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et une puberté précoce, avec une accélération de la croissance et de la maturation squelettique. 

[Reisch et al., 2013].  

4.3.2.5. Déficit en aromatase 

L'aromatase (CYP19A1) est la seule enzyme du cytochrome P450 connue pour catalyser la 

conversion des androgènes (stéroïdes C19) en œstrogènes (stéroïdes C18) chez l’homme [Santen 

et al., 2009]. L'aromatase est exprimée dans de nombreux tissus, y compris le placenta, l'ovaire, le 

cerveau, les os, l'endothélium vasculaire, les seins et le tissu adipeux, où elle est régulée par un 

certain nombre de promoteurs spécifiques pour convertir la testostérone en œstradiol et 

l'androstènedione en œstrone. L'aromatase joue un rôle crucial dans la production locale 

d'œstrogènes et dans la synthèse des œstrogènes circulants de l'ovaire au moment de la puberté 

[Achermann and Hughes, 2016]. 

Un déficit en aromatase, dû à des mutations héréditaires récessives du CYP19, a été décrit chez 

plusieurs filles 46,XX DSD. L'aromatase joue un rôle essentiel dans la protection du fœtus contre 

une exposition excessive aux androgènes in utero. En absence d'aromatase, l'œstrogène ne peut 

pas être synthétisé par le placenta, et de grandes quantités de testostérone placentaire et 

d'androstènedione sont transférées dans la circulation fœtale et maternelle, entraînant une 

virilisation de la mère et de son fœtus féminin [Shozu et al., 1991]. 

Les filles 46,XX présentant une insuffisance en aromatase naissent avec une clitoromégalie, 

divers degrés de fusion postérieure, une scrotalisation des plis labioscrotaux et, chez certains 

nouveau-nés avec un sinus urogénital, un seul orifice périnéal avec des structures müllériennes 

normales [Belgorosky et al., 2009; Conte et al., 1994]. À la puberté, les filles atteintes présentent 

un hypogonadisme hypergonadotrope et ne parviennent généralement pas à développer des 

caractéristiques sexuelles secondaires féminines avec une virilisation progressive. Les taux 

plasmatiques d'androstènedione et de testostérone sont élevés et les niveaux d'œstrone et 

d'estradiol sont faibles [Achermann and Hughes, 2016]. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES  

1. Patients  

1.1. Cohorte des couples avec FCSR 

Dans la première partie de l’étude, nous avons examiné la base de données d'analyse 

cytogénétique de tous les couples présentant des fausses couches spontanées à répétition (perte de 

deux grossesses ou plus avant 20 semaines de gestation), qui ont été référés au département de 

cytogénétique-IPM entre 1996 et 2016.  

Tous les patients ayant une déficience intellectuelle, un syndrome de Down, un syndrome 

polymalformatif, une anomalie de développement sexuel et les patients sans informations cliniques 

ont été exclus.  

1.2. Cohorte des patients avec une ambiguïté génitale, une aménorrhée et un 

phénotype de Turner 

Dans la deuxième partie de l’étude, nous avons examiné la base de données d'analyse 

cytogénétique de tous les patients atteints d’une ambiguïté génitale, d’une aménorrhée et d’un 

phénotype de Turner qui ont été référés au département de cytogénétique-IPM entre 1996 et 2016.  

Tous les patients soupçonnés d'avoir une déficience intellectuelle syndromique ou non 

syndromique, les patients atteints de syndrome polymalformatif, les couples avec fausse couche 

spontanée à répétition et les patients sans informations cliniques ont été exclus.  

1.3. Cohorte des patients DSD 

Dans la troisième partie de l’étude, nous avons recrutés 3 familles qui ont eu un enfant atteint 

d’une anomalie de développement sexuel. Les patients ont été référées à l’IPM dans le but 

d’identifier la cause génétique de l’apparition de cette anomalie de développement sexuel. 

1.4. Conformité et éthique 

Cette étude est approuvée par le comité local d'éthique de la recherche de l'Institut Pasteur du 

Maroc et le comité d'éthique pour la recherche biomédicale de la faculté de médecine et de 

pharmacie de Casablanca, Maroc. 

2. Analyse cytogénétique conventionnelle 

Le caryotype est une technique qui permet d’étudier l’aspect morphologique de l’ensemble des 

chromosomes d’une cellule au cours de la métaphase Pour l'analyse cytogénétique de routine, le 

sang périphérique (2 à 3 ml) a été prélevé dans des tubes héparinés et incubés dans une solution 

de RPMI-1640 en présence de phytohémagglutinine pendant 72 h à 37 °C. La colchicine a été 
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ajoutée deux heures avant la fin de la culture. Après une centrifugation, le culot récupéré a été 

traité avec une solution hypotonique (0,075 M KCl) et fixé par le fixateur de carnoy (acide 

acétique/méthanol 1/3). Les suspensions de cellules fixes ont été étalées sur des lames de verre à 

l'aide d'une pipette Pasteur. Ces lames étaient immergées dans le fixateur Berger, puis, dans le 

milieu dénaturant Earle. Une coloration de Giemsa a été effectuée par la suite et les lames ont été 

lues par la technique de bande G à l'aide d'un microscope connecté à un ordinateur via une caméra. 

Au moins 20 métaphases ont été comptées pour chaque échantillon. Les chromosomes ont été 

classés en plusieurs groupes et numérotés selon le système international de nomenclature 

cytogénomique humaine. 

3. Analyse génétique moléculaire 

3.1. Extraction de l’ADN 

L’extraction de l’ADN génomique a été réalisée en utilisant le kit PureLink® Genomic DNA 

Mini Kit Invitrogen. Ce kit est conçu pour un isolement efficace de l'ADN génomique à partir des 

cellules et des tissus de mammifères, des queues de souris/rats, des échantillons sanguins et des 

bactéries. Ce kit utilise une technologie de membrane exclusive à base de silice qui fixe l’ADN et 

permet d’avoir un rendement élevé. 

Un volume de 200 µl de sang total a été mis dans un tube eppendorf stérile (1,5 ml), additionné 

d’un volume de 20µl de Protéinase K (20mg/ml) et 20µl de RNase A (20mg/ml). La protéinase K 

est utilisée pour hydrolyser toutes les protéines associées à l’ADN et la RNase A pour éliminer 

tous les ARN. Ensuite, le tube a été vortexé et laissé 2 minutes à température ambiante. 200µl du 

tampon Purelink Genomic Lysis/Binding Buffer a été ajouté à la préparation et l’ensemble a été 

vortexé jusqu’à l’obtention d’une solution homogène. Puis, le tube a été incubé à 56°C pendant 10 

minutes afin de favoriser la digestion des protéines. À la fin, un volume de 500µl d’éthanol a été 

ajouté au lysat et toute la préparation a été vortexée pendant cinq secondes afin d’obtenir une 

solution homogène. 

Un volume de 640µl du lysat a été ajouté à la colonne et placé dans un tube collecteur, ensuite 

centrifugé à 10 000 × g pendant 1 minute à température ambiante. Cette étape d’extraction est 

basée sur l’absorption de l’ADN dans une mini-colonne contenant une membrane de silice. 

Un volume de 500µl de Wash Buffer 1 a été ajouté à la colonne, cette dernière a été centrifugée 

à 10 000 ×g pendant 1 minute. Ensuite le tube de collecte a été changé par un nouveau tube de 

collecte propre et un volume de 500µl de Wash Buffer 2 a été rajouté à la colonne. À la fin, une 

centrifugation à la vitesse maximale a été réalisée pendant 3 minutes. Cette étape est essentielle 
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puisqu’elle permet l’élimination des composants cellulaire retenus dans la membrane de silice avec 

l’ADN. 

Pour éluer l’ADN retenu dans la membrane de silice, la colonne a été placée dans un nouveau 

tube stérile (1,5ml), un volume de 30µl de tampon d’élution a été rajouté afin de récupérer 80 à 

90% d’ADN, la colonne a été laissée 1 minute à température ambiante, et une centrifugation à la 

vitesse maximale a été effectuée pendant 1 minute. Pour récupérer le reste d’ADN retenu dans la 

colonne une autre élution a été réalisée dans un nouveau tube stérile. 

L’ADN purifié a été conservé dans le tampon d’élution à une température de -20°C. la 

concentration et la qualité de l’ADN extrait ont été déterminé respectivement par Le 

spectrophotomètre NanoVueTM et par une électrophorèse sur un gel d’agarose à 2 %. 

3.2. Identification de nouvelles mutations chez les patients DSD 

3.2.1. Mise en évidence de la région de détermination du sexe (SRY) par PCR 

La détection du gène SRY chez les patients atteints d’une anomalie de développement sexuel a 

été réalisée à partir de l’ADN lymphocytaire du sang périphérique par PCR, en utilisant des 

séquences spécifiques (STS) pour cette région selon les recommandations de l’académie 

européenne d’andrologies (EAA) : les amorces sY14 (470 pb) utilisées sont : 

▪ SY14 F (Forward): 5' GAATATTCCCGCTCTCCGGA 3' 

▪ SY14 R (Reverse): 5' GCTGGTGCTCCATTCTTGAG 3’ 

La PCR a été réalisée dans un volume total de 15µL, contenant 3µL d’ADN génomique (~15 à 

25ng), 1,2µL des dNTP (désoxyribonucléotides) (2,5mM), 0,3µL de chaque amorce (20mM), 

0,45µL de MgCl2 (50mM), 0,05µL de la Taq polymérase (5U/µL) et 1,5µL du tampon PCR (10×). 

Elle s’est déroulée selon les conditions suivantes : une dénaturation initiale à 95°C pendant 

5minutes, suivie de 35 cycles, chacun comprend une dénaturation à 94°C pendant 40s, une 

hybridation à 61°C pendant 40s et une extension à 72°C pendant 50s. à la fin des 35 cycles une 

extension finale a été réalisée pour une durée de 7 min.  

Le produit PCR a été contrôlé par électrophorèse sur gel d’agarose 3% en présence d’un 

marqueur de taille de 100pb. Ceci pour vérifier sous les rayons UV la présence du fragment du 

gène SRY dont la taille est de 472 pb. 

3.2.2. Séquençage à haut débit, séquençage d’exomes 

Le séquençage de l’exome a été réalisée sur la plate-forme Illumina HiSeq2000 ou HiSeq2500 

avec le kit TruSeq v3 chemistry à la suite de l’enrichissement (ou la capture) des exons avec le kit 

Agilent SureSelect Human All Exon V4 ou V5. Ce kit se base sur la technologie SureSelect qui 



MATÉRIELS ET MÉTHODES  Analyse génétique moléculaire 

80 

 

permet la capture des exons selon la méthode d’enrichissement en solution. En effet, l’ADN 

génomique a été fragmenté et a été lié à des oligonucléotides adaptateurs puis les fragments ont 

été hybridés avec des milliers d’oligonucléotides (appâts/baits) biotinylés qui, collectivement, 

assurent la couverture de l’ensemble de l’exome. Les complexes fragments 

d’ADN/d’oligonucléotides biotinylés ont été purifiés à l’aide de billes magnétiques recouvertes de 

streptavidine. Après l’élution de l’ADN capturé, les fragments ont été fixés sur un support solide 

et amplifiés (bridge amplification), ce qui mène à la création de foci où se retrouvent multiples 

copies du même fragment d’ADN (cluster generation). 

Les fichiers .fastq contenant les reads ont été générés à partir de la plateforme de séquençage à 

l’aide d’un logiciel du fabriquant. Les reads ont été ensuite alignés sur le génome de référence 

(GRCh37 ou hg19) à l’aide de l’outil Burrows-Wheeler Aligner (BWA) v0.7.10 permettant 

d’obtenir des fichiers BAM (Binary Alignment/Map). Les reads en double ont été identifiés à 

l’aide de l’outil Picard v1.107 dans le but de retirer ceux qui seraient liés au biais d’amplification 

de l’étape de PCR. Les fichiers BAM ont été traités à l’aide de l’outil SAMtools 0.1.18. Les scores 

de qualité des bases ont été recalibrés à l’aide de l’outil BaseRecalibrator GATK. Les variants 

SNP et Indel ont été recherchés à l’aide de Freebayes et comparés à la base de données dbSNP138. 

