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Introduction

Les anomalies du développement sexuel «ADS» ou disorders of sexual development «DSD»
selon 1’acronyme anglo-saxons, sont définies comme des conditions congénitales hétérogénes
dans lesquelles le sexe chromosomique, gonadique ou anatomique est discordant, entrainant
ainsi, un large éventail de phénotypes liés aux variations génétiques, a la programmation
du développement gonadique/génital et au systeme endocrinien (Hughes et al., 2006 ;
Ostrer, 2014).

Bien que les données disponibles sur la prévalence exacte des DSD soient tres limitées,
I'incidence est estimée a 1 pour 4 500-5 500 naissances vivantes dans les pays européens.
En revanche, elle est a 1 pour 2 500-3 000 dans certaines communautés arabes, en raison
de la consanguinité et de I’endogamie (Abdullah et al., 1991 ; Sax, 2002 ; Thyen et al., 2006 ;
Mazen et al., 2008 ; Bashamboo et McElreavey, 2014). Cependant, l'incidence des DSD
peut étre plus élevée en raison de l'absence d'un diagnostic précis ou d'un diagnostic tardif
dans de nombreux cas se présentant a la puberté ou a I'dge adulte avec une gynécomastie,
un utérus primordial, une aménorrhée primaire, des troubles de la fertilit¢ ou des signes
de malignité gonadique (Bashamboo et McElreavey, 2016 ; Acién et Acién, 2020). De ce fait,
la corrélation génotype-phénotype peut étre difficile a gérer cliniquement pour certains types
de DSD en raison de la diversité de ces conditions chez les individus affectés (Li et al., 2020).
L'incertitude quant a l'assignation du sexe peut étre traumatisante a la fois pour l'individu
et pour les membres de sa famille. Par conséquent, I'établissement d'un diagnostic génétique
peut contribuer a l'acceptation de I'identité sexuelle et fournir des conseils et des orientations
essentiels pour la gestion clinique (Jgrgensen et al., 2015 ; Van der Zwan et al., 2015).

Le diagnostic moléculaire du DSD est un défi de longue date et jusqu’a récemment,
il n'était disponible que pour une petite minorité de personnes atteintes de DSD
(Arboleda et al., 2013 ; Parivesh et al., 2019). L'établissement d'un diagnostic génétique
précis peut fournir des conseils et des orientations essentiels pour la gestion clinique,
notamment en ce qui concerne le risque de malignité (Jgrgensen et al., 2015 ;
Van der Zwan et al., 2015).

Les technologies de séquencage de nouvelle génération (NGS ; next generation sequencing)
ont amélioré le rendement diagnostique des anomalies congénitales, dont les DSD.
Le séquencage ciblé, utilisant un ensemble de genes liés aux DSD, a un rendement
diagnostique de 30 a 47% dans les cas de DSD 46,XY (Buonocore et al., 2019;
Hughes et al., 2019). Des panels de génes plus importants ont permis d'obtenir un rendement
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diagnostique de 46,9% des patients DSD 46,XY et de 10,3% des patients DSD 46,XX
(Xu et al., 2019).

La technologie NGS dont le séquencage de 1’exome entier (WES ; whole exome sequencing)
a amélioré les capacités de diagnostic génétique du DSD dans différents travaux scientifiques.
En utilisant uniqguement I'approche WES, Abualsaud et al. (2020), ont identifié des variants
géniques potentiellement causaux dans 42 genes portés par 51% de la cohorte de 149 patients
avec DSD (Abualsaud et al., 2020).

De nouveaux facteurs génétiques impliqués dans I’apparition du phénotype DSD continuent
a étre identifiés. Au cours des cing derniéres années, le séquencage de I'exome et du génome
a conduit a la découverte de nouveaux geénes a l'origine des formes syndromiques
et non syndromiques de DSD 46,XY et DSD 46,XX. Il s'agit notamment des génes DHX37,
HHAT, LHX9, MYRF, NR2F2, PBX1, PPP2R3C, SOX8 et ZNRF3 (Callier et al., 2014 ;
Bashamboo et al., 2018 ; Harris et al., 2018 ; Portnoi et al., 2018 ; Eozenou et al., 2019 ;
Guran et al., 2019 ; Hamanaka et al., 2019 ; Kunitomo et al., 2020 ; McElreavey et al., 2020).

L’objectif général de cette étude est de rechercher les variants géniques a 1’origine de cas
de DSD dans la population algérienne, largement inexplorée pour les anomalies

du développement sexuel.
Obijectifs spécifiques :

- confirmer la présence ou I’absence du gene SRY dans les cas DSD 46,XY
et DSD 46,XX,

- dépister les variants causaux des génes liés aux DSD en analysant les données
du WES,

- décrire de nouveaux genes pouvant étre impliqués dans les présentations cliniques
atypiques,

- confirmer la présence de ces variants chez le patient, ses parents et sa fratrie
(si présents) par le séquencage Sanger,

- déterminer la corrélation génotype-phénotype dans les diverses catégories de DSD.
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Bibliographie Développement sexuel

Le développement sexuel humain est un processus séquentiel, chronologique et continu
dépendant de divers facteurs génétiques et hormonaux, qui débute des la fécondation
du gaméte maternel, I’ovocyte 11, par le gaméte paternel, le spermatozoide, et se poursuit
jusqu'a la puberté lorsque I'apparence sexuelle adulte est acquise. Ce phénomene est divisé
en deux catégories, a savoir la détermination du sexe designant le développement
de la gonade bipotentielle vers un ovaire ou un testicule, et la différenciation du sexe
impliquant une série d’événements par lesquels les gonades et les organes génitaux
sexuellement indifférenciés acquierent progressivement des caractéristiques masculines
ou féminines (Josso, 1988 ; She et Yang, 2014 ; Rey et al., 2020).

Deés la fécondation, le sexe génétique du futur embryon est déterminé par les gametes
parentaux : si I’ceuf fécondé est congu de deux chromosomes X, le sexe génétique
de ’embryon sera féminin, si I’ceuf est congu d’un chromosome X et d’un chromosome Y,
le sexe génétique de I’embryon sera masculin. Cette constitution chromosomique impose
ensuite la différenciation des gonades, qui se met en place pendant la vie fcetale.
Les embryons de sexe génétique féminin, présentent un développement ovarien tandis
que les embryons de sexe génétiqgue masculin, présentent un développement testiculaire.
Une fois la gonade femelle ou male est fonctionnelle, elle influence le développement
des voies genitales et des organes génitaux externes (OGE) féminins ou masculins, permettant
ainsi la mise en place du sexe phénotypique, cliniquement identifié (Jost, 1972;
Gilbert, 2003 ; She et Yang, 2014).

1. Determination gonadique

La mise en place de D’appareil génital féminin ou masculin commence trés tot,
dés la 3*™ semaine du développement embryonnaire, par la formation de la gonade
indifférenciée qui est divisée en deux phases principales: une phase initiale définie
par la détermination de la gonade bipotentielle et une seconde phase caractérisée

par la différenciation vers un testicule ou un ovaire (Hyon et Rouen, 2013).

La formation de la gonade primitive ou bipotentielle débute au cours de la 4°™ semaine
du développement embryonnaire par la prolifération des cellules de 1’épithélium ccelomique
et des cellules mésenchymateuses sous-jacentes, donnant naissance aux crétes génitales
(ou gonadiques), qui apparaissent sous forme d’un épaississement de 1’épithélium ceelomique
sur la partie ventrale et médiane du mésonéphros (Karl et Capel, 1998 ;
Albrecht et Eicher, 2001 ; Encha-Razavi et Escudier, 2008).
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Dans un second temps, les crétes gonadiques sont colonisées par les cellules germinales
primordiales (CGP), d’origine épiblastique, formées dés le 10°™-11°" jour du développement
embryonnaire et qui migrent a la paroi postérieure de la vésicule vitelline pres de 1’allantoide
entre la 3°™ et la 4°™ semaine de la vie embryonnaire, ensuite se dirigent vers les crétes
génitales au cours de la 5°™ et la 6°™ semaine de développement, en passant le long
de la paroi du tube digestif postérieur puis a travers le mésentére dorsal. A ce stade, la gonade
bipotentielle, composée d'un cortex externe et d'une medulla interne, est préte a se différencier
en un testicule ou un ovaire, et les CGP entrainent la prolifération des cellules épithéliales
ceelomiques qui vont entourer les cellules germinales et former les futurs cordons sexuels
primaires (Figure 1) (Lawson et Hage, 1994 ; Rey et al.,, 2020; De Felici, 2013;
Kalfa et al., 2015).

A EARLY EMBRYO (FIFTH WEEK) B MIGRATION OF GERM CELLS TO GONADAL RIDGES
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Figure 1. Parcours migratoire des CGP lors du développement embryonnaire (Boron

et Boulpaep, 2017)
(A) Les CGP naissent dans I'endothélium endodermique du sac vitellin
(B) Les CGP migrent le long du mésentére de l'intestin postérieur et atteignent la créte gonadique
(C) La gonade indifférenciée est constituée d'un cortex externe et d'une médulla interne
(D) Le testicule se développe a partir de la médulla de la gonade indifférenciée et le cortex régresse
(E) L'ovaire se développe a partir du cortex de la gonade indifférenciée et la médulla régresse
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2. Gonade indifférenciée ou bipotentielle

Trois types cellulaires distincts composent les crétes gonadiques : deux lignées de cellules
somatiques et une lignée de cellules germinales dont chaque lignée posséde une double
potentialitt dans la différenciation cellulaire vers la voie male ou femelle
(Munger et al., 2013 ; Lin et Capel, 2015) :

- les cellules de soutien, a I’origine des cellules de Sertoli dans le testicule,
et des cellules de la granulosa dans ’ovaire,

- les cellules stéroidogenes, ce sont principalement les cellules de Leydig
dans le testicule, et les cellules de la théque dans 1’ovaire,

- les cellules germinales, précurseurs des spermatozoides et des ovocytes.

2.1 Détermination et différenciation testiculaire
Dés la 7°™ semaine de la vie embryonnaire, le développement testiculaire initie
par la différenciation des cellules somatiques de la gonade indifférenciée en cellules
pré-sertoliennes. Ces derniéres, s’associent les unes aux autres par des jonctions cellulaires
et entourent les CGP pour former les cordons séminiferes. Au cours de cette phase,
les cellules pré-Sertoliennes changent de morphologie et de localisation, d’un aspect
de cellules mésenchymateuses localisées au sein des cordons, a un aspect polarisé de cellules
épithéliales a la base des cordons (Wilhelm et al., 2007 ; Svingen et Koopman, 2013 ;

Boron et Boulpaep, 2017).

Peu apres la difféerentiation des cellules de Sertoli, les cellules de Leydig feetales présentes
dans I’interstitium avec d’autres types cellulaires (mésenchymateux, immunitaires, nerveux
et endothéliaux), se différencient a partir des cellules du mésenchyme ayant probablement
une origine double : I’épithélium ccelomique et le mésonéphros. Vers la 10°™ semaine,
les cellules de Leydig synthétisent les hormones stéroidiennes testiculaires pour initier
la différenciation des voies génitales et des organes génitaux externes masculins,

en collaboration avec les cellules de Sertoli (DeFalco et al., 2011 ; Boron et Boulpaep, 2017).

En outre, les cellules provenant de 1’épithélium ccelomique participent a 1’augmentation
du volume de la gonade, tandis que les cellules issues du mésonéphros contribuent a la mise
en place de la compartimentation gonadique, des cordons testiculaires et la structuration

de la vascularisation testiculaire. Ces cellules vont de plus se différencier en cellules myoides
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péritubulaires, qui, avec les cellules de Sertoli, se localisent a la base des cordons seminiféres
et les renforcent pour assurer la libération des spermatozoides dans la lumiére des tubes
séminiféres a la puberté (Martineau et al., 1997 ; Karl et Capel, 1998 ; DeFalco et al., 2011).