Les variants ont été annotés à partir des informations disponibles sur le nom et la fonction du gène 

dans la base de données Ensembl. 

3.2.3. Séquençage de Sanger 

La procédure se divise en 5 étapes successives : 

Purification des produits d’amplification : Les produits PCR ont été d’abord purifiés pour 

enlever les amorces et les nucléotides (dNTPs) non utilisés. Cette purification a été réalisée par 

l’utilisation de deux enzymes : l’exonucléase I (EXO I) 10 U/µL qui permet d’éliminer les 

amorces libres grâce à son activité exonucléasique et la phosphatase alcaline (2 U/µL) qui enlève 

les phosphates en 5’ des dNTP et rend leur incorporation dans l’ADN impossible. Ainsi, pour 4 

µl de produit PCR, 1 µl de la phosphatase alcaline, 0,5 µl de l’EXO1 et 1 µl d’eau ont été ajouté. 

Le mélange est ensuite incubé à 37 °C pendant 15 min puis 80°C pendant 15 min. 

Réaction de séquence : Les purifias ont été soumis à une réaction de séquence visant 

l’incorporation des acides nucléique marqués aux 4 fluorochromes (rouge, bleu, noir, vert). 

Chaque réaction de séquence nécessite 7µl du produit PCR purifié, un mélange réactionnel 

contenant 2 µl du Big Dye sequencing Buffer du kit « BigDyeTerminatorV3.1 » (concentré 1X), 

0,32 µl d’amorce sens ou antisens (20 mM), 1 µl du Ready Reaction Premix (concentré 1X) et 

1,68 µl de l’eau distillée stérile pour avoir un volume final de 12 µl. Le programme permettant la 
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réaction de séquence comprend une dénaturation initiale à 96°C pendant 1 min suivie de 25 cycles 

de réaction de séquence (10 s à 96°C, 5 s à 50°C, 4 min à 60°C). La conservation a été réalisée à 

4°C. 

Purification du produit de réaction de séquence : La purification du produit de réaction de 

séquence permet d’éliminer les réactifs en excès et de reprendre le produit final dans une solution 

adaptée à la migration électrophorétique. Le protocole repose sur une purification EDTA éthanol. 

Brièvement, un mélange contenant le produit de réaction de séquence plus 5 μl d’EDTA (125mM), 

35μl d’Ethanol 100% a été incubé à température ambiante pendant 15 minutes puis centrifugé 

pendant 45 minutes à 4500 trs/min et à 12°C. Le surnageant a été éliminé par retournement et 

centrifugation brève à l’envers pendant 30s à 1200 trs/min, puis pendant 60s à 3000 trs/min pour 

éliminer l’excès d’éthanol. Le culot a été ensuite repris par 35 μl d’éthanol 70%, centrifugé à 3500 

trs/min pendant 15 min à 4°C. Le surnageant a été à nouveau éliminé par retournement et 

centrifugation brève à l’envers pendant 30s à 1200trs/min, puis pendant 60s à 3000 trs/min. Le 

culot séché à température ambiante pendant 15 min a été repris par 20 μl du tampon d’injection 

Hi-Di formamide. 

Electrophorèse capillaire : Les différents échantillons préparés ont été introduites dans une 

plaque de 96 puits et chargés sur un séquenceur ABI Prism 3130XL pour réaliser l’électrophorèse 

capillaire. 

Analyse des séquences : La recherche de variations et des mutations à partir de 

l’électrophérogramme a été effectuée à l’aide du logiciel BioEdit Sequence Alignmet 

4. Analyse bio-informatique 

4.1. Récupération du jeu de données 

Les données sur la séquence et les variants du gène PIWIL1 ont été obtenues via la base de 

données NCBI (National Center for Biotechnology Information) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

et Ensembl 96 (https://www.ensembl.org) en juin 2019.  

La séquence FASTA de la protéine PIWIL1 a été extraite de la base de données UNIPROT 

(http://www.uniprot.org/) [Q96J94]. 

4.2. Identification des variants les plus délétères 

Huit différents outils bio-informatiques ont été utilisés pour prédire les effets fonctionnels des 

nsSNPs. Ces programmes algorithmiques comprenaient : SIFT, PolyPhen-2, Mutation Assessor, 

MutationTaster, PROVEAN, Condel, LRT et Fathmm. Le Tableau 5 décrit l’ensemble de ces 

outils.  
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Tableau 5: Description des outils de prédiction computationnelle utilisés dans la présente étude 

Outils Description de l’outil 

SIFT (Sorting 

Intolerant from 

Tolerant) 

 

Un logiciel basé sur l’homologie et les alignements de séquences protéiques 

avec un grand nombre des séquences homologues et des scores d'assesseurs à 

chaque résidu, allant de zéro à un. Les scores SIFT ≤ 0,05 sont prévus par 

l'algorithme pour être des substitutions d'acides aminés intolérantes ou 

délétères, alors que les scores > 0,05 sont considérés comme tolérants [Sim et 

al., 2012]. 

 

PROVEAN 

(Protein Variation 

Effect Analyzer) 

 

Il prédit si le changement affecte la fonction de la protéine. PROVEAN évalue 

différents types de variation non-synonyme. La requête d'entrée est la séquence 

protéique [Choi et al., 2012]. 

 

FATHMM 

(Functional 

Analysis through 

Hidden Markov 

Models )  

 

Prédiction principalement basée sur la conservation des acides aminés et 

domaines protéiques, ainsi qu'aux phénotypes associés. Cette méthode est 

ensuite pondérée (contrairement à SIFT et PolyPhen) de manière espèce-

spécifique, en intégrant des données de fréquence espèce-spécifiques de 

neutralité ou de pathogénicité des acides aminés au sein d'un domaine conservé 

[Shihab et al., 2015]. 

 

MUTATION 

ASSESSOR 

 

Prédiction de conséquence fonctionnelle basée sur la conservation inter-

espèces des acides aminés au sein des protéines homologues [Reva et al., 2011] 

 

LRT (Likelihood 

Ratio Test)  

Le score est basé sur la conservation des acides aminés dans 32 espèces, dans 

le but d'identifier les mutations très probablement délétères [Chun and Fay, 

2009]. 

 

POLYPHEN-2 

(Polymorphism 

Phenotyping-2) 

 

Un outil de calcul dans lequel les prédictions sont basées sur une combinaison 

d’informations phylogénétiques, structurelles et d’annotations de séquence 

caractérisant une substitution et sa position dans la protéine. Les scores de 

PolyPhen ont été classés comme « bénins », « potentiellement dommageables 

» ou « probablement dommageables » [Adzhubei et al., 2013]. 

 

MUTATION 

TASTER 

 

Applique à chaque mutation une probabilité qu'elle soit plutôt pathogène ou 

qu'il s'agisse d'un polymorphisme, en fonction d'une base de plus de 390 000 

mutations pathogènes identifiées (HGMD) et des 6 800 000 polymorphismes 

identifiés dans le projet 1000 Genomes [Schwarz et al., 2014]. 

 

CONDEL 

 

Cet outil est considéré comme un score « d’ensemble » puisqu’il intègre les 

résultats de nombreux scores de pathogénicité (Logre, MAPP, Mutation 

Assessor, PolyPhen 2 et SIFT). C’est un exemple d’une utilisation combinée 

qui a pour objectif de centraliser les multiples sources d’informations en un 

score unique plus performant que chaque algorithme pris séparément 

[González-Pérez and López-Bigas, 2011]. 

4.3. Analyse de conservation 

L'analyse de conservation a été réalisée à l'aide du serveur ConSurfweb 

(http://consurf.tau.ac.il/), qui est capable de prédire les régions fonctionnellement importantes 
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d’une protéine en estimant le degré de conservation des sites d'acides aminés sur la base de 

l'homologie. 

Après identification des séquences homologues via l’algorithme de recherche HMMER. Un 

alignement multi-séquences des séquences homologues a été obtenu en utilisant MAFFT. Les 

scores de conservation spécifiques à la position ont été calculés en utilisant l'estimateur bayésien 

empirique. Les scores de conservation continue ont été divisés en une échelle discrète de neuf 

grades pour la visualisation. 

▪ Les acides aminés les plus variables ont été colorées en vert (grade 1),  

▪ Les acides aminés moyennement conservées ont été colorées en blanc (grade 5),  

▪ Les acides aminés les plus conservées ont été colorées en violet (grade 9) 

4.4. Structure tridimensionnelle du domaine PAZ de la protéine PIWIL1 

La structure tridimensionnelle (3D) du domaine PAZ de la protéine PIWIL1sous sa forme libre 

a été déterminée en utilisant la méthode de spectroscopie par résonance magnétique nucléaire 

(RMN) par [Zeng et al., 2011]. Le fichier PDB [PDB ID : 2L5C] qui contient les coordonnés des 

atomes a été obtenu via la banque de données protéique PDB (https://www.rcsb.org). La création 

des structures tridimensionnelle du domaine PAZ avec des variants a été réalisée à l’aide du 

logiciel Pymol et la minimisation d'énergie pour toutes les structures 3D a été réalisée à l'aide du 

programme GROMACS [Pronk et al., 2013]. 

4.5. Analyse des changements de structures locales  

La différence de structures tridimensionnelles locales entre le domaine PAZ natif (wt-PAZ) et 

les domaines PAZ avec des variants a été déterminée à l'aide du logiciel YASARA, qui est capable 

de générer les liaisons hydrogènes et les interactions hydrophobes entre l'acide aminé en question 

et les acides aminés qui les entourent [Krieger and Vriend, 2014]. 

4.6. Simulation de la dynamique moléculaire 

4.6.1. Principe 

La dynamique moléculaire (DM) est une technique couramment utilisée pour la simulation des 

molécules. Son objectif repose sur l’évolution du système en fonction du temps. Ceci est faisable 

en intégrant les équations de Newton relatives au système :  𝑚𝑖𝑎𝑖⃗⃗  ⃗ = 𝐹𝑖⃗⃗  

Où mi est la masse d’un atome i, 𝑎𝑖⃗⃗  ⃗ son accélération et 𝐹𝑖⃗⃗  la somme des forces qui lui sont 

appliquées du fait de son interaction avec les autres atomes et l’environnement. Or la force de 

l’équation précédente est le gradient de l’énergie potentielle de l’atome i : 
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En connaissant l’énergie, on peut calculer la vitesse et donc la position de chaque atome. Le 

calcul de la trajectoire va se faire en intégrant numériquement les N équations à résoudre pour les 

N atomes du système à étudier. On obtient donc une succession de clichés instantanés du système.  

Pour obtenir des calculs stables, la valeur du pas d’intégration doit être extrêmement faible (1 fs = 

10‐15 s) de manière à prendre en compte les vibrations atomiques les plus rapides (ex : liaison C‐

H). 

Les calculs de DM se font sous l’hypothèse ergodique :  la moyenne d’une quantité sur un 

ensemble de particules équivalentes est égale à la moyenne sur le temps d’une particule. C’est 

cette hypothèse de physique statistique qui permet à la DM de calculer des propriétés physiques à 

partir d’une simulation de DM. La simulation de DM permet l’obtention d’informations sur la 

dynamique d’une macromolécule sans explorer l’ensemble de la surface d’énergie potentielle. 

4.6.2. Protocole expérimentale 

La simulation de la dynamique moléculaire a été réalisée, pour le domaine PAZ natif et les 

domaines PAZ avec des variants, par GROMACS 5.1.4 avec le champ de force CHARMM 27. 

Les atomes des protéines ont été placés dans une boîte cubique et le système a été optimisé pour 

effectuer les simulations. Le système a été solvaté et neutralisé en ajoutant un nombre suffisant 

d'ions sodium ou chlorure. La minimisation de l'énergie a été réalisée en utilisant la méthode de 

descente de gradient sur 5000 étapes pour fournir une conformation stable. Après minimisation, 

des ensembles canoniques (NVT) ont été exécutés, à une température constante de 300 K pour 100 

ps, suivis par des ensembles isobares-isothermes (NPT), avec une température constante de 300 K 

et une pression constante de 1 atm pour 100 ps. La production a été réalisé à 300 K pendant 50 ns. 

Les commandes gmx rms, gmx rmsf et gmx gyrate ont été utilisées pour calculer la déviation 

quadratique moyenne (RMSD), la fluctuation quadratique moyenne (RMSF) et le rayon de giration 

(Rg), respectivement. Tous les graphiques ont été créés à l'aide du logiciel QtGrace. 

5. Analyse statistique 

La comparaison de la fréquence des anomalies chromosomiques a été effectuée à l'aide du test 

du chi-2, lorsque les effectifs attendus sont inférieurs à 5, et à l’aide du test exact de Fisher, lorsque 

les effectifs sont supérieurs à 5. Les valeurs de p<0,05 ont été considérées comme statistiquement 

significatives. Toutes les analyses statistiques ont été effectuées à l'aide du langage de 

programmation R.



RESULTATS ET DISCUSSION  Les fausses couches spontanées à répétition 

85 

 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Chapitre 1 : Nature et fréquence des anomalies chromosomiques 

chez des couples ayant subi des fausses couches spontanées à 

répétition 

1. Introduction 

Les fausses couches spontanées à répétition (FCSR) sont définies comme la perte des grossesses 

consécutives avant 20 semaines de gestation [Duckitt and Qureshi, 2011]. Depuis plus de 30 ans, 

la définition des FCSR a été largement discutée. La société américaine de médecine de la 

reproduction (ASRM), le comité international de surveillance des techniques de procréation 

assistée (ICMART) et l'organisation mondiale de la santé (OMS) ont défini les FCSR comme la 

perte de deux grossesses ou plus, pas nécessairement consécutives [Practice Committee of 

American Society for Reproductive Medicine, 2013; Zegers-Hochschild et al., 2009]. Selon cette 

définition, environ 3% de tous les couples essayant de concevoir sont atteints de FCSR. Cependant, 

si on considère la définition de la société européenne pour la reproduction humaine et 

l’embryologie (ESHRE) et le collège royal des obstétriciens et gynécologues (RCOG), qui 

définissent les FCSR comme la perte de trois ou plusieurs grossesses consécutives (pas 

nécessairement intra-utérine), l'incidence des FCSR chez les couples désirant un bébé est de 1% 

[Jauniaux et al., 2006; Green-top Guideline No.17, 2011]. 

À ce jour, de nombreuses étiologies potentielles de la FCSR ont été décrites, telles que: les 

facteurs génétiques (anomalies chromosomiques, aneuploïdie embryonnaire, variants génétiques), 

les facteurs anatomiques (malformations congénitales de l'utérus, anatomies acquises), 

l’incompétence cervicale, les facteurs infectieux, les facteurs endocriniens (dysfonctionnement 

thyroïdien, diabète sucré, Insuffisance lutéale, Syndrome des ovaires polykystiques) et les facteurs 

immunologiques comme le syndrome des antiphospholipides [Diejomaoh, 2015]. 

Les anomalies chromosomiques sont l’un des principaux facteurs génétiques des fausses 

couches spontanées à répétition. Le taux des anomalies chromosomiques dans la population 

générale est inférieur à 1% [Diejomaoh, 2015], alors qu'il est très élevé chez les couples avec 

FCSR [Jauniaux et al., 2006]. Les anomalies chromosomiques les plus courantes sont la 

translocation réciproque, le mosaïcisme des chromosomique sexuel et les inversions. Les 

translocations réciproques sont l'une des réarrangements structurels les plus fréquentes [Mierla et 

al., 2015]. Les individus porteurs de ce type de translocation sont cliniquement normaux, mais ils 

courent un risque accru d'avoir des enfants avec des caryotypes non équilibrés. Les translocations 

robertsoniennes sont plus présentes chez les hommes infertiles avec une fréquence de 3% par 
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rapport à la population générale dans laquelle cette incidence est d'environ 0,1% [Morin et al., 

2017]. À notre connaissance, aucune étude rétrospective sur les anomalies chromosomiques n'a 

été réalisée, jusqu'à présent, sur les couples marocains qui ont subi des FSCR. Ainsi, ce présent 

travail est le premier au Maroc qui consiste à évaluer la fréquence et la nature des anomalies 

chromosomiques chez les couples marocains ayant subi des fausses couches spontanées à 

répétition et à comparer les résultats de tous les pays qui ont suivi la même stratégie d’étude. 

2. Article 1 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet d’un article scientifique intitulé : Chromosomal 

abnormalities in couples with recurrent spontaneous miscarriage : a 21-year retrospective study, a 

report of a novel insertion, and a literature review. 

L’article a été publié dans le journal : Journal of Assisted Reproduction and Genetics / Springer 

Editorial. 
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3. Résultats et Discussion 

3.1. Anomalies chromosomiques chez des couples marocains ayant subi des fausses 

couches spontanées à répétition 

La présente étude consiste à déterminer la fréquence des anomalies chromosomiques chez les 

couples marocains ayant subi des fausses couches spontanées à répétition et à comparer nos 

résultats avec les résultats d'autres études qu’ayant suivi la même méthode.  

Le service de cytogénétique-IPM a accueillie, durant une période de 21 ans (entre 1996 et 

2016), un total de 627 couples qui ont subi des fausses couches spontanées à répétition. L’analyse 

de caryotype de ces couples a révélé que 69 couples (11%), 22 hommes (3,50%) et 47 femmes 

(7.50%), présentent une anomalie chromosomique. 

Les anomalies chromosomiques structurelles ont été identifiées chez 56 couples (8,93%) (20 

hommes et 36 femmes) ce qui les rends les plus fréquentes. En effet, nous avons identifié 27 

couples (4,30%) avec une inversion (9 hommes et 18 femmes), 17 couples (2,71%) avec une 

translocation réciproque (7 hommes et 10 femmes), 9 couples (1,43%) avec une translocation 

robertsonienne (3 hommes et 6 femmes), un couple (0,15%) avec une délétion (1 homme), un 

couple (0,15%) avec une insertion (1 femme) et un couple (0,15%) avec un isochromosome (1 

homme). 

Les translocations réciproques touchent les chromosomes 1, 8 et 10 chez 3 patients chacun. 

Elles touchent les chromosomes 2, 3, 6, 7, 9, 11, 13, 14, 15, et 21 chez deux couples chacun, et les 

chromosomes 5, 17 et 19 chez un couple chacun. Aucun couple n’a présenté une translocation 

réciproque dans les chromosomes 4, 12, 16, 20, 22, X et Y. Les points de cassures de ces 

translocations sont situés dans le bras court (p) pour les chromosomes 2 et 5, dans le bras long (q) 

pour les chromosomes 3, 10, 11, 15, 17 et 19 et dans les deux bras (p et q) pour les chromosomes 

1, 6, 7, 8, 9, 13, 14, 18 et 21. 

En ce qui concerne les translocations robertsoniennes, les chromosomes 13, 14, 15, 21 et 22 

sont les seuls chromosomes touchés par ce genre de translocation. Aussi bien, pour les inversions 

chromosomiques, seuls les chromosomes 9 et 7 ont été touchés. 

Une nouvelle insertion, jamais décrite dans la littérature, a été identifié chez un couple avec une 

fréquence de 0,15%. Il s'agit d'une insertion du fragment q21q27 du chromosome 6 à la p24 du 

même chromosome [ins (6) (p24q21q27)]. 

Une délétion au niveau du bras long du chromosome Y (q12) a été identifiée chez un homme 

ainsi qu’un isochromosome 9 (p10) et un isochromosome 9 (q10) chez une femme. 
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Une seule anomalie chromosomique de nombre 47,XYY a été identifiée chez un homme, alors 

que les aneuploïdie en mosaïque ont été observées chez 4 femmes, deux femmes avec le caryotype 

46,XX/45,X0, une femme avec le caryotype 46,XX/47,XX,+mar et une femme avec le caryotype 

46,XX[89%]/46,XX,fra(16)(q22)[7%]/ 46,XX,del(16)(q22)[4%] 

Les variants polymorphes de l'hétérochromatine ont été observés sur le chromosome 9 (9qh+), 

alors que les variants polymorphes satellites ont été observés sur le chromosome 14ps+, 21ps+ et 

22ps+.  

3.2. Fréquence mondiale des anomalies chromosomiques chez les couples ayant subi des 

fausses couches spontanées à répétition  

L’étude des anomalies chromosomiques (AC) chez les couples présentant des fausses couches 

spontanées à répétition (FCSR) a fait l’objet de plusieurs études rétrospectives dans presque le 

monde entier. Dans cette partie, nous voulons comparer notre fréquence avec les fréquences 

identifiées chez différentes populations et déterminer, à partir des résultats de tous les pays, la 

fréquence mondiale. Ainsi, à partir de cette étude, nous avons pu identifier la fréquence des AC 

chez les couples Marocains présentant les FCSR qui est de l’ordre de 11%.  

Après regroupement des résultats cytogénétique des couples de chaque continent, nous avons 

trouvés que la fréquence mondiale des anomalies chromosomiques chez les couples présentant des 

FCSR est 5,16% (991/19197 couples). L’anomalie chromosomique la plus fréquente est la 

translocation réciproque, elle est présente chez 2,50% des couples, suivie par la translocation 

robertsonienne et les inversions avec une fréquence de 0,83% et 0,77% respectivement. Les autres 

types d'anomalies chromosomiques touchent 0,99% des couples présentant des FCSR dans le 

monde. 

Le Moyen-Orient présente la fréquence la plus élevée d’anomalies chromosomiques chez les 

couples présentant des FCSR (6,84% ; 281/4111 couples), suivies par l’Afrique du Nord (6,28% ; 

134/2152 couples), l’Europe (5,15% ; 178/3495 couples), l’Asie (4,22% ; 236/5587 couples) et 

l’Amérique (4,17% ;162/3888 couples).  

Dans notre pays, nous avons trouvé que les inversions chromosomiques sont le type d’anomalie 

chromosomique le plus fréquent chez ces couples avec une fréquence de 4,32%. En comparant 

avec les autres pays, cette fréquence n’est pas uniquement la plus élevé en Afrique mais la plus 

élevé au monde entier.  En sultanat d'Oman, une inversion péricentrique (9)(p13q12) a été 

identifiée chez 6 cas, tous ayant des antécédents des FCSR [Goud et al., 2009]. D'autres inversions 

chromosomiques ont été identifiées dans différentes populations. Ces inversions ne touchent pas 

uniquement les chromosomes 7 et 9 comme ce que nous avons trouvé dans notre étude mais elles 
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touchent aussi les chromosomes 8 et 4 d’après l’étude de Al-Hussain et al. en Arabie saoudite, les 

chromosomes 1,5,7,12,18 et Y d’après l’étude de Tunç et al. en Turquie et les chromosomes 1,5,7 

et 10 d’après l’étude de Saxena et al. en Inde [Al-Hussain et al., 2000; Tunç et al., 2016; Saxena 

et al., 2012]. En revanche, à notre connaissance, aucune inversion n’a été observée dans les 

chromosomes 2, 3, 6, 9, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 22 et X. 

En ce qui concerne la fréquence des inversions chromosomiques chez les couples FCSR, nous 

avons trouvé qu’elle est de l’ordre de 1,26% en Moyen orient, 0,72% en Europe, 0,28% en 

Amérique et 0,29% en Asie. 

Dans notre étude, nous avons observé que les translocations réciproques touchent tous les 

chromosomes à l’exception des chromosomes 4, 12, 16, 20, 22, X et Y. Néanmoins, cela n’exclut 

pas leur implication dans les FCSR. En fait, Goud et al. ont bien identifié des translocations 

réciproques au niveau des chromosomes 4, 12, 20, 22 et X chez des couples Omanais [Goud et al., 

2009]. De plus, Saxena et al. ont observé des translocations réciproques au niveau des 

chromosomes 4, 12, 16, 20 et 22 chez des couples indiens [Saxena et al., 2012]. En outre, Tunç et 

al. ont déterminé des translocations réciproques touchant les deux chromosomes 4 et 12 [Tunç et 

al., 2016]. Les résultats de ces études indiquent que tous les chromosomes sont sujet d’une 

translocation réciproque à l’exception du chromosome Y. 

Les translocations réciproques chez les couples présentant des FCSR est de l’ordre de 3,28% 

en Moyen-Orient, 2,92% en Europe, 2,47% en Afrique du Nord 2,29% en Amérique, et à la fin, 

on trouve l’Asie avec une fréquence de 2,13%.  