La tunique albuginée se met en place en parallele aux précédentes structures,
elle est composée de cellules musculaires lisses avec des capacités contractiles. Cette structure
est caractérisée par sa fonction de barriere protectrice et par sa régulation du flux sanguin,
la température et la pression intra-testiculaire, favorisant la mobilité des spermatozoides gréace
a ses contractions a la puberté, ainsi le testicule feetal est composé de deux compartiments :

les cordons séminiféres et 1’espace interstitiel (Figure 2) (Middendorff et al., 2002).

\é I E

Figure 2. Organisation du testicule feetal (El Zaiat, 2015)
CG : cellules germinales, LF : cellules de Leydig feetales, MP : les cellules myoides péritubulaires,
S : cellules de Sertoli, TA : tunique albuginée, VC : le vaisseau ceelomique

2.2 Détermination et différenciation ovarienne

Le développement de l'ovaire est plus tardif que le développement du testicule, il débute
au cours de la 8°™ semaine par 2 phénomeénes: une évanescence des premiers cordons
sexuels formant des cordons médullaires au centre de la gonade qui se fragmentent en amas
irréguliers, puis dégenérent et laissent place a un tissu conjonctif lache. Dans ce dernier,
de nombreux vaisseaux sanguins se développent avec une poussee secondaire des cordons
sexuels dans le cortex, dans lesquelles vont migrer les CGP. Ainsi, les deux zones, la corticale
contenant les cordons sexuels et la médullaire, sont distinctes vers la 12°™ semaine

de développement (Baillet et Mandon-Pepin, 2012).
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Les CGP se transforment en ovogonies qui se lient par des ponts cytoplasmiques
afin d’assurer la synchronisation des mitoses précocement au cours de la 8™ - 10°™ semaine,
et entrent ensuite spontanément en premiére division de la méiose pour former les ovocytes |
(Bendsen et al., 2005 ; Baillet et al., 2011). Ces derniers stimulent la différenciation
des cellules de soutien qui les entourent en cellules de la granulosa formant les follicules
primordiaux. Une perte massive d’ovocytes s’accompagne, et un tiers des ovocytes seulement
vont former des follicules primordiaux. Le nombre des ovocytes, qui est de 7 millions
a 5 mois de grossesse, diminue jusqu’a environ 2 millions a la naissance, et ces cellules
restent ensuite bloquées en prophase de premiére division de méiose jusqu’a la puberté ou ils

reprennent leurs divisions (Pepling Spradling, 2001 ; Baillet et Mandon-Pepin, 2012).
3. Développement des voies génitales et des organes genitaux externes

Le développement des voies génitales est étroitement associé au développement du rein
et des voies excrétrices, en vue que la créte urogénitale indifférenciée comprend
le pronéphros, le mésonéphros et le métanéphros, qui donneront naissance au cortex surrénal,
aux systemes gonadique et urinaire, respectivement (Karl et Capel, 1998;
DeCherney et al., 2012).

3.1 Stade indifférencié

Jusqu’a la 7°™ semaine du développement embryonnaire, les voies génitales, identiques

pour les deux sexes, sont constituées de deux paires de canaux indifférenciés issus
du mésonéphros qui se développe du 25°™ au 30°™ jour de gestation en des canaux
mésonéphriques « canaux de Wolff » donnant plus tard naissance a 1’épididyme, le canal
déférent et les vésicules séminales, si le sexe est masculin. Si le sexe est féminin,
le mésonéphros constitue les canaux paramésonéphriques «canaux de Miller »
du 40°™ au 48°™ jour de gestation, qui forment ultérieurement les trompes de Fallope,
I’utérus et la partie haute du vagin (Figure 3) (Zhu et Imperato-McGinley, 2017 ;

Yang et al., 2018).
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Figure 3. Développement des organes génitaux internes males et femelles chez les
mammiféres (Gilbert, 2003)

Les canaux de Wolff naissent d’un cordon cellulaire plein qui apparait dés la 4°™ semaine
de développement, a la partie antérieure du mésoderme intermédiaire qui s’abouche au niveau
du cloaque (individualisation du sinus urogeénital), puis se tubulise par la suite
lors de sa progression. Par ailleurs, I'ensemble du mésonéphros régresse et seulement
quelques tubules situés en regard de 1’ébauche gonadique permettent de relier la gonade aux

canaux de Wolff (Mullen et Behringer, 2014 ; Tachdjian et al., 2016).

Vers la 3*™- 4°™ semaine de développement, les OGE se forment autour de la membrane

cloacale a la confluence des voies génitales et urinaires. Au début de la 5™ semaine,

un épaississement du mésenchyme caudal, soulevant 1’ectoderme de la membrane cloacale,

contribue a la formation des bourrelets cloacaux. Ces derniers fusionnent en avant

pour former le tubercule génital (Schoenwolf, 2009 ; Yamada et al., 2003).
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A partir de la 6™ semaine, les canaux de Miller se forment latéralement par rapport
aux canaux de Wolff, par le mécanisme d’invagination de 1’épithélium ccelomique qui émerge
au niveau du 3°™ somite thoracique et progresse caudalement jusqu’a la paroi postérieure
du sinus urogénital. Sur leur trajet, ils croisent les canaux de Wolff et se rejoignent
pour s’accoler juste avant de s’insérer sur le sinus urogénital au niveau du tubercule de Miiller

(Schoenwolf, 2009; Tachdjian et al., 2016).

A 8 semaines, le sinus urogénital est séparé du canal ano-rectal et la rupture de la membrane
du sinus urogénital laisse apparaitre la plaque urétrale autour de laquelle se forment les replis
génitaux, situés dans les bourrelets cloacaux, qui prennent le nom de bourrelets génitaux
(Yamada et al., 2003 ; Bargy et al., 2008 ; Tachdjian et al., 2016).

3.2 Différenciation masculine

La différenciation des voies génitales et des OGE est sous Il’influence des hormones
testiculaires qui vont étre produites par les cellules de Leydig feetales et les cellules de Sertoli.
Ces derniéres, sécrétent ’AMH (anti miillerian hormone) responsable de la régression
des canaux de Muller entre la 8™et la 10°™ semaine de développement. Cependant,
quelques reliquats miilleriens vont persister, notamment au niveau de I’extrémité céphalique

(Allard et al., 2000 ; Bargy et al., 2008).

Vers la 8™ - 9°™ semaine de gestation, les cellules de Leydig se développent aux dépens
du mésenchyme entre les tubes séminiféres, et synthétisent la testostérone. Cette hormone
permet le maintien et le développement du canal de Wolff qui est & l'origine de I'épididyme,
du canal déférent, des vésicules séminales et des canaux éjaculateurs. En revanche, les canaux
efférents, proviennent de la prolifération d'une dizaine de tubules mésonéphrotiques situés
en regard de la future gonade, a partir de la 9°™ semaine. Ces canaux sont ensuite mis
au contact des cordons du rete testis afin de relier les cordons séminiféres a I'épididyme

vers le 3*™ mois de développement (Allard et al., 2000 ; Tachdjian et al., 2016).

Par ailleurs, I’allongement du tubercule génital, futur pénis, se fait sous la dépendance

de la dihydrotestostérone (DHT), un dérivé de la testostérone. A la fin du 3*™ mois,
les bourrelets génitaux fusionnent pour former le scrotum dans lequel les testicules migrent,

aprés le 6°™ mois de vie feetale (Hyon et Rouen, 2013).
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3.3 Différenciation féminine

L’absence des deux hormones testiculaires, la testostérone et I’AMH, vers la 7°™ semaine
de développement chez le sexe féminin favorise la différenciation des voies génitales
féminines qui débute par la disparition des canaux de Wolff, et le développement des canaux
de Miiller. La partie craniale des canaux de Mauiller donne ensuite naissance au pavillon
et a la trompe, tandis que leur partie distale fusionne pour former le canal utérovaginal

a I’origine de 1’utérus (Hyon et Rouen, 2013).

Le sinus urogénital, au niveau du tubercule de Miiller, s’épaissit ensuite en un massif
épithélial plein, qui, en association avec le tubercule de Muller forme la plaque vaginale
qui se creuse ensuite d’une lumiere pour former le vagin, en continuité avec le col utérin
(Yamada et al., 2003 ; Schoenwolf, 2009 ; Tachdjian et al., 2016).

L’absence de testostérone, contribue également a un petit allongement du tubercule génital
qui régresse par la suite pour former le clitoris. Les bourrelets et les replis génitaux restent
séparés et forment respectivement, les grandes et les petites levres (Bargy et al., 2008 ;
Schoenwolf, 2009).
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La communication intercellulaire assurant le développement embryonnaire dépend
de plusieurs facteurs biologiques clés de la différenciation sexuelle humaine, impliquant
des cascades d'expression génique, dont les protéines ont des fonctions hautement spécifiques

en termes de localisation et de temps (Eggers et al., 2012 ; Munger et al., 2013).

Des expériences fonctionnelles réalisées sur des modeles murins et des études menées
chez des patients présentant des anomalies de développement urogénital ont mis en évidence
I’implication de certains génes dans 1'épaississement initial de I'épithélium ccelomique,
la progression et le maintien de la créte génitale ainsi que le développement gonadique
(Figure 4) (Tanaka et Nishinakamura, 2014 ; Mamsen et al., 2017).

Genital ridge

GATA4, EMX2, Bipotential WT1, NR5A1
CBX2, LHX9 gonad
OVARY Y chromosome TESTIS |

Sertoli Cell

SRY | ~ /Leydig Coll
! Gonad
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Figure 4. Résumé des principaux événements moléculaires dans la
détermination/différentiation gonadique chez les mammiféres (Ahmed et al., 2013, modifi€)

1. Gonade bipotentielle

Un des systtmes de communication intercellulaire impliqué dans le développement
de la gonade indifférenciée, mis en évidence chez la souris, est la cascade d'expression

génique : CBX2 (chromobox homologue 2), EMX2 (empty spiracles homeobox 2), GATA4
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(GATA binding protein 4), NR5A1 (nuclear receptor subfamily 5 group A member 1), LHX9
(LIM homeobox 9) et WT1 (Wilms tumor 1) (Ahmed et al., 2013 ; Mamsen et al., 2017).

1.1 GATA binding protein 4 (GATA4)

Le géne GATAA4, localisé sur le chromosome 8 (8p23.1), code pour un facteur de transcription
conservé au cours de I’évolution, caractérisé par la présence de 2 domaines a doigt de zinc
(ZN1 et ZNII) et participe a la détermination, la prolifération et la maturation cellulaire
(Morrisey et al., 1997 ; Viger et al., 1998 ; Eggers et Sinclair, 2012).

La protéine GATA4 reconnait le motif GATA présent dans la région promotrice de nombreux
génes tels que NR5A1, WT1 et ZFPM2 (zinc finger protein, FOG family member 2),
pour réguler I'expression des genes déterminant le sexe tels que SRY et SOXO9.
Chez les embryons de souris, le géne Gata4 s’exprime trés précocement au niveau
des cellules de soutien de la gonade bipotentielle par rapport aux génes Nrb5al, Wtl, Lhx9
et Emx2 (Viger et al., 1998 ; Eggers et Sinclair, 2012 ; Yang et al., 2018).

Chez I'nomme, les variants du géne GATA4 ont été déterminés pour la premiére fois
chez des patients présentant des malformations cardiaques congénitales sans anomalies
génitales. Cependant, des anomalies du développement sexuel, telles que I'hypospadias
et la cryptorchidie, ont été décrites chez les patients 46,XY avec une délétion de la région
8p23.1 (Garg et al., 2003 ; Martinez de LaPiscina et al., 2018).

1.2 LIM homeobox 9 (LHX9)

Le gene LHX9, situé sur le chromosome 1 (1g31.3), code pour un facteur de transcription
contenant deux domaines fonctionnels: un domaine de liaison & ’ADN et un domaine
impliqué dans les interactions protéiques. Chez les souris dépourvues du gene Lhx9,
la migration des cellules germinales est normale au cours du développement embryonnaire
mais les cellules somatiques de la créte genitale ne proliferent pas et les gonades
ne se forment pas. De ce fait, les souris XY développent un phénotype femelle
avec une expression réduite de Nr5al. En outre, des études in vitro ont démontré
que la protéine LHX9 est capable de se lier directement au promoteur de NR5AL
pour permettre son activation en présence ou non de WT1, cela suggére donc que l'action
de LHXO9 serait en amont de celle de NR5A1 (Birk et al., 2000 ; Eggers et Sinclair, 2012 ;
Domenice et al., 2017).
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Récemment, des variants hétérozygotes de LHX9 ont été signalés chez des patients DSD
46,XY, présentant des degrés variables de sous-virilisation des OGE ou un phénotype féminin
normal, une agénésie gonadique et des malformations somatiques (Wang et al., 2018 ;
Kunitomo et al., 2020).