Dans cette étude, les translocations robertsoniennes ont été observées chez 5 couples avec une 

fréquence de 0,8%, ce qui est comparable avec Sultanat d’Oman (0,78%),  Turquie (0,66%) et 

Inde (0,94%) [Goud et al., 2009; Tunç et al., 2016; Saxena et al., 2012]. La fréquence de la 

translocation robertsonienne chez les couples présentant des FCSR est 1,02% en Afrique du Nord, 

0,90% en Amérique, 0,87% en Europe, 0,85% en Moyen-Orient et 0,66% en Asie. 

L’inversion péricentrique du chromosome 9 ; Inv(9)(p11q13) ; est l’anomalie chromosomique 

la plus fréquente chez des individus normaux. Elle touche environ 1 à 3% de la population générale 

[Amiel et al., 2001]. La plupart des cytogénéticiens considèrent cette anomalie chromosomique 

comme un polymorphisme chromosomique qui n’a aucune signification clinique. En revanche, 

plusieurs chercheurs ont confirmé l’association de cette anomalie chromosomique avec 

l’infertilité, les fausses couches spontanées à répétition et le retard de croissance [Yamada et al., 

2003]. En effet, Sasiadek et al. ont rapportés une inversion dans le chromosome 9 chez environ 

2,3% de tous les couples présentant une infertilité et des FCSR [Sasiadek et al., 1997]. Aussi bien, 
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Šípek et al. ont publié la plus grande étude sur les inversions du chromosome 9 et ils ont constaté 

qu’elles sont plus fréquentes chez les femmes qui souffrent d’une infertilité [Šípek et al., 2015]. 

Dans cette étude, nous avons identifié que 4,14% des couples présentant des FCSR présentaient 

des inversions du chromosome 9. Ceci indique que les inversions du chromosome 9 pourrait jouer 

un rôle dans les FCSR. 

Les insertions intrachromosomiques sont très rares chez les couples qui ont subi des FCSR. En 

effet, à ce jour, cette anomalie a été identifiée chez trois couples présentaient des FCSR. Le premier 

couple a été rapporté en Inde par Rao L et al. Le deuxième a été rapporté par Iyer P et le troisième 

a été rapporté par Fuente-Cortés BED. Les chromosomes touchés sont les chromosome 1, 6, 8, 12 

et 15.  Dans notre étude, nous avons identifié une nouvelle insertion au niveau du chromosome 6 

[46, XX, ins (6) (p24q21q27) ] chez une femme qui a subi plusieurs fausses couches spontanées à 

répétition qui, selon notre connaissance, s’agit de la quatrième insertion rapportée dans la 

littérature [Rao et al., 2005; Iyer et al., 2007; Fuente-Cortés et al., 2009].  

4. Conclusion 

Dans cette étude, nous avons déterminé que la fréquence des anomalies chromosomiques chez 

les couples Marocains présentant des FCSR est de 11%. En regroupant les résultats de tous les 

payés qui ont suivi la même méthode, nous avons identifié que la fréquence mondiale est de 

l’ordre de 5,16%, ce qui fait que l’analyse cytogénétique doit être faite devant des FCSR pour 

donner un conseil génétique en raison de la relation entre une anomalie chromosomique chez un 

parent et la naissance d’un enfant malformé. Pour les couples qui ont un caryotype normal, 

d’autres techniques peuvent déterminer la cause génétique de leurs FCSR comme les puces à 

ADN et le séquençage de nouvelle génération. 
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Chapitre 2 : Profile cytogénétique des patients présentant une 

ambiguïté génitale, une aménorrhée et un phénotype de Turner 

1. Introduction 

L’ambiguïté génitale (AG), le syndrome de Turner (ST) et l'aménorrhée sont des troubles de 

développement qui sont connus pour être associés à des anomalies au niveau des chromosomes 

sexuels. En effet, l’AG est l’une des manifestations cliniques les plus courantes des anomalies de 

développement sexuel (DSD). Elle peut être détectée à la naissance par le médecin ou les parents 

et son incidence est estimée entre 1: 2000 et 1: 4500 [Hughes et al., 2007]. Alors que les autres 

manifestations comme les troubles de la puberté sont généralement détectées à l’adolescence soit 

par le patient lui-même, soit par ses parents.  

Par définition, le terme DSD englobe tous les patients ayant une discordance entre le sexe 

chromosomique, le sexe gonadique et le sexe phénotypique [Hughes et al., 2006]. Le spectre 

d’expression clinique des DSD est très variable et la gravité de la maladie va des anomalies 

génitales qui n’affectent pas le phénotype sexuel du patient, tels que l’hypospadias, à des 

anomalies génitales qui remettent en question le phénotype sexuel du patient. En 2006, le 

consensus de Chicago a établi une nouvelle terminologie, qui est actuellement appliquée par la 

majorité des médecins et des scientifiques dans le monde entier, pour identifier les patients ayant 

un DSD, en se basant sur le résultat du caryotype [Hughes et al., 2006].  

Le syndrome de Turner est diagnostiqué lorsqu'un chromosome sexuel est complètement 

supprimé ou structurellement modifié. Il est très variable et affecte environ 1: 2000 nouveau-nés 

[Gravholt, 2005; Jacobs, 1992; Stochholm et al., 2006]. Les patients atteints de ST peuvent 

développer une grande variété de symptômes, touchant de nombreux organes. Les signes cliniques 

incluent une petite taille, une diminution de la vitesse de croissance, une dysgénésie gonadique, 

une insuffisance ovarienne primaire, une infertilité, une hypothyroïdie, une anomalie 

cardiovasculaire et rénale, une déficience auditive et une hypertension [Gravholt, 2005]. Ces 

signes cliniques ne se trouvent pas toutes chez la même personne, et dans environ 98% des cas une 

petite taille est la seule manifestation du syndrome dans l’enfance. À l’adolescence, 90% des cas 

présentent une aménorrhée primaire [Oktay et al., 2016].  

L'aménorrhée peut être primaire ou secondaire, elle touche environ 1 à 3% des femmes en âge 

de procréer [Geckinli et al., 2014]. L'aménorrhée primaire (AP) est définie comme l'absence de 

menstruation chez les filles de 16 ans présentant un développement normal de caractères sexuels 

secondaires (développement de la poitrine, de la pilosité au pubis et aux aisselles et répartition des 

tissus adipeux aux hanches, aux fesses et aux cuisses) ou l'absence de menstruation chez les filles 
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de 14 ans qui n’ont pas développés des caractères sexuels secondaires  [Geckinli et al., 2014]. C'est 

un symptôme de diverses causes potentielles, telles que les anomalies du développement génitale 

ou le retard pubertaire. Des études antérieures ont montré que les étiologies les plus courantes sont 

la dysgénésie gonadique, l'agénésie müllérienne et l'hypogonadisme hypothalamo-hypophysaire 

[Geckinli et al., 2014]. 

L’objectif de cette étude est de déterminer la nature et la fréquence des anomalies 

chromosomiques chez des patients marocains présentant une ambiguïté génitale, une aménorrhée 

et un phénotype de Turner, afin de comparer nos résultats avec ceux d’autres pays qui ont suivi la 

même méthode.  

2. Article 2 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet d’un article scientifique intitulé : Cytogenetic profile 

of patients with clinical spectrum of ambiguous genitalia, amenorrhea, and Turner phenotype: A 

21-year single-center experience. 

L’article a été publié dans le journal : American Journal of Medical Genetics Part A / Wiley 

Online Library. 
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3. Résultats et Discussion  

A notre connaissance, ce travail est le premier au Maroc qui inclut tous les patients présentant 

une ambiguïté génitale, une aménorrhée et un phénotype de Turner, qui ont été référés au service 

de cytogénétique-IPM au cours de ces 21 années (1996-2016). Ainsi, nous avons identifié 673 

patients présentant une ambiguïté génitale, 186 patients présentant une aménorrhée (161 patients 

présentant une aménorrhée primaire et 25 patients présentant une aménorrhée secondaire) et 556 

patients présentant un phénotype de Turner. 

3.1. Patients présentant une ambiguïté génitale, une aménorrhée et un phénotype de 

Turner 

Parmi les 673 patients ayant une ambiguïté génitale, nous avons observé que 78,31% des 

patients ont un caryotype masculin normal 46,XY, 14,56% des patients ont un caryotype féminin 

normal 46,XX et 7,13% des patients présentent une anomalie chromosomique. Les anomalies des 

gonosomes étaient les plus fréquentes dans cette cohorte de patients, elles touchaient 5,94% des 

patients, alors que les anomalies des autosomes n’ont été identifiées que chez 1,19% des patients. 

Cela dit, l’analyse du caryotype a confirmé le diagnostic de 7,13% des patients ayant une ambiguïté 

génitale. 

 En effet, 2,97% des patients sont atteints du syndrome de Klinefelter et ses variations, 1,93% 

des patients sont atteints de dysgénésie gonadique mixte, 0,89% des patients sont atteints du 

syndrome de Turner et ses variations, 0,14% des patients sont atteints de chimérisme, 0,14% des 

patients sont atteints d’une trisomie 8, 0,14% des patients sont atteints d’une trisomie 13, 0,14% 

des patients sont atteints d’une trisomie 21, 0,29% des  patients ont des translocations 

robertsoniennes, 0,29% des patients ont une inversion du chromosome 9 et 0,14% des patients ont 

un polymorphisme chromosomique. 

En comparant nos résultats avec ceux d’autres pays, la fréquence des anomalies 

chromosomiques identifiées dans cette étude (7,13%) est comparable (valeur P> 0,05) aux 

fréquences rapportées en Arabie Saoudite (4,4%)  et en Sultanat d'Oman (10,07%), alors qu’elle 

est moins fréquente par rapport à la Turquie (13,6%) [Husain and Zaki, 1999; Al-Alawi et al., 

2016; Balkan et al., 2010]. 

Chez 161 patientes atteintes d'une aménorrhée primaire, des anomalies chromosomiques, y 

compris un caryotype masculin, ont été identifiées chez 17,39% des patientes, avec 10,56% ont le 

syndrome de Turner qui est une anomalie gonosomique, 5,60% ont un caryotype masculin 

indiquant une inversion sexuelle et 1,24% ont une anomalie chromosomique autosomique. 

En effet, 3,73% des patientes ont un syndrome de Turner pur, 1,86% des patientes présentent 

un syndrome de Turner pur avec une anomalie chromosomique structurelle, 2,48% des patientes 



RESULTATS ET DISCUSSION                                                Ambiguïté génitale, Aménorrhée et phénotype de Turner 

112 

 

ont un syndrome de Turner en mosaïque sans anomalie chromosomique structurelle, 1,86% des 

patientes présentent un syndrome de Turner en mosaïque avec une anomalie chromosomique 

structurelle et 0,62% des  patientes ont un syndrome de Turner en mosaïque avec une anomalie 

chromosomique au niveau du chromosome Y. 

En comparant nos résultats avec ceux d’autres pays, la fréquence des anomalies 

chromosomiques identifiées dans cette étude (17,39%) est comparable  (p> 0,05) avec ce qui a été 

rapporté en Tunisie (14,12%), en Turquie (20,87%), en Iran ( 20%) et en Hong Kong (24,47%), 

mais elle reste nettement inférieure (p <0,05) à celle rapporté en Inde (25,82%), en Malaisie 

(30,76%), en Italie (46,89%) et en Roumanie (50,66%) [Lakhal et al., 2010; Balkan et al., 2010; 

Ayatollahi et al., 2010; Wong and Lam, 2005; Kalavathi et al., 2009; Ten et al., 1990; Anglani et 

al., 1984; Butnariu et al., 2011]. 

Afin d’identifier la fréquence mondiale des anomalies chromosomiques chez les patientes 

atteintes d’une aménorrhée primaire, nous avons regroupé nos résultats avec les résultats des pays 

qui ont suivi la même méthodologie d’étude, et nous avons trouvé que 27,95% des patientes 

(875/3131) avec une AP ont une anomalie chromosomique, 4,88% (153/3131) des patientes ont 

une inversion du sexe, 21,75% (688/3131) des patientes ont un syndrome de Turner et 1,30% 

(41/3131) des patientes ont d’autres types d’anomalies chromosomiques. 