1.3 Wilm’s tumor 1 (WT1)

Le géne WT1, situé sur le chromosome 11 (11p13), code pour un facteur de transcription
a doigt de zinc, qui, des la 6™ semaine de développement embryonnaire et selon le contexte
cellulaire ou chromosomique, agit comme répresseur ou activateur de nombreux génes
impliqués dans le développement rénal et gonadique (Nordenskjold et al., 1995;
Hohenstein et Hastie, 2006).

Deux protéines isoformes principales de WT1 sont importantes dans le développement
gonadique et sont définies « +KTS » et « -KTS» respectivement, en fonction de la présence
ou l'absence de trois acides aminés, lysine, thréonine et sérine (KTS ; lysine, threonine,

serine) entre le 3°™ et 4°™ doigts de zinc (Pérez de Nanclares et al., 2002).

La forme WT1 (-KTS) se liant a I'ADN, agit en coopération avec NR5A1 pour assurer
la formation correcte du systéeme urogénital. Cette isoforme régule également les génes SRY
(sex-determining region of Y chromosome), AMH, SOX9 (SRY-box transcription factor 9),
WNT4 (wnt family member 4) et NROB1 (nuclear receptor subfamily O group B member 1)
décrits ci-apres. En revanche, I’isoforme WT1 (+KTS), est impliquée dans le développement

précoce du testicule (Biason-Lauber, 2010 ; Ohnesorg et al., 2014).

Les souris dépourvues du gene Wtl chez les deux sexes, ne parviennent pas a développer
les gonades et les reins, cela suggére le réle précoce de ce géne dans la formation de la gonade
bipotentielle (Kreidberg et al., 1993 ; Hatano et al., 1996).

Chez I’étre humain, les variants du géne WT1 ont été classiquement associés aux anomalies
du développement gonadique chez des patients 46,XX ainsi que chez les patients 46,XY
présentant la tumeur de Wilms (OMIM 194070), le syndrome de Denys-Drash
(OMIM 194080) et le syndrome de Frasier (OMIM 136680) (Ohnesorg et al., 2014 ;
Domenice et al., 2017 ; Gomes et al., 2019).
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1.4 Nuclear receptor subfamily 5 group A member 1 (NR5A1)

Le gene NR5A1 est localisé sur le chromosome 9 (9g33.3), code pour le facteur
de transcription SF1 (steroidogenic factor 1), membre de la famille des récepteurs nucléaires
orphelins, hautement conservé chez les vertébrés. La protéine NR5A1 comprend un domaine
de liaison a I'ADN avec deux doigts de zinc, une boite A servant de médiateur pour la liaison
specifique a I'ADN, une région charniere flexible, un domaine ligand et deux domaines
de fonction d'activation (AF-1/2) (Morohashi et al., 1992 ; Luo et al, 1994;
Val et Swain, 2010).

L’expression du géne NR5A1l au niveau de la gonade bi-potentielle debute trés tot
chez les mammiféres, et dés la 6°™ semaine chez I’humain, au niveau de 1’épithélium
ceelomique et des cellules de soutien somatiques. En outre, la protéine NR5AL joue un role
central dans la régulation du développement des gonades décrit ci-aprés (Luo et al., 1994 ;

Arango et al., 1999 ; de Santa Barbara et al., 2001).

1.5 Chromobox homologue 2 (CBX2)
Le géne CBX2, situé sur le chromosome 17 (17g25.3), code pour une protéine appartenant
au complexe multiprotéique Polycomb (PcG) impliqué dans la régulation épigénétique

par la reconnaissance des histones méthylées (Katoh-Fukui et al., 1998).

Un knock out du gene Chx2 est délétére chez des souris males XY de phénotype féminin.
En revanche, chez les souris XX dépourvues de ce géne, les ovaires sont de petite taille
et/ou absents avec des dommages structurels des ovocytes. Des expériences plus poussées
ont démontré que les souris Cbx2-/- présentent des niveaux d’expression de Sfl diminués,
ce qui suggere que Cbx2 joue un role dans le développement des crétes génitales en régulant
directement 1’expression du gene Sfl. Le gene Chx2 est également impliqué
dans la stabilisation de 1’action du géne Sry chez les souris XY et le maintien des ovaires
chez les souris XX (Katoh-Fukui et al., 2005; Katoh-Fukui et al., 2012;
Garcia-Moreno et al., 2019).

Chez I’humain, il existe 2 isoformes de la protéine CBX2 : une isoforme de 532 acides aminés
appelée CBX2.1 et une seconde isoforme plus courte de 211 acides aminés appelée CBX2.2.
Des variants bialléliques de perte de fonction du géne CBX2 ont été décrits chez une fille

46,XY avec un phénotype féminin normale comprenant un utérus et des ovaires
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histologiquement normaux. et un tissu ovarien (Katoh-Fukui et al., 1998;
Biason-Lauber et al., 2009).

1.6 Empty spiracles homeobox 2 (EMX2)

Le gene EMX2, localisé sur le chromosome 10 (10926.11) et codant pour un facteur
de transcription a domaine de liaison a ’ADN « homeobox », est exprimé au niveau
du systéme urogénital, dans les crétes urogénitales, les tubules meésonéphrotiques,
I’épithélium ceelomique et le mésenchyme, ainsi que dans toutes les cellules somatiques
des gonades des deux sexes. Chez la souris, I’invalidation du géne Emx2 est létale
a la naissance avec une absence totale des reins, des ureteres, des gonades et des tractus
génitaux chez les deux sexes. En revanche, le développement de la vessie et des glandes
surrénales est conservé (Miyamoto et al., 1997 ; Kusaka et al., 2010).

Chez I'hnomme, des variants pathogenes du géne EMX2 ont été déterminés chez des patients
atteints de schizencéphalie, une pathologie neurologique cérébrale trés rare dans laquelle
une personne est née avec des anomalies des fentes cérébrales, mais aucun phénotype

gonadique n'a été décrit (Domenice et al., 2017).

2. Détermination testiculaire

Le premier stade de la différenciation des gonades bi-potentielles en testicules
est la différenciation des cellules de soutien en cellules pré-sertoliennes puis en cellules
de Sertoli en présence du géne SRY, dont 1’expression est le premier signe de l'orientation
de la gonade indifférenciée vers une gonade masculine (Schmahl et al., 2000 ;
Hossain et Saunders, 2001).

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

Les facteurs de transcription SOX, régulés par de multiples voies de signalisation au cours
du développement, sont caractérisés par la présence d'un domaine de liaison a 'ADN de type
boite HMG (high-mobility group) de 79 acides aminés, conservé au cours de I'évolution,
qui se lie a un site consensus commun avec une efficacité d’expression génique variable
(She et Yang, 2015).
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2.1.1 Sex-determining region of Y chromosome (SRY)

Le gene SRY, a un seul exon, est localisé sur le bras court du chromosome Y (Yp11.2), proche
de la région pseudo-autosomale, et code pour le facteur déterminant les testicules
qui orchestre la morphogenese de la gonade male en agissant comme un facteur
de transcription architectural influencant I'expression de ses genes cibles en induisant
des changements de conformation dans la chromatine (Sinclair et al., 1990 ;
Ohnesorg et al., 2014).

Apres la formation de la gonade bipotentielle chez les individus 46,XY, I'expression du géne
SRY est régulé transcriptionnellement par NR5A1, WT1, GATA4 et son cofacteur ZFPM2,
et CBX2, qui déclenche le processus de la masculinisation gonadique
(Hossain et Saunders, 2001; Tevosian et al., 2002; Katoh-Fukui et al., 2012;
Bashamboo et al., 2017).

En effet, chez I'embryon male des mammiferes, le premier signal moléculaire
de la détermination sexuelle est I'expression de Sry au sein d'une sous-population de cellules
somatiques de la créte génitale indifférente. Cette expression initie par la suite la cascade
d'interactions géniques et d'événements cellulaires conduisant a la formation d'un testicule
apres la prolifération des cellules pré-sertoliennes qui se polarisent et s'agrégent autour
des cellules germinales pour définir les cordons testiculaires. En revanche, chez I'homme, SRY
est exprimé dans les cellules de Sertoli et les cellules germinales a partir du moment
de la détermination des testicules jusqu'a I'age adulte (Clépet et al., 1993 ; Bouty et al., 2015 ;
Domenice et al., 2017 ; Portnoi et al., 2018).

Chez environ 80% des individus atteints de DSD testiculaire 46,XX (chapitre 3), un matériel
SRY transloqué dans I'un de leurs chromosomes X a été mis en évidence et pres de 20%
des individus 46,XY présentant des anomalies du développement gonadique portent
un variant de perte de fonction dans le géne SRY, cela confirme que le gene SRY est nécessaire
pour la formation des testicules et la détermination du sexe des gonades males
(Sinclair et al., 1990 ; Ohnesorg et al., 2014).

2.1.2 SRY-related HMG box 9 (SOX9)
Le gene SOX9, situé sur le chromosome 17 (17q24.3) et la cible principale de SRY, joue
un réle essentiel dans la différenciation cellulaire notamment des cellules mésenchymateuses

vers la lignée chondrogénique via la modulation transcriptionnelle de Col2al (collagen type 11
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alpha 1 chain), la principale protéine matricielle du cartilage mature,
ainsi que dans [I'établissement de [l'identité des cellules de Sertoli dans le testicule
en développement (Foster et al., 1994 ; Wright et al., 1995).

Dans les crétes geénitales des souris XX et XY, le géne Sox9 est légérement exprimé,
dont la hausse de sa transcription n’est régulée que dans les cellules pré-sertoliennes
par la fixation de SRY et SF1 a la fois sur une région enhancer spécifique de 1,4 kb,
correspondant & la région TESCO (testis-specific core element) située a environ 13 kb
en amont de Sox9 (Sekido et Lovell-Badge, 2008 ; Georg et al., 2010 ; Ohnesorg et al., 2014).

Une fois que le niveau d’expression de Sox9 est suffisant, plusieurs boucles de régulation
sont recrutées pour son maintien, y compris l'autorégulation de sa propre expression
par l'intermédiaire de TESCO et la formation de boucles de régulation via FGF9 (fibroblast
growth factor 9) et PGD2 (prostaglandin D2) qui contribuent a I'amplification de I'expression
de Sox9 et la différenciation de la lignée cellulaire en un nombre suffisant de cellules
de Sertoli (Kim et al., 2007 ; Wilhelm et al., 2007 ; Moniot et al., 2009).

Une autre cible directe de SOX9 est le gene Amh, qui, en association avec NR5A1 se fixe
sur un enhancer proche du promoteur d'’Amh pour I’activer et produire une quantité suffisante
d’AMH pour la régression des canaux de Miiller (de Santa Barbara et al.,, 1998;
Arango et al., 1999).

En l'absence de Sry dans une gonade XX, I'expression de Sox9 est réprimée par l'action
de plusieurs génes déterminant l'ovaire et/ou anti-testiculaire, y compris des composants
de la voie de signalisation WNT (décrite ultérieurement), favorisant ainsi le développement
de I’ovaire (Wilhelm et al., 2007 ; Jakob et Lovell-Badge, 2011).