En ce qui concerne les 25 patientes atteintes d’une AS, l’analyse cytogénétique n’a révélé qu’un 

seul polymorphisme chromosomique 46,XX,9phqh chez une seule patiente, et aucune patiente 

n’avait une anomalie chromosomique ou bien le syndrome de Turner. 

Chez 556 patients présentant des manifestations cliniques différentes du ST, nous avons 

observé que 23,20% des patients ont une anomalie chromosomique. En effet, 19,78% des patients 

ont été diagnostiqués d’avoir le syndrome de Turner, 2,88% ont une anomalie chromosomique de 

structure, 0,54% des patients ont un polymorphisme chromosomique, 0,36% des patients ont une 

anomalie chromosomique du nombre (trisomie 21) et 0,18% des patients ont une anomalie 

chromosomique en mosaïque. 

Parmi les 19,78% des patients diagnostiqués d’avoir le syndrome de Turner, 7,91% des patient 

ont un syndrome de Turner pur 45,X, 6,29% des patients ont un syndrome de Turner en mosaïque 

avec une anomalie chromosomique structurelle au niveau du chromosome X et 3,96% des patients 

ont un syndrome de Turner pur avec une anomalie chromosomique structurelle au niveau du 

chromosome X. 
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3.2. La variabilité phénotypique des patients 

Dans cette étude, nous avons identifié 143 patients atteints du syndrome de Turner. Ces patients 

ont présenté des manifestations cliniques différentes ce qui les ont conduits à faire une analyse du 

caryotype. Autrement dit, six de ces patients présentaient une ambiguïté génitale, 17 de ces patients 

présentaient une aménorrhée primaire et 110 de ces patients suspectaient d'avoir le syndrome de 

Turner.  

Le syndrome de Klinefelter est une anomalie relativement commune des chromosomes sexuels. 

Il se caractérise avant la puberté par une cryptorchidie, un micropénis, des membres supérieurs et 

inférieurs de longueur excessive, des troubles du langage et de l’apprentissage et par des difficultés 

relationnelles. Pendant la puberté, le syndrome de Klinefelter peut être caractérisé par un retard 

pubertaire, un hypogonadisme de sévérité variable, une gynécomastie, une hypotrophie 

testiculaire. À l’Age adulte, il peut être caractérisé par une hypotrophie testiculaire sévère, une 

infertilité, une gynécomastie et un hypogonadisme de sévérité variable. Ainsi, nous avons identifié 

dans la présente étude que 18 patients, présentant une ambiguïté génitale, ont un syndrome de 

Klinefelter pur (47,XXY). Aussi bien, une anomalie du nombre et de structure de chromosome Y 

ont été identifiées chez trois patients présentant une ambiguïté génitale. 

Les patients présentant une anomalie de développement sexuel avec un caryotype 46,XY 

peuvent être classé sous trois grandes catégories: la première catégorie regroupe les patients qui 

ont un développement gonadique anormale comme une dysgénésie gonadique partielle ou 

complète, la deuxième catégorie regroupe les patients qui ont une perturbation de la synthèse ou 

de l’activité des androgènes et une dernière catégories qui regroupe d'autres causes, notamment 

l'ectopie testiculaire, l'hypogonadisme hypogonadotrope et les hypospadias isolés [Kyriakou et al., 

2015]. Les filles qui présentent un caryotype 46, XY ont très probablement une dysgénésie 

gonadique, un trouble de synthèse des androgènes ou un syndrome d'insensibilité aux androgènes 

[Kyriakou et al., 2015]. Le taux d'incidence des patients 46,XY DSD a été estimé à 1 sur 20 000 

naissances [Nistal et al., 2015]. Dans la présente étude, l'inversion du sexe a été confirmée chez 

5,59% des patientes atteintes d’une aménorrhée primaire.  

Le mosaïcisme 45,X/46,XY est une anomalie chromosomique extrêmement rare et sa 

prévalence varie entre 1,5/10000 et 1,7/10000 [Moussaif et al., 2011]. En 2006, le consensus de 

Chicago a classé les patients 45,X/46,XY dans une catégorie des patients appelé chromosome 

DSD. Les manifestations cliniques de ces patients sont très variables, allant d’une ambigüité 

génitale à la naissance aux patients ayant un phénotype complètement masculin ou féminin. Dans 

la présente étude, le mosaïcisme 45,X/46,XY n'a été identifié que chez des patients ayant une 

ambiguïté génitale. 
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4. Conclusion 

Notre étude et l’une des plus grandes études rétrospectives cytogénétiques des patients ayant 

une ambiguïté génitale, une aménorrhée et un phénotype de Turner. Ainsi, les anomalies 

chromosomiques ont été observées chez 7,13% des patients atteints d’une ambiguïté génitale, 

17,39% des patients ayant une aménorrhée et 23,20% des patients présentant un phénotype de 

Turner. Les résultats de cette étude confirment les corrélations caryotype/phénotype de certains 

patients et montrent l’importance de l’analyse cytogénétique des patients suspectés d’avoir une 

anomalie chromosomique au niveau des chromosomes sexuels. 
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Chapitre 3 : Identification d’une nouvelle mutation chez un patient 

DSD avec le séquençage d’exome complet 

1. Introduction 

La détermination du sexe chez l'homme repose sur trois étapes essentielles : la première étape 

est l’établissement du sexe chromosomique, qui se produit lors de la formation du zygote et qui 

dépend du matériel génétique apporté par chacun des gamètes. La deuxième étape est la 

détermination du sexe gonadique, qui correspond à la formation des gonades testiculaires ou 

ovariennes à la 6ème semaine de gestation. La troisième étape est la détermination du sexe 

phénotypique qui correspond à la différenciation des voies génitales et des organes génitaux 

externes, et qui s’effectue sous l’influence des facteurs hormonaux. Lorsqu’une erreur survient au 

cours de l’une de ces étapes, l’enfant à naitre pourra être porteur d’une anomalie de développement 

sexuel (DSD dans la littérature anglophone) [McNamara et al., 2017]. 

Le terme anomalie du développement sexuel (DSD) englobe tous les patients ayant une 

discordance entre le sexe chromosomique, le sexe gonadique et le sexe phénotypique [Hughes et 

al., 2006]. En 2006, Hughes a publié la dernière classification de DSD, qui se base sur le résultat 

du caryotype, et qui a été établi suite à la réunion de la société Lawson Wilkins de l’endocrinologie 

pédiatrique (LWPES) et la société européenne de l’endocrinologie pédiatrique à Chicago. La 

première classe comprend les patients DSD présentant le caryotype 46,XY. La deuxième classe 

comprend les patients DSD ayant un caryotype 46,XX et la dernière classe comprend les patients 

DSD avec une anomalie chromosomique [Hughes et al., 2006]. 

Les examens anatomiques, endocriniens, d’imagerie et les expériences des cliniciens ont 

toujours guidé les généticiens vers une analyse d’un seul gène candidat. Cependant, dans le cas 

des DSD, l’étude génétique ciblée présente un défi majeur à cause d’une faible corrélation 

génotype-phénotype des patients d’une part, et du chevauchement des phénotypes des patients 

d’autre part.  En conséquence, les examens génétiques des DSD ont progressivement évolué d’un 

examen monogénique, qui est généralement réalisé à l’aide du séquençage Sanger, à des examens 

multigéniques grâce à la nouvelle génération de séquençage. Ainsi, l’objectif de cette étude est 

d’identifier la cause génétique de l’apparition d’une anomalie de développement sexuel chez des 

familles marocaines avec le séquençage haut débit de l’exome (WES). 

2. Article 3 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet d’un article scientifique intitulé : New homozygous 

missense variant of HSD3B2 gene cause disorder of sex development in 46,XY patient. 
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Title: New homozygous missense mutation of HSD3B2 gene cause disorder 1 

of sex development in 46,XY patient 2 

ABSTRACT 3 

Disorders of sex development encompasses all the medical conditions featuring an atypical 4 

chromosomal, gonadal, or phenotypical sex. They show different occurrence and their severity 5 

ranges from genital anomalies that do not undermine sexual definition or functionality, such as 6 

Hypospadias, to levels that would lead to sexual ambiguity or incompatibility between 7 

chromosomal and internal or external sex anatomy. The aim of this study is to identify the genetic 8 

cause of disorder of sex development in Moroccan patients using next-generation sequencing. 9 

Thus, we performed whole exome sequencing analysis for 3 patients with different DSD 10 

phenotypes, and we identified an homozygous missense mutation p.(Asn323Lys) in the HSD3B2 11 

gene in a patient 46, XY-SRY positive with perineal hypospadias at birth and a high level of 17α-12 

hydroxyprogesterone, dehydroepiandrosterone, AMH, testosterone, renin and androstenedione. 13 

This mutation is located on exon 4 of the HSD3B2 gene (NM_001166120: exon4: c.T969G) and, 14 

to the best of our knowledge, it is new and is not described in any public genetic database. The 15 

impact of this mutation on the HSD3B2 protein has been predicted by SIFT and Polyphen-2 as 16 

deleterious.  17 
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INTRODUCTION 18 

Sex determination in humans is based on three essential steps: the first one is the chromosomal 19 

sex, which happens during the formation of the zygote and which depends on the chromosomal 20 

material provided by each gamete. The second is gonadal determination, which occurs by the 6th 21 

week of gestation It corresponds to the formation of the testicular or ovary gonads. The third is 22 

anatomic sex differentiation where the gonad and presence of hormones acts to determine 23 

phenotypic sex. An alteration during these steps can lead to disorder of sex development (DSD) 24 

[McNamara et al., 2017]. 25 

The term disorders of sex development (DSD) encompasses all the medical conditions featuring 26 

an atypical chromosomal, gonadal, or phenotypical sex [Hughes et al., 2006]. They show different 27 

occurrence and their severity ranges from genital anomalies that do not undermine sexual 28 

definition or functionality, such as Hypospadias, to levels that would lead to sexual ambiguity or 29 

incompatibility between chromosomal and internal or external sex anatomy. In 2006, Hughes came 30 

up with the latest classification of DSD based on studies and researches on the sex chromosomal 31 

and gonadal development or phenotypic differentiation in which the alteration took place [Hughes 32 

et al., 2006]. The first class includes DSD patients with the karyotype 46,XY. The second class 33 

comprises DSD patients having a karyotype 46,XX, and the last class includes DSD patients with 34 

a chromosomal abnormality [Hughes et al., 2006]. 35 

46,XY DSD can be divided to three broad categories: disorders of gonadal development where 36 

the Patients may have partial or complete gonadal dysgenesis, disorders in androgen synthesis or 37 

action and other causes, including testicular ectopia, hypogonadotropic hypogonadism, and 38 

isolated hypospadias [Kyriakou et al., 2015]. Girls with 46,XY DSD will most likely have gonadal 39 

dysgenesis, biochemical disorder of androgen synthesis or an androgen insensitivity syndrome 40 

(AIS) [Kyriakou et al., 2015]. The incidence rate among subjects with 46,XY to have a DSD has 41 

been estimated to be 1 in 20,000 births [Nistal et al., 2015]. 42 
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46,XX DSD includes disorders of gonadal development, and disorders secondary to androgen 43 

excess [Ahmed et al., 2013]. The disorders of gonadal development may be characterized by the 44 

presence of gonadal dysgenesis, ovotestis or differentiation of the gonad in testis [Hyon and 45 

Rouen, 2013; Lee et al., 2006]. The first cause of abnormal sexual development in patients 46, XX 46 

is the presence of the SRY gene on the short arm of an X chromosome by unequal recombination 47 

with the Y chromosome during paternal meiosis [Hyon and Rouen, 2013]. However, other genetic 48 

causes are responsible for testicular differentiation such as duplication or upstream of SOX9 gene 49 

[Huang et al., 1999; Benko et al., 2011; Cox et al., 2011] and mutations of RSPO1 gene [Parma et 50 

al., 2006; Naasse et al., 2017]. The second cause of abnormal sexual development in patients 46, 51 

XX is an excess of androgens during embryonic development. It may be of fetal origin in cases of 52 

congenital adrenal hyperplasia due to an abnormality of the biosynthesis of adrenal hormones 53 

[White and Speiser, 2000] or fetoplacental origin due to deficit in aromatase or in oxidoreductase 54 