De nombreux variants ont été rapportés dans le géne SOX9 en association avec le syndrome
de dysplasie campomélique (OMIM 114290), une malformation congénitale rare du squelette,
caractérisée par des anomalies des cotes et du rachis, une courbure des os longs et une petite
taille. Environ 75% des individus 46,XY atteints de ce syndrome présentent un phénotype
féminin ou avec des organes genitaux ambigus. En outre, des rearrangements génomiques
en amont de la région régulatrice du géne SOX9 ont été identifiés dans un large spectre
de DSD, y compris les DSD 46,XX (Foster et al., 1994; Benko et al., 2011;
Bashamboo et McElreavey, 2013)

17



Bibliographie Régulation génétique du développement sexuelle

2.1.3 Autres génes SOX

Outre SRY et SOX9, trois autres membres de la famille SOX sont exprimés dans les cellules
de Sertoli peu de temps apres I’activation de SOX9. De maniere intéressante, le géne SOX8
(SRY-box transcription factor 8), localisé sur le chromosome 16 (16p13.3), a le méme profil
d'expression que SOX9 lors du développement des gonades. L’invalidation de Sox8
chez les souris males a engendré des cellules de Sertoli anormales et une infertilité,
mais des structures internes males normales. En revanche, les souris double knock-out Sox8
et Sox9 n'ont pas développé les cordons testiculaires, ce qui soutient la redondance
fonctionnelle entre ces deux protéines aprés 1’activation de Sox9 au cours du développement
et le maintien de cellules de Sertoli. Des réarrangements impliquant le locus SOX8
et un variant faux-sens ont été associés a un spectre de phénotypes comprenant les DSD
46,XY, l’infertilit¢ masculine et ’insuffisance ovarienne prématurée (O'Bryan et al., 2008 ;

Eggers et Sinclair, 2012 ; Eggers et al., 2014 ; Portnoi et al., 2018).

Par ailleurs, le géne SOX10 (SRY-box transcription factor 10), situé sur le chromosome 22
(22913.1) et dont le profil d'expression est comparable & celui de SOX9 et SOX8,
est initialement exprimé dans la gonade indifférenciée chez les deux sexes puis,
lors du développement testiculaire. En pathologie humaine, des duplications du chromosome
22 contenant SOX10 ont été rapportées chez des individus DSD testiculaire 46,XX
(Cory et al., 2007 ; Polanco et al., 2010 ; Lavery et al., 2012).

SOX3 (SRY-box transcription factor 3), quant a lui, est un gene a un seul exon situé
sur le chromosome X (Xg27.1), exprimé dans le cerveau et les gonades. Les souris XX
dépourvues de ce gene sont capables de développer des ovaires non fonctionnels tandis
que les souris XY ont développé des testicules avec une perte de cellules germinales
et une perturbation des tubules séminiferes. De ce fait, Sox3 est important
pour la différenciation testiculaire et la gamétogenese. Chez I'homme, des variants du géne
SOX3 ont été identifiés dans un retard mental lié au chromosome X (OMIM 309530)
et chez un patient atteint de DSD ovotesticulaire 46,XX (Weiss et al.,, 2003;
Grinspon et al., 2016).

2.2 NR5A1
Bien qu’il soit exprimé pendant la formation de la gonade bipotentielle, le géne NR5AL joue
un réle central dans la régulation du développement des glandes surrénales, la différenciation

des gonades et dans I'axe hypothalamo-hypophysaire. Chez la souris, Nr5al est transcrit
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dans les crétes génitales et ensuite, dans les lignées de Sertoli et Leydig, ainsi
que dans la glande surrénale. Les souris knock-out pour ce géne présentent une agénésie
gonadique et une absence de glandes surrénales et se développent phénotypiquement comme
des femelles mais décédent peu apres la naissance en raison d'une insuffisance surrénale
(Luo et al., 1994 ; Ahmed et al., 2013 ; Baetens et al., 2019).

L’expression du géne NR5AL régule a la hausse un certain nombre de génes déterminant
le testicule, tels que SOX9 dans les cellules somatiques du testicule précoce, AMH
dans les cellules de Sertoli, et les enzymes du systeme stéroidogenique dans les cellules
de Leydig. Alors que I'expression de Nr5al se poursuit pendant le développement testiculaire
chez la souris, elle est régulée a la baisse pendant le développement ovarien. Cependant,
NR5AL a été détectée dans les cellules de la granulosa et de la theque d'un ovaire adulte
humain, mais son r6le n'est pas clair. 1l a été suggéré que NR5AL pourrait favoriser
I'expression de FOXL2 (forkhead box L2), réprimant finalement SOX9 et activant
les voies antagonistes qui entrent en compétition pour gérer la différenciation des cellules

ovariennes (Biason-Lauber, 2010 ; Baetens et al., 2019).

Les variants de NR5A1 chez I’humain présentent une pénétrance incompléte et sont associés
a un large spectre d'anomalies notamment la dysgénésie gonadique chez les individus 46,XY
avec ou sans insuffisance surrénale, des organes génitaux ambigus, un hypospadias,
un micropénis, une insuffisance spermatogene avec des organes génitaux normaux,
des anomalies du développement gonadique chez les individus 46,XX ou une insuffisance

ovarienne primaire (Camats et al., 2012 ; El-Khairi et Achermann, 2012 ; Eggers et al., 2016).

2.3 Doublesex and mab-3-related transcription factor 1 (DMRT1)
Le géne DMRT1 situé sur le chromosome 9 (9p24.3) code pour un facteur de transcription
doté d'un domaine de liaison a I'ADN similaire a un doigt de zinc, appelé le domaine DM
(DNA-binding motif) (Raymond et al., 2000 ; Matson et al., 2011).

Chez la souris, Dmrtl est exprimé dans les crétes génitales des deux sexes. Son expression
n'augmente et ne se maintient que dans les cellules germinales de Sertoli et pré-méiotiques
jusqu'a I'age adulte, alors que son expression diminue dans l'ovaire. La perte du gene Dmrtl
chez la souris induit I’activation du gene FoxI2 (décrit ci-dessous) et la transformation

des cellules de Sertoli en cellules de la granulosa (Matson et al., 2011 ; She et Yang, 2014).
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Le r6le de DMRT1 dans la détermination du sexe masculin humain a été confirmé lorsque
des délétions de 9p terminal ont éte décrites dans le syndrome de monosomie 9p,
se caractérisant par une déficience intellectuelle associée a une série d'anomalies somatiques
et des troubles du développement testiculaire chez environ 70% des individus 46,XY, allant
d'un phénotype complétement féminin a un phénotype masculin avec hypospadias

et/ou cryptorchidie (Ottolenghi et McElreavey, 2000).
3. Détermination ovarienne

En l'absence du gene SRY, chez les souris XX, la gonade indifférenciée active une voie
de signalisation responsable de la régulation du développement ovarien, il s’agit
de P’expression du géne FoxI2 et de la voie de signalisation Rspol/Wnt4/B-caténine
(Schlessinger et al., 2010 ; Ohnesorg et al., 2014).

3.1 FOXL2
Le géne FOXL2 chez I’humain, situé sur le chromosome 3 (3¢g22.3), code pour un facteur
de transcription appartenant a une famille de protéines conservées et caractérisées
par leur domaine de liaison a I'ADN forkhead. L’expression de ce géne commence trés tot
lors du développement ovarien, dés la 8M - 9m

par la suite vers la 14°™ -15°™ semaine (Carlsson et Mahlapuu, 2002 ; Duffin et al., 2009).

semaine de développement et croit

Dans la gonade de la souris XX en développement, FoxI2 est I'un des premiers génes
a étre régulé a la hausse. Ce gene régule négativement I’expression de Nr5al en s'opposant
a Wil (-KTS). La suppression de son expression est responsable de 1’absence
la folliculogenese et de [Uinfertilitt, sans anomalie de différenciation sexuelle
(Ottolenghi et al., 2005 ; Takasawa et al., 2014).

Chez I'humain, la protéine FOXL2 est exprimée dans le mésenchyme des paupiéres,
les cellules de la granulosa feetales et adultes de 1'ovaire, dans I'hypophyse en développement
et les cellules gonadotropes et thyréotropes adultes. Des mutations hétérozygotes de FOXL2
sont responsables du syndrome de blépharophimosis ptdsis épicanthus inversus (SBPE)
(OMIM 110100), une condition dominante caractérisée par des malformations palpébrales

associées a une insuffisance ovarienne prématurée (Crisponi et al., 2001).
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3.2 Voie de signalisation canonique Rspol/\Wnt4/ g-caténine

La voie de signalisation WNT/B-caténine (Wingless-type MMTV integration site family
member/ p-caténine), joue un rble important dans les processus de prolifération
et de différenciation cellulaires au cours du développement de la gonade bipotentielle

ainsi que dans le développement de I’ovaire (Figure 5) (Niehrs et al., 2012).
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Figure 5. Voie de signalisation WNT/B-caténine canonique (Moon et al., 2004)

(A) En I’absence de WNT, la B-caténine est sequestrée dans le cytoplasme par un complexe protéique composé
de GSK3, AXIN et APC. GSK3 induit la phosphorylation de la B-caténine qui est ubiquitinylée puis dégradée
par la voie du protéasome
(B) La fixation du ligand sur son récepteur Frizzled et ses co-récepteurs LRP5/6 active DSH qui bloque GSK3.
La B-caténine est libérée du complexe et s’accumule dans le cytoplasme. Elle est ensuite transloquée au noyau
ou elle active I’expression de ses génes cibles en partenariat avec les facteurs LEF/TCF.

APC adenomatous polyposis coli, p-cat S-catenin, CBP CREB-binding protein, CK casein kinase, DKK
Dickkopf, DSH Dishevelled, GBP GSK3-binding protein, GSK glycogen synthase kinase, LRP LDL-receptor-
related protein, P phosphorylation, sFRP secreted Frizzled-related protein, TCF T-cell factor

Le rble de la protéine B-caténine, codée par le géne CTNNB1 (catenin beta 1) situé
sur le chromosome 3 (3p22.1), dans le développement des gonades humaines n'a pas encore
été établi. Cependant, les 2 molécules de signalisation qui I’activent, sont régulées
positivement dans la gonade féminine. Il s’agit de la glycoprotéine WNT4, codée par le géne
WNT4 et la protéine RSPO1l (R-spondin 1), codée par le géne RSPO1 situés
sur le chromosome 1 (1p36.12 et 1p34.3, respectivement) (Chassot et al., 2012 ;
Niehrs et al., 2012 ; Ohnesorg et al., 2014).

21



Bibliographie Régulation génétique du développement sexuelle

Chez les individus XX, [lactivation de la voie de signalisation de la [p-caténine
par ces 2 protéines est nécessaire a la différenciation des cellules de la granulosa conduisant
au développement de 1’ovaire. La stabilisation de la B-caténine par la voie RSPO1/WNT4
entraine la transcription de ses géenes cibles. Cependant, le mécanisme par lequel RSPO1
stimule WNT4 dans l'ovaire en développement est inconnu. En général, les RSPO
stimulent la signalisation WNT en se liant aux récepteurs couplés aux protéines G riches
en leucine, et a 2 régulateurs de rétroaction négative de la voie de signalisation WNT,
les ubiquitine-ligases ZNRF3 (zinc and ring finger 3) ou RNF43 (ring finger protein 43),
entrainant ainsi une amélioration de la signalisation WNT (Wang et al.,, 2013;
Jiang et al., 2015).

Chez les souris XX, l'absence de Wnt4 a entrainé une masculinisation partielle de la gonade
incluant la différenciation de quelques cellules de Leydig. Par ailleurs, d’autres études
ont révélé chez des souris knock-out pour le géne Rspol une formation du vaisseau
ceelomique (future artéere testiculaire), la présence de cellules stéroidogéniques fonctionnelles
responsable de la persistance des canaux de Wolff, la présence de tubules séminiferes
dépourvus de cellules germinales et la présence de cellules de Sertoli et de Leydig a la fois
(Biason-Lauber, 2012; Chassot et al., 2012 ; Chassot et al., 2014).

Chez I'hnomme, des variants faux-sens hétérozygotes dominantes du géne WNT4 ont été
rapportés chez des individus 46,XX avec divers degrés de virilisation, y compris un exces
d'androgenes et un développement anormal des canaux de Miller. En outre, un variant
homozygote du géne WNT4 a été décrit dans une famille consanguine avec un syndrome létal
embryonnaire de DSD testiculaire 46,XX et une dysgénésie des reins, des surrénales
et des poumons (Syndrome SERKAL ; OMIM 611812) (Biason-Lauber et al., 2004 ;
Mandel et al., 2008 ; Philibert et al., 2011).