[Hyon and Rouen, 2013]. The worldwide incidence of 46,XX DSD, has been estimated to be 1 in 55 

14,000–15,000 live births [Pang et al., 1988], but When all congenital genital anomalies are 56 

considered, including Cryptorchidism and Hypospadias, the rate may be as high as 1 in 200-300 57 

[Nordenvall et al., 2014].  58 

Chromosomal DSD include Turner Syndrome XO, Klinefelter Syndrome XXY, Jacob 59 

Syndrome XYY, Mixed Gonadal Dysgenesis (MGD) 45,X/46,XY, Chimerism 46,XX/46,XY and 60 

any combinations of reduced or excessive numbers of chromosomes [Hughes et al., 2006]. 61 

Anatomical, endocrine, imaging, and clinician experiences have always guided geneticists 62 

toward a single candidate gene analysis. However, in the case of DSD, the targeted genetic study 63 

presents a major challenge because of a weak genotype-phenotype correlation of the patients and 64 

the overlapping of the phenotypes of the patients. As a result, DSD genetic examinations have 65 

progressively evolved from a monogenic examination, which is usually performed using Sanger 66 

sequencing, to multigene examinations using the new generation of sequencing. Thus, the 67 
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objective of this study is to identify the genetic cause of disorder of sex development in Moroccan 68 

patients using next-generation sequencing. 69 

MATERIALS AND METHODS 70 

Consent for genetics investigations 71 

Written informed consent was obtained from the parents of subjects under 18 years of age, 72 

according to approved protocols by the local research ethics committee of the Pasteur Institute of 73 

Morocco and the ethics committee for biomedical research of the faculty of medicine and 74 

pharmacy in Casablanca, Morocco. 75 

DNA extraction 76 

Genomic DNA Extraction from whole blood was performed using the PureLink® Genomic 77 

DNA Mini Kit Invitrogen according to manufacturer's instructions. DNA extracts were stored at -78 

20° C until use. 79 

SRY analysis 80 

SRY gene detection in patients with disorder of sex development was carried out from the 81 

peripheral blood lymphocyte DNA by PCR, using specific sequences (STS) for this region 82 

according to the recommendations of the European Academy of Andrology (EAA): the primers 83 

sY14 (470 bp) used are: SY14 F (Forward): 5' GAATATTCCCGCTCTCCGGA 3', SY14 R 84 

(Reverse): 5' GCTGGTGCTCCATTCTTGAG 3’. PCR was carried out in a total volume of 15µL, 85 

containing 3µL of genomic DNA (~ 15 to 25ng), 1.2µL of dNTP (deoxyribonucleotides) (2.5mM), 86 

0.3µL of each primer (20mM), 0.45µL of MgCl2 (50mM), 0.05µL of Taq polymerase (5U / µL) 87 

and 1.5µL of PCR buffer (10 ×). The PCR was performed according to the following conditions : 88 

an initial denaturation at 95 °C for 5 minutes, followed by 35 cycles, each includes denaturation 89 

at 94 °C for 40s, hybridization at 61 °C for 40s and extension to 72 °C for 50s. at the end of the 35 90 

cycles a final extension was carried out for a period of 7 min. The PCR product was checked by 91 

electrophoresis on a 3% agarose gel in the presence of a 100 bp size marker.  92 



RESULTATS ET DISCUSSION  Anomalies de développement sexuel (DSD) 

120 

 

Whole Exome Sequencing 93 

Exon enrichment was performed with Agilent SureSelect Human All Exon V4 or V5. Paired-94 

end sequencing was performed on the Illumina HiSeq2000 or HiSeq2500 platform with TruSeq 95 

v3 chemistry. Read files (fastq) were generated from the sequencing platform via the 96 

manufacturer’s proprietary software. Reads were mapped with the Burrows-Wheeler Aligner, and 97 

local realignment of the mapped reads around potential insertion/deletion (indel) sites was carried 98 

out with GATK version 1.6. Duplicate reads were marked with Picard version 1.62 99 

(http://broadinstitute.github.io/picard/). Additional BAM file manipulations were performed with 100 

Samtools (0.1.18). SNP and indel variants were called with the GATK Unified Genotyper for each 101 

sample. SNP novelty was determined against dbSNP138. Novel variants were analyzed by a range 102 

of web-based bioinformatics tools on EnsEMBL SNP Effect Predictor 103 

(http://www.ensembl.org/homosapiens/userdata/ uploadvariations). All variants were screened 104 

manually against the Human Gene Mutation Database Professional Biobase 105 

(http://www.biobaseinternational. com/product/hgmd/). In silico analysis was performed to 106 

determine the potential pathogenicity of the variants. Potentially pathogenic mutations were 107 

verified with classic Sanger sequencing. 108 

RESULTS AND DISCUSSION 109 

Clinical examination of patients 110 

The patient 1 have a 46,XX karyotype and was noted to have ambiguous genitalia. Indeed, 111 

clinical examination reveals that the genital bud has a bent and buried appearance and the genital 112 

buds have a smooth appearance resembling the labia majora. Pelvic ultrasound confirms the 113 

absence of testis, uterus, pelvic mass and good morphology of the kidneys and bladder. The patient 114 

has constipation and according to their mother, the patient also has erection episodes. SRY gene 115 

does not been detected, using PCR analysis, which places this patient in 46,XX SRY-negative 116 

category. Exome sequencing of the patient and their parents did not reveal the presence of any 117 

deleterious variant that could cause this disorder of sex development. 118 
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The patient 2 have 46,XX karyotype and diagnosed as having a disorder of sex development. 119 

The genitography shows the presence of Müllerian cavity of 29 mm and a urethra corresponding 120 

to a Prader 5. Pelvic ultrasonography reveals a full bladder with thin wall and transonorous content, 121 

a uterus in place of regular content with endocavitary line regular and in place, right ovary of 122 

normal appearance, left ovary not observed and pelvic mass is absent. The radioimmunoassay at 123 

the age of 6 months revealed a very high concentration of 17α-hydroxyprogesterone (20.3 nmol/l). 124 

The dosage of fasting blood sugar, sodium Na and potassium K at the age of 9 months was normal 125 

(4.83 nmol/l, 140 nmol/l, and 4.20 nmol/l respectively). Analysis of the SRY gene by PCR simplex 126 

confirms its absence in the patient, which places it in the 46, XX SRY-negative category. Exome 127 

sequencing of the patient did not reveal the presence of any deleterious variants that could cause 128 

this disorder of sex development. 129 

The patient 3 was born in 2014 with a weight of 3300 g and a height of 51 cm. The neurological 130 

examination at birth is normal and the patient did not show clinical signs of acute hypotonic 131 

dehydration. During the first examination of the external genital organs, it was noted that the 132 

patient has a 2 cm bud, striated and pigmented bulges, palpated gonads and perineal hypospadias. 133 

Pelvic ultrasonography revealed the absence of a retro-bladder uterus, the presence of a good 134 

bladder-capacity with a thin wall of transonorous content, and the absence of effusion in the 135 

Douglas. The hormonal assay revealed a normal concentration of inhibin, progesterone, 11-136 

deoxyprogesterone, free T4, T.S.H, and a very high concentration of 17α-hydroxyprogesterone, 137 

dehydroepiandrosterone, AMH, testosterone, renin and androstenedione (Table 1). Analysis of the 138 

SRY gene by PCR simplex confirms the presence of the SRY gene, which classifies the patient in 139 

the 46,XY SRY-Positive category. The male sex was assigned to the child and surgical treatment 140 

was performed using the two-staged Bracka method. At the age of 5 years-old, an X-ray of the left 141 

wrist from the front revealed that the bone age is estimated at 30 months according to the Atlas of 142 

Greulich and Pyle. 143 
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Exome sequencing of the patient has revealed an homozygous missense mutation 144 

p.(Asn323Lys) in the HSD3B2 gene. This mutation is located on exon 4 of the HSD3B2 gene 145 

(NM_001166120: exon4: c.T969G) and, to the best of our knowledge, it is new and is not 146 

described in any public genetic database. The impact of this mutation on the HSD3B2 protein has 147 

been predicted by SIFT and Polyphen-2 as deleterious. 148 

HSD3B2, gene involved in disorder of sex development 149 

HSD3B2 gene is located at chromosome 1p11-13, and codes for a 372 amino acid protein called 150 

3β-HSD type 2. This protein catalyzes the oxidation and isomerization of pregnenolone, 17α-151 

hydroxypregnenolone and dehydroepiandrosterone (DHEA) to progesterone, 17α-152 

hydroxyprogesterone and androstenedione. Thus permitting the adrenal gland to produce the 153 

cortisol, aldosterone, androgens and estrogens. This protein is expressed in adrenal glands and 154 

gonads, unlike 3β-HSD type 1 which is expressed in the placenta and peripheral tissues 155 

[Baquedano et al., 2018]. 156 

We identified a new homozygous missense variant p.(Asn323Lys) of  HSD3B2 gene in a 157 

46,XY-SRY positive patient with disorder of sex development. This variant was never reported in 158 

any public genetic database. Indeed, the patient had perineal hypospadias at birth with a high level 159 

of 17α-hydroxyprogesterone, dehydroepiandrosterone, AMH, testosterone, renin and 160 

androstenedione. 161 

To date, 52 missense mutations in the HSD3B2 gene have been reported in the HGM (Human 162 

genome mutation) database, including 48 missense mutations (Table 2). The functional studies of 163 

several mutations confirmed their implications 3β-HSD deficiency and consequently in disorder 164 

of sex development.  165 

Classic 3β-HSD deficiency is a rare type of congenital adrenal hyperplasia (HCS) with a 166 

prevalence of one per million inhabitants [Simard et al., 2005]. It is caused by mutations in the 167 

HSD3B2 gene. In addition to adrenal insufficiency, gonadal function in patients with 3β-HSD 168 
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deficiency is also impaired, since the enzyme also plays a key role in the synthesis of sex steroids. 169 

Affected individuals 46, XY exhibit insufficient virilization ranging from hypospadias to genital 170 

ambiguity, and individuals 46,XX suffering from 3β-HSD deficiency also exhibit moderate signs 171 

of virilization of the external genital organs [Baquedano et al., 2018]. This deficit requires a 172 

clinical approach different from the deficit in 21-hydroxylase (21-OHD), the main type of CAH, 173 

because in 21-OHD, only patients 46, XX have genital ambiguity. 174 

CONCLUSION  175 

The present study is based on the identification of the genetic cause of the appearance of 176 

Disorder of sex development. Indeed, we performed the sequencing analysis of the whole exome 177 

of 3 patients with different DSD phenotypes, and we identified a new homozygous missense 178 

variant in the HSD3B2 gene in a patient 46, XY-SRY positive with perineal hypospadias at birth 179 

and a high level of 17α-hydroxyprogesterone, dehydroepiandrosterone, AMH, testosterone, renin 180 

and androstenedione.  181 
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 233 

Table 1: Results of hormone test of patient 3 234 

Hormones Values (V)  N. values 

Inhibine 84        pg/ml  10-100 

AMH 212*     pmol/l  0,7-61 

Progesterone  2,20     nmol/l  0.16-10.18 

Testosterone  41.4*     nmol/l  0.17-0.69 

11-Deoxyprogesterone  22        nmol/l  3.5-23 

17α-Hydroxyprogesterone 36*        nmol/l  1,2-9,08 

Androstenedione   18*        nmol/l  0.35-4.19 

Dehydroepiandrosterone   98*        µmol/l   1.3-4.5 

Cortisol  38*        nmol/l 176-579 

Renin  345.3*   mUI/I   2.8-39.9 

  235 
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 236 

Table 2: List of HSD3B2 gene mutation reported in the HGM (Human Genome 237 

Mutation database) 238 

Identifiant  Variant Phenotype  Identifiant  Variant Phenotype 
CM000720 L6F 3β-HSD deficiency  CM040433 S213T Idiopathic 

hypospadias  
CM152934 A10T Hypospadias, non-

syndromic 
 CM995305 S213G 3β-HSD deficiency 

CM001196 A10E 3β-HSD deficiency  CM995306 K216E 3β-HSD deficiency 
CM993167 A10V 3β-HSD deficiency  CM145626 S218P 3β-HSD deficiency 
CM157946 G11E 3β-HSD deficiency  CM023090 P222T 3β-HSD deficiency 
CM952220 G15N 3β-HSD deficiency  CM993169 P222Q 3β-HSD deficiency 
CM1414273 E25X 3β-HSD deficiency  CM993170 L236S 3β-HSD deficiency? 
CM940954 A82T DSD  CM930412 A245P Adrenal hyperplasia 
CM124707 A82P 3β-HSD deficiency  CM950655 R249X Adrenal hyperplasia 
CM950653 N100S DSD  CM1210438 G250V Adrenal hyperplasia 
CM940955 L108W DSD  CM930413 Y253N Adrenal hyperplasia 
CM940956 G129R Adrenal 

hyperplasia 
 CM940959 Y254D Adrenal hyperplasia 

CM970746 E135X Adrenal 

hyperplasia 
 CM950656 T259R Adrenal hyperplasia 

CM930411 E142K Adrenal 

hyperplasia 
 CM993171 T259M 3β-HSD deficiency 

CM993168 P155L 3β-HSD deficiency  CM040434 S284R Hypospadias 

idiopathiques 
CM154062 A161P Adrenal 

hyperplasia 
 CM993172 G294V 3β-HSD deficiency 

CM985528 A167V 3β-HSD 

deficiency? 
 CM950657 Y308X Adrenal hyperplasia 

CM920363 W171Q Adrenal 

hyperplasia 
 CM125506 Q334X 3β-HSD deficiency 

CM940957 L173R DSD  CM081308 R335X 3β-HSD deficiency 
CM154063 Y180X 3β-HSD deficiency  CM161101 Y339C 3β-HSD deficiency, 

partial 
CM940958 P186L DSD  CM081307 P341L 3β-HSD deficiency 
CM145625 Y190C 3β-HSD deficiency  CM081309 W355X 3β-HSD deficiency 
CM950654 L205P Adrenal 

hyperplasia 
 CM021276 X373C 3β-HSD deficiency 
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Figure 1: Pedigree and clinical presentation of DSD patients. A) Pedigree of patient 1, 241 

B) clinical presentation of patient 1, C) pedigree of patient 2, D) pedigree of patient 3. 242 
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3. Résultats et Discussion 

Au Maroc, l’identification de la cause génétique des patients atteints d’une anomalie de 

développement sexuel reste à ce jour très difficile à réaliser, à cause de la faible corrélation 

génotype-phénotype des patients, et à cause de la difficulté de réaliser une analyse de l’exome, ce 

qui oblige les médecins à se limiter au résultat du caryotype. Dans cette étude, nous avons réalisé 

le séquençage haut débit d’exome pour 3 patients marocains atteints d’une anomalie de 

développement sexuel. Ainsi, nous avons identifié la présence d’une nouvelle mutation 

homozygote, jamais décrite dans aucune base de données génétique publique, au niveau de l’exon 

4 du gène HSD3B2, chez un patient atteint d’une anomalie de développement sexuel. En effet, le 

patient présentait un hypospadias périnéal à la naissance avec un taux élevé de 17α-

hydroxyprogestérone, déhydroépiandrostérone, AMH, testostérone, rénine et de 

l’androstènedione. L’analyse du caryotype sanguin du patient a révélé un caryotype masculin et 

l’analyse du gène SRY par PCR simplex a classé le patient dans la catégorie des patients 46,XY 

SRY-positive. 

Le gène HSD3B2 est situé au niveau du chromosome 1p11-13, et code pour une protéine de 

372 acides aminés nommée 3β-HSD de type 2. Cette protéine est impliquée dans la production du 

cortisol, de l’aldostérone, des androgènes et des œstrogènes, en réalisant des réactions d’oxydation 

et d’isomérisation du prégnénolone, 17α-hydroxyprégnénolone et déhydroépiandrostèrone 

(DHEA) en progestérone, 17α-hydroxyprogestérone et androstènedione. Elle est exprimée au 

niveau des glandes surrénales et au niveau des gonades, contrairement au 3β-HSD de type 1 qui 

est codée par le gène HSD3B1, et qui est exprimée dans le placenta et les tissus périphériques 

[Baquedano et al., 2018]. 

À ce jour, 52 mutations du gène HSD3B2 ont été rapportées dans la base de données HGM 

(Human genom mutation), dont 48 mutations faux-sens. L’étude fonctionnelle de plusieurs 

mutations a confirmé leurs implications dans les anomalies de développement sexuel. 

Le déficit classique en 3β-HSD est un type rare de l'hyperplasie congénitale des surrénales 

(HCS) avec une prévalence de un par million d'habitants [Simard et al., 2005]. Il est causé par des 

mutations au niveau du gène HSD3B2. En plus de l'insuffisance surrénale, la fonction gonadique 

chez les patients atteints d’un déficit en 3β-HSD est aussi altérée, car l'enzyme a également un rôle 

clé dans la synthèse des stéroïdes sexuels. Les individus 46,XY affectés présentent une virilisation 

insuffisante allant de l'hypospadias à l'ambiguïté génitale, et les individus 46,XX atteints de 3β-

HSD présentent également des signes modérés de virilisation des organes génitaux externes 

[Baquedano et al., 2018]. Cette ambiguïté des organes génitaux externes causée par un 

dysfonctionnement gonadique est un phénotype caractéristique des patients ayant un déficit en 3β-
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HSD. Ce déficit nécessite une approche clinique différente du déficit en 21-hydroxylase (21-

OHD), le principal type de CAH, car dans le 21-OHD, seuls les patients 46,XX présentent une 

ambiguïté génitale. 

4. Conclusion 

La présente étude repose sur l’identification de la cause génétique de l’apparition d’une 

anomalie de développement sexuel. En effet, nous avons réalisé l’analyse de séquençage de 

l’exome complet de 3 patients présentant différents phénotypes de DSD, et nous avons identifié 

une nouvelle mutation au niveau du gène HSD3B2 chez un patient 46,XY-SRY positive avec 

hypospadias périnéal à la naissance et un taux élevé de 17α-hydroxyprogestérone, 

déhydroépiandrostérone, AMH, testostérone, rénine et androstènedione.
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Chapitre 4 : Identification des nsSNPs les plus délétères du gène 

PIWIL1 et leur impact sur la structure, la stabilité, la flexibilité et la 

dimension du domaine PAZ : Analyse in silico 

1. Introduction 

L’infertilité est définie comme l’incapacité d’un couple à concevoir après 12 mois de rapport 

sexuel régulier et non protégée. Elle affecte entre 8 et 12% des couples dans le monde entier 

[Vander Borght and Wyns, 2018]. L’infertilité masculine est une maladie très complexe et son 

étiologie reste à ce jour inconnu chez environ 30% des cas. Mais grâce à l’introduction des 

nouvelles technologies dans le domaine de la Biologie Moléculaire, des centaines des gènes voir 

même des nouvelles voies impliquées dans la spermatogenèse ont été découvertes comme la voie 

des ARN interagissant avec PIWI (piARN) [Cooke and Saunders, 2002; O’Bryan and de Kretser, 

2006; Yan, 2009]. 

Les piARN sont une nouvelle classe des petits ARN non codants spécifique à la lignée 

germinale. Leurs tailles varient entre 24 et 30 nucléotides et ils sont très répandus chez l'homme, 

la souris, le rat, le poisson, le ver et même chez les animaux plus simples, comme les éponges 

(Amphimedon queenslandica) et l'anémone de mer (Nematostella vectensis), mais pas dans les 

champignons ou les plantes [Grimson et al., 2008]. Les piARN interagissent avec les protéines 

effectrices PIWI afin de former un complexe ribonucléoprotéique qui va éliminer les éléments 

transposables et maintenir l’intégrité du génome. Les transposons sont capables de se multiplier 

dans le génome par transposition sur de nouveaux sites, ce qui provoque des effets néfastes sur les 

organismes, conduisant à des réarrangements structuraux au niveau du génome, tels que des 

délétions, des duplications et des inversions. Cependant, l'importance fonctionnelle de cette voie 

a été révélée par des études génétiques, montrant que les mutations au niveau des gènes PIWIs 

induisent une stérilité chez la souris, le poisson et les mouches [Carmell et al., 2007; Deng and 

Lin, 2002; Houwing et al., 2007; Kuramochi-Miyagawa et al., 2004; Lai et al., 2004; Schmidt et 

al., 1999]. En outre, plusieurs études cas-témoins ont confirmé l’associations de certains 

polymorphismes des gènes PIWI avec l’infertilité masculine chez différentes populations 

[Kamaliyan et al., 2018; Muñoz et al., 2014, 4]. 

Chez l’homme, on distingue quatre types des protéines PIWI qui forment une sous famille des 

protéines Argonautes : PIWIL1, PIWIL2, PIWIL3 et PIWIL4. Ces protéines se caractérisent par 

quatre domaines : le domaine N-terminal, le domaine PAZ, le domaine MID et le domaine PIWI 

[Meister, 2013].  Les deux domaines PAZ et MID sont responsable à la fixation des piARN tandis 

que le domaine PIWI est semblable à la ribonucléase H (RNase H) [Cora et al., 2014; De Fazio et 

al., 2011; Reuter et al., 2011].  
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L’étude fonctionnelle de tous les variants du gène PIWIL1 est très couteuse et demande 

énormément de temps. Cependant, la bio-informatique est très utile pour ce genre d’étude. En 

effet, les méthodes in silico sont moins couteuse et peuvent prédire la pathogénicité des 

polymorphismes non synonymes avec une grande vitesse et les résultats sont reproductible si le 

même modèle est utilisé [Ali et al., 2017; George Priya Doss and Zayed, 2017; Zaki et al., 2017; 

Agrahari et al., 2018; Srinivasan and Rajasekaran, 2018]. Récemment, plusieurs outils bio-

informatiques ont été développés et utilisés pour prédire l’impact des variants faux-sens (nsSNP) 

sur la structure, la stabilité, la flexibilité et la dimension des protéines [AbdulAzeez and Borgio, 

2016; Arshad et al., 2018; Bhatnager and Dang, 2018; Chandrasekaran et al., 2017; Dakal et al., 

2017; Hassan et al., 2019; Kelly and Barr, 2014; Seifi and Walter, 2018]. Ainsi, notre étude a pour 

objectif d'identifier les nsSNPs les plus délétères du gène PIWIL1 à l'aide d'un certain nombre 

d'outils de prédiction computationnelle et d'évaluer leur impact sur la structure et la fonction du 

domaine PAZ à l'aide de la simulation de la dynamique moléculaire. 

2. Article 4 

Les résultats de cette étude ont fait l’objet d’un article scientifique intitulé : Identification of 

deleterious missense variants of human Piwi like RNA-mediated gene silencing 1 gene and their 

impact on PAZ domain structure, stability, flexibility and dimension : in silico analysis. 

L’article a été publié dans le journal : Journal of Biomolecular Structure and Dynamics / Taylor & 

Francis Online. 

  



RESULTATS ET DISCUSSION  nsSNPs les plus délétères du gène PIWIL1 

132 

 



RESULTATS ET DISCUSSION  nsSNPs les plus délétères du gène PIWIL1 

133 

 

 



RESULTATS ET DISCUSSION  nsSNPs les plus délétères du gène PIWIL1 

134 

 

 



RESULTATS ET DISCUSSION  nsSNPs les plus délétères du gène PIWIL1 

135 

 

 



RESULTATS ET DISCUSSION  nsSNPs les plus délétères du gène PIWIL1 

136 

 



RESULTATS ET DISCUSSION  nsSNPs les plus délétères du gène PIWIL1 

137 

 



RESULTATS ET DISCUSSION  nsSNPs les plus délétères du gène PIWIL1 

138 

 



RESULTATS ET DISCUSSION                                                                          nsSNPs les plus délétères du gène PIWIL1  

139 

 

3. Résultats et Discussion 

Les polymorphismes génétiques sont localisés dans des positions bien définies dans le génome 

et sont responsables des caractéristiques phénotypiques individuelles. Pour comprendre la 

diversité humaine et la génétique moléculaire, les polymorphismes génétiques peuvent être utilisés 

pour la définition de la structure de la population, la cartographie des gènes et la réalisation des 

études fonctionnelles. Dans le génome humain, les polymorphismes mononucléotidiques (SNP) 

sont le type de variant le plus courant, et les polymorphismes non synonymes (nsSNP), également 

appelés variants faux-sens, sont hautement significatifs car ils sont responsables de la substitution 

des acides aminés, ce qui entraîne la diversité fonctionnelle des protéines. Les variants faux-sens 

peuvent avoir un effet neutre ou délétère sur la structure et la fonction des protéines. En effet, Gou 

et al. ont recherché des variants faux sens dans l'élément D-box de la protéine PIWIL1 dans une 

cohorte de 413 patients atteints d'azoospermie idiopathique et de 300 témoins fertiles [Gou et al., 

2017]. En séquençant l’exon 6 et 7 du gène PIWIL1, Gou et al. ont identifié plusieurs variants 

hétérozygotes chez trois patients, mais aucun variant n’a été identifié dans les témoins. Après 

séquençage de tous les exons du gène PIWIL1 de ces patients, les auteurs ont confirmé que ces 

variants sont les seuls qui entraînent des substitutions d’acides aminés de la protéine PIWIL1. En 

modélisant de tels variants chez des souris, les auteurs ont conclu que des mutations génétiques au 

niveau des gènes PIWI sont directement responsables de l'infertilité masculine [Gou et al., 2017]. 