Les variants humains homozygotes du RSPO1 sont associés a un syndrome récessif rare
chez les individus 46,XX présentant des anomalies du développement gonadique,
une hyperkératose palmoplantaire et une prédisposition au carcinome épidermoide de la peau
(OMIM 610644) (Parma et al., 2006 ; Bashamboo et McElreavey, 2016).
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Les anomalies de la détermination/différenciation sexuelle constituent un groupe hétérogene
d’affections congénitales dans lesquelles le sexe chromosomique, gonadique ou anatomique
est atypique. Le spectre phénotypique s’étend des anomalies  mineures,
telles que I’hypospadias, aux organes génitaux ambigus et a la dysgénésie gonadique
compléte, qui sont parfois associées a des syndromes ou a des malformations congénitales
multiples (Hughes et al., 2006 ; Hutson et al., 2014 ; Ostrer, 2014).

Les progres de la compréhension de ce spectre phénotypique ont conduit & une réexamination
de la nomenclature « hermaphrodisme, pseudohermaphrodisme et ambiguité sexuelle»
en une nouvelle classification de « DSD » en 2006 (Tableau 1) (Hughes et al., 2006).

Tableau 1. Classification des DSD selon le consensus de Chicago (Hughes et al., 2006)

Ancienne nomenclature Nomenclature actuelle
Intersexualité DSD
Pseudohermaphrodisme

masculin (masculinisation | DSD 46,XY
incompléte des sujets XY)

Pseudohermaphrodisme
féminin (virilisation des DSD 46,XX

sujets XY)

Hermaphrodisme vrai DSD ovotesticulaire
Male XX ou réversion DSD testiculaire 46,XX
sexuelle XX

Dysgénésie gonadique

Réversion sexuelle XY compléte 46,XY

Ces anomalies surviennent au cours du développement embryonnaire et feetal et peuvent étre
dues a des variants de génes impliqués dans le développement gonadique et/ou génital,
des variations numériques ou structurelles des chromosomes sexuels, des troubles
de la stéroidogenese gonadique et/ou surrénale, des facteurs maternels (endogenes
ou exogenes) ou des changements épigénétiques perturbant I'expression génique.
Au cours de ces dernieres années, de nombreuses causes ont été génetiquement déterminées
et analysées lors d’un établissement d'un diagnostic moléculaire pour les DSD
(Annexe 1) (Croft et al., 2016 ; Audi et al., 2018).
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1. DSD 46,XY

1.1 Anomalies du développement testiculaire
Les anomalies du développement testiculaire englobe plusieurs conditions cliniques causees

par le développement irrégulier de la gonade feetale 46,XY.

1.1.1 Dysgenésie gonadique compléte (DGC) et partielle (DGP)

La DGC chez les individus 46,XY se caractérise par des OGE féminins (rarement
avec une clitoromégalie) et une absence de caracteres sexuels secondaires masculins.
Les testicules sont absents et sont remplacés par des bandelettes fibreuses ou des gonades
dysgéniques incapables de produire la testostérone et I’AMH, engendrant ainsi, une absence
du developpement des structures internes masculines et une persistance de canaux mallériens
qui se développent en un utérus et des trompes de Fallope hypoplasiques ou normales.
Les patientes avec une DGC 46,XY sont élevées comme des filles et sont genéralement
diagnostiquées a la puberté en raison d'infantilisme et d'aménorrhée primaire,
et ce n’est qu’au cours du diagnostic clinique que le caryotype réalisé montre une formule
46,XY (Hughes et al., 2006 ; Mendonca et al., 2009 ; Rocha et al., 2011).

En revanche, la DGP est definie par des degrés distincts du développement et de la fonction
testiculaires. En période néonatale, les patients atteints de DGP 46,XY présentent des OGE
atypiques variant d’un enfant a 1’autre en fonction de la quantité de testostérone produite au
moment de la différenciation sexuelle, ainsi que la présence ou I’absence de canaux
mullériens en fonction de la sécrétion d’AMH par les cellules de Sertoli (Hughes et al., 2006 ;
Mendonca et al., 2009 ).

La DGP a initialement été considérée comme une variante de la DGC 46,XY. Cependant,
les variants du gene SRY décrits dans de nombreux cas de DGC sont rarement observes
dans la DGP. En outre, des variants hétérozygotes et homozygotes du géne NR5A1
ont été déterminés chez environ 15% des patients atteints de DGP (Hawkins et al., 1992 ;
Uehara et al., 2002 ; Lin et Achermann, 2008 ; Ferraz-de-Souza et al., 2011 ;
Rocha et al., 2011).
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Alors que le taux d'cestradiol est bas dans les deux formes de dysgenésie gonadique (DG),
les taux de gonadotrophines sont élevés, principalement celui de la FSH (follicle stimulating
hormone). En revanche, dans la forme complete, le taux de la testostérone se situe
dans les normes pré-puberes, tandis qu’il varie dans la forme partielle, des normes

pré-puberes aux normes adultes normales (Mendonca et al., 2009).

Les DG 46,XY affectent 1 pour 10 000 naissances avec une étiologie génétique
tres hétérogene pouvant résulter d'un variant dans n'importe quel géne impliqué
dans le développement de la gonade bipotentielle ou dans le développement du testicule.
Les causes les plus fréquentes de dysgénésie gonadique sont les altérations du gene SRY
(20%), suivies par les variants du gene MAP3K1l (18%) et NR5SALl (13%),
d'autres modifications rares du gene SOX9 ou NROB1 ont été signalées dans la littérature
(Hughes et al., 2006 ; Ahmed et al., 2013 ; Barseghyan et al., 2018).

1.1.2 Régression gonadique

Le syndrome de régression testiculaire (SRT) (OMIM 273250), également connu
sous le vocable de "vanishing testes”, est une affection due a I'atrophie et a la disparition
ultérieures d'un testicule initialement normal au cours de la vie feetale, chez les individus
46,XY. Ces derniers naissent avec des OGE masculins, ce qui indique un fonctionnement
correct du tissu testiculaire au début de la vie intra-utérine (Selby, 1992;
Hegarty et al., 2006 ; Heksch et al., 2019).

Le SRT est considéré comme le résultat d'une thrombose vasculaire prénatale ou d'une torsion
testiculaire. Si cela se produit au cours de la deuxiéeme moitié de gestation, la croissance
du pénis sera altérée en raison d'une carence en testostérone, entrainant ainsi un micropénis
chez 50% des cas. Dans le cas contraire, la longueur du pénis est normale lorsque I'accident
a lieu en fin de grossesse ou aprés la naissance (Bar-Maor et al., 1993;
Papparella et al., 1999 ; Pirgon et Diindar, 2012).

La coexistence de l'anorchie et de l'ambiguité génitale dans un certain nombre de cas
familiaux a conduit a I'hypothése que certaines formes de I'affection pourraient avoir
une cause génetique et faisant partie du spectre clinique de la dysgénésie gonadique 46,XY.
Cependant, les analyses moléculaires ont permis d'identifier quelques genes associés
a l'anorchie, tels que NR5AL et DHX37. Par ailleurs, une régression testiculaire a été observée
en association avec une microdélétion du chromosome Y (Calogero et al.,, 2001;
Heksch et al., 2019 ; McElreavey et al., 2020 ; Zidoune et al., 2021)
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1.1.3 DSD ovotesticulaire (DSD OT)

Autrefois, appelé «vrai hermaphrodisme », les DSD OT sont definis comme la présence
du tissu testiculaire et du tissu ovarien chez un méme patient, soit dans la méme gonade,
soit dans des gonades différentes, soit sous forme d'un ovaire et d'un testicule controlatéral.
Ces formes peuvent étre associees a un mélange de dérivés mullériens et/ou wolffiens,
un utérus normal ou un utérus unicorne (Krob et al., 1994 ; Damiani et al., 1997 ;
Knarston et al., 2016).

Dans la petite enfance, les gonades semblent avoir un tissu ovarien avec de nombreux
follicules et un tissu testiculaire normal avec des tubules séminiferes contenant des cellules
germinales. Cependant, avec le temps, le tissu ovarien est souvent normal et fonctionnel
chez 50% des cas, alors que le tissu testiculaire régresse, devenant dysgénétique et présentant
une fibrose interstitielle avec un manque de spermatogonies (Krob et al., 1994 ; Verkauskas
et al., 2007 ; Knarston et al., 2016).

Les nourrissons naissent avec des OGE ambigus avec divers degrés de virilisation
et sont généralement assignés comme males ou rarement avec des OGE féminins normaux.
A la puberté, le développement des glandes mammaires et la ménarche sont possibles
en raison de la sécrétion d'cestrogénes par le tissu ovarien (Hadjiathanasiou et al., 1994 ;
Dutta et al., 2014).

L'incidence des DSD OT est d'environ 1 pour 100 000 naissances dont 65% des cas présentent
un caryotype 46,XX et 10% avec un caryotype 46,XY. Les autres cas présentent
des mosaicismes de chromosomes sexuels: 46,XX/46,XY (12,8%) sont les plus fréquents,
suivis par 46,XX/47,XXY (5,6%) et 45,X0/46,XY (3,5%) (van Niekerk et Retief, 1981 ;
Knarston et al., 2016).

Des variants des genes SRY et SOX9 ainsi qu’une délétion du géne DMRTL1 ont été signalés
dans la littérature comme cause moléculaire de DSD OT 46,XX (Cameron et al., 1996 ;
Maier et al., 2003 ; Ledig et al., 2012).

26



Bibliographie Anomalies du developpement sexuel

1.2 Anomalies de synthése/action des androgenes

1.2.1 Anomalies de biosynthése des androgénes

Au cours des différentes étapes de la vie, du début du développement embryonnaire a I'age
adulte, les stéroides sexuels d'origine gonadique et surrénalienne jouent un rdle essentiel
dans le développement de sexe. Parmi les enzymes catalysant la biosynthése de ces hormones
sexuelles, certaines sont présentes a la fois dans le cortex surrénalien et les gonades
dont les défauts provoquent une hyperplasie congénitale des surrénales (décrite ci-dessous).
En revanche, d’autres enzymes existant principalement dans les gonades, et sont responsables
de la synthése des stéroides sexuels (testostérone dans les testicules et cestrogénes
dans les ovaires) (Figure 6) (Miller et Auchus, 2011; Mula-Abed et al., 2014;
Al-Sinani et al., 2015).

SIAR
p450 - Cholesterol side-chain clearage enzyme

A4

AS

PTT——
(DHT)
Figure 6. Biosynthése des hormones stéroides dans les gonades (testicules et ovaires)
(Al-Sinani et al., 2015)

StAR: steroidogenic acute regulatory protein, 3-HSD: 3 hydroxysteroid dehydrogenase,
A>*: isomerase 17-hydroxysteroid dehydrogenase

Les variants geniques ont été signalés dans les genes HSD17B3 et SRD5A2 qui reduisent
ou qui bloguent la synthese de la testostérone et de la DHT. Les enfants 46,XY avec un déficit
en 17-B-HSD ou en 5a-réductase, présentent des OGE variables allant du phénotype féminin
complet ou ambigu a un phénotype masculin prédominant avec un micropénis,

une cryptorchidie et un hypospadias. Les OGI sont egalement variables et peuvent étre
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hypoplasiques ou normaux, cela depend de I'exposition a la testostérone et a la DHT pendant
le développement embryonnaire (Castro et al., 2012; Marchetti et Barth, 2013;
Engeli et al., 2017).

1.2.2 Anomalies d’action des androgénes

Le syndrome d'insensibilité aux androgenes (SIA) est un trouble de I'action des androgénes
dd a une fonctionnalité réduite ou absente du récepteur des androgénes AR. Il s'agit
de la cause monogénique la plus fréquente des DSD 46,XY, dont la fréquence
est de 1 pour 20000- 64 000 naissances chez I'homme. En fonction de 1’expression
phénotypique qui est due a l'activité transcriptionnelle du gene AR, les SIA sont classés
en syndrome d’insensibilité aux androgénes complete (SICA) ou partielle (SIPA)
(Audi et al., 2010).