Cette approche n’est peut-être pas faisable pour étudier l’impact de tous les nsSNP sur la structure 

et la fonction des protéines. Cependant, l'analyse in silico nous a maintenant permis d'identifier les 

nsSNP les plus délétères dans plusieurs gènes candidats. De plus, cette puissante méthode présente 

une meilleure corrélation avec les études expérimentales [Benz et al., 2005; Asamitsu et al., 2015; 

Sudhakar et al., 2016]. 

PIWIL1 est une protéine de 861 acides aminés codée par le gène PIWIL1, situé sur le 

chromosome 12q24.33. Elle est exprimée principalement dans les cellules germinales et joue un 

rôle important dans la biogenèse et la fonction des piARN. En outre, il a été suggéré que les 

variants au niveau des gènes PIWI sont associés à l’infertilité masculine dans différents groupes 

ethniques [Muñoz et al., 2014, 4; Kamaliyan et al., 2018]. 

 En utilisant la base de données dbSNP, nous avons trouvé que 9323 variants ont été rapportés 

à ce jour au niveau du gène PIWIL1 (ENST00000245255.7), dont 406 variants sont des nsSNP. 

Nous avons utilisé huit algorithmes de prédiction in silico (SIFT, PolyPhen-2, Mutation Assessor, 

Mutation Taster, PROVEAN, Condel, LRT et Fathmm) afin de déterminer si ces nsSNP ont un 

effet délétère sur la structure ou la fonction de la protéine PIWIL1. Ainsi, nous avons trouvé que 

18 nsSNP ont été prédits comme délétère par tous les algorithmes de prédiction utilisé, avec quatre 
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nsSNP (R146C, L150P, T194M, K272N) localisé dans la région qui code pour le domaine N-

terminal, trois nsSNP (G305, Y317C, Y346C) localisé dans la région qui code pour le domaine 

PAZ, un nsSNP (S583R) localisé dans la région qui code pour le domaine MID et 10 nsSNP 

(R701C, Y731C, V740M, V740G, P761H, Y794C, R827C, R827H, R827H, A835T, V842) 

localisé dans la région qui code pour le domaine PIWI. 

L’analyse de conservation des acides aminés est très essentielle pour identifier les variants 

susceptible d’affecter la santé humaine. Le serveur Consurf est un très bon outil bio-informatique 

qui est capable d’estimer le niveau de conservation des acides aminés dans une protéine [Glaser et 

al., 2003; Landau et al., 2005; Ashkenazy et al., 2016; Celniker et al., 2013; Ashkenazy et al., 

2016]. En utilisant ce serveur, nous avons analysé le degré de conservation des acides aminés de 

la protéine PIWIL1 et nous avons identifié que les résidus R146, K272, G305, S583, R701 et R827 

sont hautement conservés et situés à la surface de la protéine, les résidus Y317, Y346, V740 et 

A835 sont hautement conservés et situés à l’intérieur de la protéine, tandis que les résidus T194, 

Y731 et P761 sont situés à la surface de la protéine et les résidus L150, Y794 et V842 sont situés 

à l’intérieur de la protéine. En se basant sur ces résultats, on a pu affirmer que les variants R146C, 

K272N, G305S, Y317C, Y346C, S583R, R701C, V740M, V740G, R827H et A835T touchent des 

résidus hautement conservés ce qui pourrait affecter le bon fonctionnement de la protéine PIWIL1. 

La protéine PIWIL1 a un poids moléculaire d’environ 98 kDa et est définie par quatre domaines 

: le domaine N-terminal, le domaine PAZ, le domaine MID et le domaine PIWI. Le domaine PAZ 

est responsable de la liaison de l’extrémité 3’de l’ARN du brin guide, le domaine MID est 

responsable de la liaison de l’extrémité 5’ de l’ARN et le domaine PIWI possède une activité 

RNase H qui est responsable du clivage de l'ARN [Zeng et al., 2011]. À ce jour, la protéine PIWIL1 

n’est pas encore cristallisée, à l'exception du domaine PAZ, qui a été déterminé sous sa forme libre 

[Zeng et al., 2011]. En utilisant le logiciel YASARA, nous avons comparé le changement local de 

la structure du domaine PAZ induit par les variants G305S, Y317C, Y346C. Ainsi, nous avons 

constaté que, pour le variant G305S, la glycine en position 305 fait une liaison hydrogène avec la 

valine en position 319. Mais, lorsqu’elle est remplacée par la sérine, cette liaison hydrogène est 

perdue. 

Zeng et al. ont identifié une cage au niveau du domaine PAZ qui est responsable à la liaison de 

l’extrémité 3’ de l’ARN. Cette cage est formée par les acides aminés aromatiques Lys315, Ala380, 

Leu382 et Tyr312, Tyr317, Tyr346 et Tyr350 [Zeng et al., 2011]. La substitution de l'un de ces 

résidus peut modifier la conformation de la cage et affecter le processus de liaison de l'extrémité 

3' de l'ARN. En effet, nous avons trouvé que les deux variants Y317C et Y346C, qui occupent une 
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position stratégique dans le domaine PAZ, ont un impact négatif sur la structure du domaine PAZ 

et par conséquent sur la conformation de la cage de liaison avec l'extrémité 3 'de l'ARN. 

Pour analyser plus en détail l’impact des nsSNP pathogènes sur la stabilité, la flexibilité et la 

dimension du domaine PAZ, nous avons effectué une simulation de la dynamique moléculaire à 

l’aide du logiciel GROMACS 5.1.4.  Ce dernier nous a permis d’analyser et de comparer les 

paramètres RMSD, RMSF et Rg entre la structure native du domaine PAZ et sa structure mutée. 

Ainsi, on a pu constater qu’au début de la simulation (t0), la structure native et les trois structures 

mutées ayant la sérine en position 305 (G305S-PAZ), la cystéine en position 317 (Y317C-PAZ) 

et la cystéine en position 346 (Y346C-PAZ) avaient toutes la même structure. Mais lors de la 

simulation, toutes les structures mutées ont changé de conformation. en effet, nous avons trouvé 

que le variant G305S diminue la stabilité du domaine PAZ, augmente la flexibilité de ses acides 

aminés et diminue sa dimension globale. En revanche, le variant Y317C diminue la stabilité du 

domaine PAZ, augmente la flexibilité de ses acides aminés et augmente sa dimension globale. En 

ce qui concerne le variant Y346C, il augmente la stabilité du domaine PAZ, la flexibilité de ses 

acides aminés et diminue sa dimension globale. 

4. Conclusion 

Cette étude suggère que la structure et la fonction de la protéine PIWIL1 peuvent être affectées 

par des polymorphismes nucléotidiques non synonymes (nsSNP) situés dans les régions exoniques 

du gène. Ces variants sont généralement rares mais ils ont un effet considérable sur la protéine. 

L'identification de ces variants et l'étude de leur pouvoir pathogène sont maintenant nécessaires 

pour déterminer leurs associations avec l'altération de la spermatogenèse. Ainsi, nous avons 

identifié 18 nsSNP comme délétères par huit logiciels de prédiction dont 11 nsSNP affectent des 

acides aminés hautement conservés. La présence de ces variants peut affecter la voie de répression 

des éléments transposables, et par conséquent, affecter l’intégrité du génome de la lignée 

germinale. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES  

La présente étude consiste à déterminer, d’abord, la nature et la fréquence des anomalies 

chromosomiques chez les couples qui ont subi plusieurs fausses couches spontanées à répétition. 

Ensuite, de déterminer la nature et la fréquence des anomalies chromosomiques chez les patients 

présentant une ambiguïté génitale, une aménorrhée, et un phénotype de Turner. Après, d’identifier 

un nouveau gène et/ou mutation génétique impliquée dans les anomalies de développement sexuel. 

Et enfin, d’identifier les variants les plus délétères du gène PIWIL1 et de déterminer leurs impacts 

sur la structure, la stabilité, la flexibilité et la dimension du domaine PAZ. 

 De manière intéressante, nous avons déterminé que la fréquence des anomalies 

chromosomiques chez les couples Marocains présentant des FCSR est de 11%. Ces anomalies 

chromosomiques sont distribuées comme suit :4,30% des couples avec une inversion, 2,71% des 

couples avec une translocation réciproque, 1,43% des couples avec une translocation 

robertsonienne, 1.27% des couples avec un variant polymorphique, 0,64% des couples avec un 

caryotype en mosaïque, 0,60% des couples avec d’autres types d’anomalies chromosomiques 

En regroupant les résultats de tous les pays qui ont suivi la même méthode, nous avons identifié 

que la fréquence mondiale est de l’ordre de 5,16%, avec 2,50% des translocations réciproques, 

0,83% des translocations robertsoniennes, 0,77% des inversions, 0,99% d’autres types 

d’anomalies chromosomiques 

Dans un deuxième temps, nous avons identifié que 7,13% des patients marocains présentant 

une ambiguïté génitale ont une anomalie chromosomique, 17,39% des patients ayant une 

aménorrhée ont une anomalie chromosomique, 23,20% des patients présentant un phénotype de 

Turner ont une anomalie chromosomique 

L’analyse de l’exome de 3 patients atteints d’une anomalie de développement sexuel a révélé 

la présence d’une nouvelle mutation du gène HSD3B2 chez un patient avec un hypospadias 

périnéal et un taux élevé de 17α-Hydroxyprogestérone, déhydroépiandrostérone, AMH, 

testostérone, rénine et de l’androstènedione. Le caryotype sanguin du patient a révélé un caryotype 

masculin et l’analyse du gène SRY par PCR simplex a classé le patient dans la catégorie des 46,XY 

SRY-positive. En effet, la protéine 3β-HSD de type 2 catalyse la réaction de conversion des 

stéroïdes Δ5 en Δ4 et un déficit au niveau de cette protéine peut se traduire par des organes 

génitaux externes atypiques. Cependant, dans l’avenir, il sera très intéressant d’étudier l’impact de 

cette mutation sur la fonction de la protéine. 

L’étude in silico des polymorphismes du gène PIWIL1 a permis d’identifier 18 nsSNP comme 

délétères par huit logiciels de prédiction, dont 11 nsSNP affectaient des acides aminés hautement 
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conservés. L’impact des variants localisés dans la région qui code pour le domaine PAZ sur la 

stabilité, la flexibilité et la dimension de ce dernier a révélé que le variant G305S diminue la 

stabilité du domaine PAZ, augmente la flexibilité de ses acides aminés et diminue sa dimension 

globale. Le variant Y317C diminue la stabilité du domaine PAZ, augmente la flexibilité de ses 

acides aminés et augmente sa dimension globale. Et le variant Y346C, augmente la stabilité du 

domaine PAZ, la flexibilité de ses acides aminés et diminue sa dimension globale. Il sera très 

intéressant d’étudier dans l’avenir, l’association de ces variants avec l’infertilité masculine et 

féminine et de prendre en considération cet impact pathogène lors de l’analyse des données de 

l’exome ou du génome des patients. 
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