Suite a l'absence totale de réponse aux androgenes pendant des phases critiques
de la différenciation génitale feetale, le phénotype du SICA est caractérisé par la présence
d’OGE féminins chez les individus 46,XY, des testicules inguinaux ou abdominaux.
A la puberté, ces sujets présentent un développement complet des seins, une pilosité axillaire
et pubienne faible ou absente et une aménorrhée primaire. Le diagnostic clinique du SICA
est facilement confirmé, car environ 85% des cas présentent une altération de la séquence
codante du gene AR (Damiani et al., 2002 ; Ahmed et al., 2013).

En revanche, le phénotype du SIPA se définit par des OGE masculins avec un hypospadias
ou des OGE féminin ambigus et une gynécomastie a la puberté. Le diagnostic clinique
chez ces sujets plus ou moins compliqué et n’est noté que chez moins de 30% des cas

présentant un variant causal du géne AR (Ahmed et al., 2013, Hornig et al., 2016).

1.2.3 Hypoplasie des cellules de Leydig (HCL)

La synthese d'androgénes est sous le contréle de I’hCG (human chorionic gonadotropin)
pendant la vie feetale et de la LH (luteinizing hormone) en période postnatale. Ces deux
hormones glycoprotéiques agissent en stimulant le méme récepteur transmembranaire
LHCGR (luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor) codé par le géne LHCGR, situé
sur le chromosome 2 (2p16.3), et jouant un réle fondamental dans la physiologie

de la reproduction masculine et féminine (Tsai-Morris et al., 1998 ; Ascoli et al., 2002).
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Au cours de la différenciation des cellules de Leydig, la sécretion d'androgénes semble étre
autonome puis la hCG produite par le placenta stimule fortement la différenciation
de ces cellules et la sécrétion d'androgenes jusqu’aux deux derniers trimestres de grossesse.
Au stade pubertaire, la LH conduit a la sécrétion des androgenes par l'intermédiaire
du LHCGR, induisant ainsi les caractéres sexuels secondaires masculins (Saez, 1994 ;
Qiao et Han, 2019).

La plupart des causes moléculaires inactivatrices du géne LHCGR chez I'hnomme 46,XY,
consiste en des variants faux-sens suivis par des variants non-sens et de la délétion du géne.
Ces altérations entrainent ’HCL (OMIM 238320), une catégorie unique des DSD 46,XY
résultant de l'incapacité du récepteur LHCGR dans les cellules de Leydig a répondre
aux hormones cibles circulantes, provoquant ainsi une féminisation compléete ou incompléte
du feetus 46,XY, ou une différenciation sexuelle masculine normale avec un hypospadias
et/ou un micropénis. Le diagnostic de ’HCL est généralement établi a la puberté, en raison
de l'absence de développement mammaire et/ou d'une aménorrhée primaire
(Huhtaniemi et Alevizaki, 2006 ; Qiao et Han, 2019).

1.2.4 Syndrome de persistance des dérivés mullériens 46,XY

Le syndrome de persistance des canaux mdllériens (SPCM, OMIM 261550), type rare
de pseudohermaphrodisme masculin, est causé par un déficit en AMH ou un défaut
de son récepteur AMHR2 (anti-mullerian hormone type Il receptor). Les patientes 46,XY
SPCM manifestent des canaux mullériens, un utérus et des trompes de Fallope avec des OGE
completement masculins avec un urétre qui s'ouvre généralement a Il'extrémité du pénis.
Dans la majorité des cas, les deux testicules sont en position intra-abdominal. Cependant,
d'autres cas ont été rapportés avec une cryptorchidie unilatérale avec hernie controlatérale
ou une ectopie testiculaire transverse (Baarends et al., 1994; di Clemente et al., 1994 ;
Picard et al., 2017).

La plupart des cas sont diagnostiqués en raison d'une cryptorchidie bilatérale ou unilatérale
avec ou sans hernie inguinale. A I'age adulte, le diagnostic du SPCM est posé en raison
de la dégénérescence testiculaire maligne unilatérale ou bilatérale chez environ 33%
des patients de plus de 18 ans. Cependant, les tumeurs des dérivés mllériens sont moins
fréquentes et la fertilité est rare mais possible si au moins un testicule est en position scrotal

et que ses canaux excréteurs sont intacts (Picard et al., 2017 ; Picard et Josso, 2019).
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Les variants homozygotes ou hétérozygotes des geénes AMH et AMHR2 entrainent
une deficience ou une résistance de I'AMH, sans aucune différence anatomique
entre les patients présentant des variants de la protéine AMH (SPCM de type 1)
ou de son récepteur AMHR2 (PMDS de type 2). Toutefois, les taux sériques d'AMH sont
faibles ou indétectables, chez les patients présentant des modifications de la seéquence
de I'AMH, tandis que chez les patients avec des altérations de 'AMHR?2, les taux d'AMH
sont normaux ou élevés. Le diagnostic moléculaire est confirmé dans la majorité des cas
du SPCM. Cependant, une perturbation d'autres voies impliquées dans la régression de Mller

reste inconnue (Picard et al., 2017 ; Picard et Josso, 2019).

1.3 Hypospadias

L'hypospadias est I'anomalie congénitale la plus fréquente des OGE chez les garcons,
avec une incidence de 1 sur 200-300 naissances. Elle est définie par une localisation atypique
(antérieure, médiane ou postérieure) de l'orifice urétrale sur la partie ventrale du peénis,
qui se produit suite a une fermeture anormale ou incompléte de I'urétre pendant les premieres
semaines du développement embryonnaire. Dans la plupart des cas, I'hypospadias apparait
comme une condition isolée, mais il peut étre associé a d'autres anomalies de l'appareil
urogénital, tels que: une cryptorchidie ou une ectopie testiculaire, un micropeénis,
une courbure ventrale du pénis et/ou un prépuce anormal (Butwicka et al., 2015;
Bouty et al., 2015).

Dans la littérature, un certain nombre de genes a été largement associé a I'hypospadias,
cependant, dans 30% des cas seulement, la cause génétique était claire. Par la suite,
il a été suggéré que 1’étiologie de cette anomalie est une combinaison de facteurs génétiques
et d’influences environnementales telle que I’exposition élevée a des composés cestrogéniques
et anti-androgéniques, interférant avec la synthese des androgénes au cours du développement
embryonnaire. En effet, la perturbation de diverses voies impliquées dans le développement
du tubercule génital, y compris la détermination gonadique, la stéroidogénese et plusieurs
autres voies de signalisation ont été déterminées chez des patients atteints d’hypospadias,
incluant les génes WT1, MAP3K1, MAMLD1 et NR5A1, HSD17B3, SRD5A2 et AR (Bouty et
al., 2015 ; Yuan et al., 2017 ; Vuthy et al., 2021).
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1.4 Cryptorchidie

La migration des testicules dans le scrotum est un processus comportant deux phases,
’une précoce dite trans-abdominale se manifestant au cours du 1% trimestre de grossesse,
pendant laquelle, I’hormone INSL3 (insulin like 3), synthétisée par les cellules de Leydig,
stimule le gubernaculum, ou le ligament génito-inguinal, qui s'élargit pour entrainer
le testicule vers la partie caudale de l'abdomen. Ensuite, pendant la 2tme phase,
inguino-scrotale, ayant lieu en fin de grossesse, le gubernaculum guide la descente

des testicules vers le scrotum (Hughes et Acerini, 2008 ; Ayers et al., 2019).

L'absence de la production de testostérone par les cellules de Leydig foetales ou 1'absence
des récepteurs d'androgenes fonctionnels stoppent la descente des testicules, engendrant ainsi
la cryptorchidie pouvant étre unilatérale ou bilatérale, associée ou non a d'autres anomalies.
La cryptorchidie est fréquente, elle est signalée chez 9% des garcons nouveau-nés.
Les variants du gene INSL3 et de son géne récepteur RXFP2 (relaxin/insulin-like family
peptide receptor 2) ont été rapportés comme étant impliqués dans cette anomalie gréce
a des travaux sur des modeles murins (Hughes et Acerini, 2008 ; Vikraman et al., 2016 ;
Ayers et al., 2019).

1.5 Troubles syndromiques complexes
Des exemples de formes syndromiques des DSD 46,XY seront décrits ultérieurement

dans la partie pratique.

2. DSD 46,XX

2.1 Anomalies du déterminisme ovarien

2.1.1 DSD ovotesticulaire 46,XX (DSD OT 46,XX)

La présence du locus SRY chez les patients 46,XX avec un développement testiculaire
a longtemps été la seule cause génétique identifiable. Ce n’est qu’aprés quelques années
qu’il a été constaté que le matériel SRY transloqué sur le chromosome X n’est présent
que chez 10% des cas DSD OT 46,XX. En outre, certains genes bien connus favorisant
le développement des voies ovariennes et testiculaires sont également capables de provoquer
un DSD OT 46,XX, par exemple les variants impliquant les génes NR5A1, WT1, WNT4,
RSPO1 et SOX3. De plus, les gains de nombre de copies de la region régulatrice en amont
du géne SOX9, les réarrangements génomiques du chromosome 22 contenant SOX10
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et le gain de novo dans la région Xg27.1, incluant le gene SOX3 ont éeté revélés dans les cas
de DSD OT 46,XX (Verkauskas et al., 2007 ; Benko et al., 2011 ; Baetens et al., 2017 ;
Bashamboo et al., 2017 ; Grinspon et Rey, 2019).

2.1.2 DSD testiculaire 46,XX (DSD T 46,XX)

Précedemment nommeés « male XX » ou «réversion sexuelle XX », les DSD T 46,XX
affectent 1 pour 20 000-25000 naissances dont environ 10-15% des cas présentent
un hypospadias. Les individus affectés présentent des OGE masculins variant de normaux
a ambigus avec une présence des deux testicules et une absence des dérivés mdllériens.
A T’age adulte, ces individus ont de testicules hypotrophiques, une gynécomastie

et une azoospermie (L&pez et al., 1995 ; Knarston et al., 2016).

Sur le plan moléculaire, la translocation du gene SRY sur le chromosome X paternel
ou un autosome est suffisante pour entrainer une différenciation masculine
et une gynécomastie. Chez 10% des sujets atteints de DSD T 46,XX, le SRY est négatif,
bien que ces derniers présentent différents degrés de masculinisation. L'étiologie de ces cas
est encore largement inconnue malgré que des altérations par gain de fonction ont été mises
en évidence dans la région en amont de SOX9 et sont définies comme étant suffisantes
pour initier la différenciation des testicules en I'absence de SRY. La surexpression du géne
SOX10 ou la perte de fonction dans des génes impliqués dans le développement ovarien,
tels que les genes RSPO1 et WNT4 mentionnés précédemment, contribue également aux DSD
ont été décrites dans la littérature (Abbas et al., 1993 ; Hung et Kemphues, 1999 ;
Ergun-Longmire et al., 2005 ; Grinspon et Rey, 2019).

2.1.3 Dysgénésie ovarienne

Les femmes ayant un caryotype 46,XX et une dysgénésie ovarienne naissent avec des OGE
complétement féminins sans ambiguité, mais présentent plus tard une puberté absente
ou retardée désignée par une amenorrhée primaire ou secondaire, une absence
des caractéristiques secondaires féminines et des gonades striées. De ce fait, les cestrogénes
ne sont pas synthétisés et la sécrétion des gonadotrophines n'est pas inhibée par l'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique, ce qui entraine un taux élevé de gonadotrophines,
d'ou labsence de début de puberté et de ménarche (Meyers et al, 1996;
Migeon et Wisniewski, 2003).
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Chez des patientes atteintes de dysgénésie ovarienne, des variants impliquant les génes
des récepteurs des gonadotrophines FSHR (follicle stimulating hormone receptor) et LHCGR
(luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor) ont été définis comme perturbateurs
de la signalisation hormonale et de la folliculogenése. La dysgénésie gonadique est également
associee a des anomalies majeures du chromosome X impliquant plusieurs locis
tels que le géne BMP15 (bone morphogenetic protein 15), le gene FMR1 (fragile X mental
retardation 1) dont la fonction est liée au développement ovarien (Aittomaki et al., 1996 ;
Marozzi et al., 2000 ; Rossetti et al., 2009).

Parmi les génes nouvellement identifiés en association avec la dysgénésie ovarienne, le géne
NOBOX (newborn ovary homeobox) situé sur le chromosome 7 (7935) est exprimé
dans les kystes de cellules germinales, les ovocytes primordiaux et en développement
dans des modeles de souris et chez I'hnomme. Ainsi que le géne FIGLA (folliculogenesis
specific bHLH transcription factor) situé sur le chromosome 2 (2p13.3) a un réle spécifique
dans le développement du follicule primordial et dans la synchronisation des génes
dans la zone pellucide (Zhao et al., 2008 ; Ferrari et al., 2016 ; Cattoni et al., 2020).

2.2 Défauts de synthése des stéroides (exces d'androgénes)

2.2.1 Excés d'androgenes feetaux

La virilisation des OGE chez la plupart des nouveau-nés presentant un caryotype 46,XX
est due a une hyperplasie congénitale des surrénales (HCS). Celle-ci englobe un groupe
de troubles autosomiques récessifs caractérisés par un déficit de I'une des enzymes impliquées
dans la synthese du cortisol et/ou I'aldostérone: 21-hydroxylase, 11-hydroxylase
et 3B-hydroxystéroide. Ainsi, un exces d'androgénes provoque une hypertrophie clitoridienne
avec une fusion partielle ou compléte des grandes levres et un vagin court, ou une virilisation
des OGE semblant étre masculin avec une cryptorchidie bilatérale (Speiser et White, 2003 ;
Othman et al., 2014).

La forme la plus courante d'HCS est due a un déficit en 21-hydroxylase, enzyme
du cytochrome P450 de type Il, essentielle pour la stéroidogenése des glandes surrénales.
Ce déficit est causé dans 90-95 % des cas d’HCS par des variants du gene CYP21A2
(cytochrome P450 family 21 subfamily A member 2), situés sur le chromosome 6 (6p21.33)
(White et al., 1984 ; Araujo et al., 2007 ; Arlt et Krone, 2007).
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2.2.2 Exces d'androgeénes feetoplacentaires

Les stéroides synthétisés au cours du développement feetal sont transférés au placenta
et sont transformeés en androgenes ; I’enzyme aromatase, codé par le géne CYP19 (cytochrome
P450 family 19 subfamily A member 1) localisé sur le chromosome 15 (15p21.1), catalyse
la conversion de ces androgénes en cestrogénes. L'aromatisation des androgenes surrénaliens
feetaux est essentielle a la production d'cestrogénes pendant la grossesse par le placenta
humain, dont les principaux produits sont 1'eestriol, I'cestrone et 1'cestradiol. Par conséquent,
un deéfaut d'aromatisation du placenta entraine une faible production d'cestrogénes pendant

la grossesse (Payne et Hales, 2004 ; Lin et al., 2007).

En outre, le déficit en aromatase conduit a la virilisation de la mére pendant la grossesse
et a l'exposition du feetus féminin aux androgénes surrénaliens présentant des organes
génitaux ambigus, des niveaux d’androgenes élevés et des niveaux d’cestrogénes indétectables
a la naissance. A un stade ultérieur, le déficit en aromatase est associé & un manque de
développement mammaire, a une aménorrhée primaire et a des ovaires polykystiques, se
développant non seulement chez les adolescentes mais aussi pendant la petite enfance et
I'enfance (Mullis et al., 1997 ; Belgorosky et al., 2003 ; Lin et al., 2007).

2.2.3 Exceés de production d'androgénes chez la mere

Pendant la grossesse, l'origine de I'exces d'androgenes (hyperandrogénie) chez la mére peut
étre due, soit a une tumeur ovarienne (lutéome), soit au syndrome des ovaires polykystiques
(SOPK), soit a des tumeurs surrénaliennes. Le lutéome est une tumeur bénigne de I'ovaire qui,
pendant la grossesse, favorise une masculinisation du feetus chez environ 65% des meéres
virilisées et régressent apres la grossesse. Le SOPK se caractérise principalement par un excés
d'androgenes et des défauts de reproduction associés a des anomalies métaboliques, comme
la résistance a l'insuline. En revanche, les carcinomes et adénomes des glandes surrénales
maternelles sont tres rares et peuvent entrainer une virilisation de la mére, parmi d'autres
caractéristiques cliniques telles que [I'hypertension artérielle ou le diabéte sucré
(Kanova et al., 2011 ; Morris et al., 2011).
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Bibliographie Traitements et prise en charge des patients DSD

Le diagnostic et le traitement des DSD est un défi crucial pour les cliniciens, nécessitant
une prise en charge médicale pluridisciplinaire & long terme, incluant un spécialiste
en medecine feetale, néonatologue, endocrinologue, chirurgien pédiatre, radiologue,
géneticien, et pédopsychiatre pour appréhender ces situations rares et souvent complexes.
L’amélioration des connaissances étiologiques nécessite des examens cliniques, d’imagerie,
biochimiques (hormonaux), génétiques, ainsi que de nouvelles approches chirurgicales,
essentiels pour la prise en charge de personnes atteintes de DSD (Gleeson et al., 2013 ;
Phan-Hug et al., 2016).

Le traitement des différents cas de DSD doit porter sur l'assignation sexuelle nécessitant
une éventuelle prise en charge hormonale substitutive surrénalienne si c’est la fonction
des surrénales ou stéroidienne qui est altérée, chez les nouveaux nés et les enfants.
En revanche, si c’est la fonction gonadique qui est altérée, la prise en charge est établie
des l'age pubertaire. En outre, une intervention chirurgicale des structures génitales
et/ou gonadiques (selon le risque de malignité) ainsi que le besoin d'un accompagnement
familial et psychosocial et une organisation adéquate du passage vers les spécialités médicales
adultes (endocrinologue, psychiatre, psychologue, gynécologue, etc.) présentent un rdle
fondamental dans la prise en charge des patients atteints de DSD (Cools et Stenvert, 2006 ;

Hemesath et al., 2019 ; Guerrero-Fernandez et al., 2018).
1. Traitement hormonal

Dés la période anténatale ou néonatale, I’endocrinologue est impliqué dans I’attribution
du sexe d’un nouveau-né avec DSD. Le choix du bon moment pour effectuer des dosages
hormonaux est nécessaire pour répondre aux variations du phénotype sexuel liées
au développement des gonades, a la synthese des stéroides ou a la sensibilité aux androgénes
en raison de la diversité des taux hormonaux durant les premiers mois de vie (Figure 7)
(Lee et al., 2006 ; Ogilvy-Stuart et Brain, 2006 ; Wilson et al., 2012).

35



Bibliographie Traitements et prise en charge des patients DSD

[] Meilleures périodes pour évaluer I’activité hypophyso-gonadique

Activité gonadique (FSH/LH)
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Figure 7. Périodes optimales pour effectuer un dosage hormonal (Phan-Hug et al., 2016)

A la puberté, 1’absence des caractéres sexuels secondaires chez certains adolescents, peut étre
le moment de découverte du DSD nécessitant un traitement par des stéroides sexuels.
L'utilisation précoce de la testostérone permet une meilleure réponse du fait que les récepteurs
aux androgenes diminuent a l'adolescence et au début de I'dge adulte. En revanche,
les questions concernant la fertilitt sont abordées de maniere individualisée
(Phan-Hug et al., 2016 ; Hemesath et al., 2019).

Certains parameétres endocriniens doivent également étre pris en compte pour la détermination
du meilleur moment chirurgical décrit ci-apres. L’utilisation de la stimulation hormonale
préopératoire est indispensable, soit pour établir un diagnostic clinique en testant la sensibilité
aux androgenes et en déterminant la fonction gonadique, soit pour agrandir de facon
temporaire le tubercule génital dans les cas des ou un gland moins de 15 mm en largeur,
associé ou non a une forme trés sévere d’hypospadias, facilitant ainsi, le geste chirurgical
(Hatipoglu et Kurtoglu, 2013 ; Xu et al., 2017 ; Hemesath et al., 2019).

Habituellement, ces 3 hormones sont prescrites au moins 3 mois avant la chirurgie
car la stimulation entraine une hypervascularisation (source d’hématome) et retarde

la cicatrisation tissulaire (Koff et Jayantthi, 1999 ; Kaya et al., 2008):

- I’hormone hCG (human chorionic gonadotropin) recombinée (injectable) est administrée
pour la chirurgie de I’hypospadias et notamment lors du diagnostic médical pour 1’évaluation
de la fonction leydigienne par le changement de 1’aspect des OGE et le taux de la testostérone,
- la DHT (voie locale) est indiquée en cas de déficit en 5-o-réductase et est utilisée
dans la chirurgie de I’hypospadias,

- la testostérone (injectable) est administrée pour les cas de micropénis et pour les patients

ayant subi des interventions chirurgicales répétées.
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2. Traitement chirurgical

Le traitement chirurgical des DSD implique fréqguemment des modifications irréversibles
du phénotype du patient. La décision du choix du sexe d’assignation doit étre prise
conjointement par la famille et I'équipe multidisciplinaire conseillant la famille, ainsi

que le patient, dans la mesure du possible (Karkazis, 2006 ; Guerrero-Ferndndez et al., 2018).

Differents types d'interventions chirurgicales aussi bien masculinisantes que féminisantes
peuvent étre effectuées pour le traitement des DSD selon l'dge et le sexe, y compris
la vaginoplastie, la chirurgie mammaire, I’excision des reliquats millériens et I’orchidopexie.
La décision d'effectuer ou non une gonadectomie doit étre établie au cas par cas en fonction
du bilan biologique (fonction gonadique) et anatomopathologique stratifiant le risque

de dégenérescence tumorale (van der Zwan et al., 2015 ; Guerrero-Fernandez et al., 2018).
3. Prise en charge psychologique

L'assignation sexuelle suivie d'une hormonothérapie et d'une chirurgie ne résout pas
a elle seule le probléme, car il n'y a toujours pas de compréhension claire concernant
I'adaptation psychologique de l'individu au sexe désigné. La clinique des variations
du developpement sexuel chez un nouveau-né, un enfant ou un adolescent peuvent provoquer
un traumatisme émotionnel chez les parents, en vue de I’environnement social et de la culture
actuelle manquant de connaissances sur les DSD, induisant ainsi, des réactions de préjugés
contre I'enfant et sa famille. De ce fait, la prise en charge vise a I’accompagnement autant

de la personne concernée que de sa famille (Phan-Hug et al., 2016 ; Lubianca et al., 2017).

La prise en charge psychologique dépend du patient et dure généralement plusieurs années
mais cela peut étre différent selon les cas. Au cours de cette période, le psychiatre investigue
les représentations et les sentiments liés & cette différence et 1’acceptation du soi.
L’importance du role psychiatre selon 1’age et le développement sexuel. Le moment clé
de la prise en charge est I’adolescence dans lequel les enfants présentant un DSD débutent
leur puberté (développement des organes génitaux, pilosité, mue de la voix et changement
de la morphologie). C’est a ce moment-la que la prise en charge est cruciale tant au niveau

endocrinologique que psychologique (Kleinemeier et al., 2010 ; Liao et al., 2010).
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Une étude cliniqgue et moléculaire, de type descriptif et analytique, a été menée
sur un total de 125 patients présentant un diagnostic clinique de DSD et a été établie

et évaluée en un espace de temps de 3 ans (Janvier 2018- Mars 2021).

La collecte des données épidémiologiques et cliniques ainsi que des échantillons sanguins
a été réalisée au niveau de divers hopitaux/cliniques de I’Est et du Centre algériens.
L’extraction d’ADN, la confirmation de la présence du gene SRY par une PCR (polymerase
chain reaction) conventionnelle et des tests cytogénétiques ont été réalisés au niveau
du laboratoire de biologie et génétique moléculaire - services de biochimie et d’hormonologie
du CHU IBN BADIS - Constantine 3.

L’analyse du WES, I’étude fonctionnelle in silico ainsi que le séquencage Sanger
ont été entrepris a I’unité de génétique du développement humain a I’institut Pasteur — Paris -

France, sur une période de 14 mois.
1. Recrutement des patients

La population d’intérét comprend 125 patients, parmi lesquels 5 cas familiaux et une paire de
jumeaux monozygotes discordants pour le phénotype DSD, a été recrutée au niveau des :

- services d’endocrinologie-diabétologie, néonatologie et pédiatrie du CHU IBN
BADIS - Constantine 3,
- services de pédiatrie de :
- hopital Mohammed BOUDIAF - El Khroub - Constantine,
CHU Lamine DEBAGHINE - Bab El Oued - Alger,
hopital Mohamed Seddik BEN YAHIA - Jijel,
hopital Bachir MENTOURI - El Milia - Jijel,

- clinique Nissia - Djebel Ouahch - Constantine,

- clinique El Anouar - Mansourah - Constantine,
- clinique Naoufel - Zouaghi - Constantine.

Critére d'inclusion :

- patients atteints de DSD d'étiologie inconnue.

Critéres d’exclusion :
- patients présentant un DSD avec une anomalie du nombre des chromosomes sexuels,

- patients diagnostiqués avec une HCS ou une exstrophie cloacale.
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Un questionnaire ddment renseigné et un consentement éclairé ont été obtenus
auprés de chaque individu ou d’un parent/tuteur (patient de moins de 18 ans),
afin de déterminer I’implication de certains facteurs génétiques et environnementaux

dans I’apparition des DSD (Annexes 2 et 3).

2. Méthodes

2.1 Prélévement sanguin

Le préléevement du sang a été effectué dans des conditions stériles. Par voie veineuse, le sang
a éte recueilli pour chaque patient ainsi que pour chaque membre de sa famille présent,
dans 2 tubes Vacutainer de 5 ml contenant 1’anticoagulant EDTA (ethylene diamine
tetra-acetic acid), un inhibiteur de I’action des enzymes DNase ou nucléases.

Les tubes ont ensuite été conservés a +4°C pendant 10 jours au maximum.

Afin de réaliser un caryotype pour les patients avec un sexe génétique indéterminé, une prise
de sang veineux dans un tube Vacutainer hépariné (I’héparine de lithium) pour chaque patient,
a été menée en respectant les conditions d’asepsie. Le sang recueilli peut étre conservé a +4°C
pour une durée maximale de 4 jours, jusqu'a la certitude d'avoir obtenu une bonne culture

cellulaire.

2.2 Analyse cytogénétique
Le caryotype se définit par I’analyse numérique et structurale de I’ensemble des chromosomes
d’une cellule d’un individu, classés en plusieurs groupes et numérotés selon I’ISCN 2016

(international system for human cytogenetic nomenclature).

L’établissement du caryotype pour les cas de DSD est une étape cruciale et indispensable
pour définir le sexe génétique, qui se réalise sur des cellules nucléées (lymphocytes) capables

de se diviser in vitro, comme suit :

- mise en culture des lymphocytes dans un milieu RPMI (roswell park memorial institute
medium), du sérum de veau feetal, un agent mitogéne : phytohémagglutinine (PHA),
et des antibiotiques. Cette étape doit se réaliser dans une asepsie rigoureuse, en respectant
des conditions précises de température, pH, CO,, humidité, etc.

- incubation de 72 heures,

- blocage des divisions cellulaires en métaphase par la colchicine, une substance inhibitrice

de la polymérisation de la tubuline et donc la formation du fuseau mitotique,
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- induction d’un choc hypotonique par le KCI, induisant le gonflement et la lyse
des lymphocytes et la libération des chromosomes métaphasiques,

- fixation des chromosomes,

- étalement sur lame et coloration par Giemsa,

- marquage des chromosomes (R-banding),

- lecture des lames sous microscope optique.

Le protocole détaillé est illustré en annexe 4.

2.3 Analyse moléculaire
Aprés Dextraction de I’ADN génomique, les analyses moléculaires élaborées

dans cette investigation consistent a déterminer en 3 temps:

- laprésence du gene SRY par la PCR conventionnelle,

- les variants des genes liés aux DSD par analyse de I’ensemble de données résultant
du WES en fonction des données cliniques de chaque patient,

- la présence des variants identifiés, par le séquencage Sanger, chez le patient ainsi
que chez le(s) parent(s) et/ou la fratrie disponible(s).

2.3.1 Extraction de ’ADN génomique
La procédure d’extraction au NaCl de I’ADN leucocytaire pratiquée dans cette étude

comprend cing étapes majeures :

- hémolyse du sang et préparation du culot leucocytaire,

- lyse des leucocytes, digestion du complexe nucléoprotéique et libération de I’ADN,
- extraction et purification de I’ADN,

- précipitation de I’ADN,

- solubilisation de I’ADN purifié.

Un protocole détaillé de ces étapes est décrit en annexe 5.

La concentration des ADN est ensuite dosée par spectrophotométrie a 1’aide du Nanodrop
1000 v3.7 (Thermo Fisher Scientifc, Wilmington, DE, USA).
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2.3.2 PCR du géne SRY
La technique PCR est une réaction d’amplification enzymatique in vitro en exponentielle (2")
(n= le nombre de cycles nécessaire) d’un segment d’ADN compris entre deux régions

d’une séquence connue, par un procédé d'extension d'amorces.

Les amorces pour une séquence de 272 pb du gene SRY, choisies a 1’aide du logiciel

Primer3web (https://primer3.ut.ee/), sont illustrées ci-dessous (Tableau 2).

Tableau 2. Amorces utilisées pour la PCR d’un amplicon de 272 pb du géne SRY

Amorces | Longueurs (pb) | Températures °C | % en GC | Séquences (5'-3")

F 21 60,9 47,6 GGCTCACTTCTGGATGTCTTA

R 21 60,0 28,5 AAAATTGGCGATTAAGTCAAA

F : forward, R : reverse

Cette technique enzymatique nécessite un mélange réactionnel (mix) comprenant
tous les réactifs essentiels pour le bon déroulement de I’amplification. Pour chaque patient,
le mix de PCR pour I’amplicon du géne SRY est compose des réactifs mentionnés dans le
tableau 3.

Tableau 3. Constituants du milieu réactionnel pour la PCR du gene SRY

Réactifs Quantités
Eau distillée ou bidistillée 4,02 pul
dNTP (0,2mM finale) 1,6 pl
MgCl, (1,5mM finale) 0,3 ul
Tampon (10X) 1l
Amorces F (100 ng/ul finale) 1l
Amorces R (100 ng/ul finale) 1l
Taq polymeérase (5u/pl) 0,08 pl
Total 9 ul

Dans un microtube de 0,2 ml, 1 ul d’ADN dilué a 20-30 ng/pl en fonction de sa concentration

initiale est ajouté a 9 pl du mix.

Dans un thermocycleur, I’ensemble des microtubes a PCR est soumis a une serie de cycles
de températures afin d’obtenir une quantité suffisante de la séquence d’ADN d’intérét.
Chaque cycle représente une succession de trois réactions : une dénaturation des brins

d’ADN, une hybridation des amorces et une élongation.
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Les conditions d’amplification de la séquence du géne SRY sont de 94°C pendant 4 minutes
puis 35 cycles avec une dénaturation & 94°C pendant 30 secondes, une hybridation
des amorces a 61,5°C pendant 30 secondes et une polymeérisation du fragment a 72°C pendant

30 secondes puis une élongation finale a 72°C pendant 4 minutes.

Afin de vérifier la taille des amplicons, 7 ul de chaque produit de PCR mélanges a 3 ul
du marqueur de mobilité BBP (bleu de bromophénol) sont déposés dans un puits du gel
d’agarose a 2% (2 g d’agarose+ 100 ml de TBE (tris borate EDTA) a 1X). Ce dernier contient
10ul de I’intercalant BET (bromure d'éthidium) qui se fixe entre les bases nucléiques, rendant
I’ADN fluorescent sous UV. La réservation de 3 puits pour le marqueur de taille a 100 pb,

le témoin positif et le ttmoin négatif sont essentiel pour chaque étude moléculaire.

Les échantillons déposés dans le gel sont ensuite soumis a un systéme de migration
en fonction de leur taille et de leur charge électrique, sous un courant de 100 volts pendant
45 minutes. Afin de visualiser les bandes d'ADN fluorescentes, le gel est éclairé sous UV,
apreés la migration électrophorétique (Figure 8).

M 1 2 3 T+ T-

300 pb 272 pb

200 pb

Figure 8. Profil électrophorétique de la PCR d’une séquence de 272 pb du géne SRY

(Chellat et al., 2013, modifié)
1-3: patients, M : marqueur de taille de 100 pb, T+ : témoin positif, T- : témoin négatif
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2.3.3 Préparation des échantillons pour le WES

Le dosage de la concentration et de la pureté des échantillons d’ADN, par spectrophotométrie

est essentiel pour le bon déroulement de la technique WES. La mesure de la densité optique
(DO) ou de I’absorbance de I’ADN a 260 nm et a 280 nm est effectuée a 1’aide du Nanodrop
1000 v3.7 (Thermo Fisher Scientifc, Wilmington, DE, USA), afin de déterminer la pureté

de I'ADN extrait, en se référant aux 2 rapports (R et Ry) :

R;= 260/280 : rapport de I'absorbance de I'échantillon & 260 et 280 nm. Celui-ci
est utilisé pour évaluer la pureté de I'ADN et de I'ARN. Un rapport de ~1,8
est genéralement accepté comme "pur” pour I'ADN, et un rapport de ~2,0
est généralement accepté comme "pur" pour I'ARN. Si le rapport est sensiblement
inférieur cela peut indiquer la présence de protéines qui absorbent a 280 nm, de phénol
a 270 nm ou d'autres contaminants qui absorbent fortement a ou prés de 280 nm,

R,= 260/230 : rapport de l'absorbance de I'échantillon a 260 et 230 nm. Il s'agit
d'une mesure secondaire de la pureté de I'acide nucléique. Les valeurs 260/230
pour un acide nucléique "pur" sont souvent plus élevées que les valeurs 260/280
respectives. Elles se situent généralement entre 1,8 et 2,2. Si le rapport

est sensiblement inférieur, cela peut indiquer la présence de contaminants.

A une concentration finale de 45-50 ng/ul, 195 échantillons d’ADN (parmi plus

que 350 collectés), ont été sélectionnés en fonction de la qualité d’ADN pour I’envoi au WES
(Tableau 4), soit :

125 ADN de patients DSD,
les membres de famille « pere, mere et fratrie » de 34 patients mentionnés ci-dessous

selon les critéres phénotypiques et la disponibilité des ADN (Tableau 4).

43



Partie pratique Patients et méthodes

Tableau 4. Résumé de I’ensemble des échantillons d'ADN collectés et analysés

Cohorte Echantillons d'’ADN collectés Echantillons d'’ADN envoyés au WES
Classification Patient(s) | Patient(s) | Patient(s) Part'ient(s) en | Total |Patient(s)| Patient(s) Patient(s)| Partient(s) en
ensolo | enduo en trio trio avec en solo en duo entrio | trio avec fratrie

DSD 46,XY

1. Anomalies du développement gonadique 2 2 5 6 15 9 1 3 2

2. Syndrome de persistance des canaux miillériens 0 0 1 0 1 0 0 1 0

3. Autres types de DSD 17 9 31 10 67 55 0 8 4

4. DSD syndromiques 5 8 18 8 39 27 1 9 2
Total 24 19 55 24 122 91 2 21 8
DSD 46,XX

1. DSD ovotesticulaire 0 0 0 1 1 0 0 1 0

2. DSD testiculaire 0 0 0 2 2 0 0 0 2
Total 0 0 0 3 3 0 0 1 2
Total global 24 19 55 27 125 91 2 22 10

Patient en solo : uniquement l'individu atteint, patient en duos : I’individu atteint et un parent,
patient en trios : ’individu atteint et ses deux parents, patient en trios avec fratrie : I’individu atteint, ses deux
parents avec au minimum un frére ou une sceur

Pour chaque individu, 25-30 pl d’ADN sont mis dans un tube de stockage de 2 ml. Celui-ci
est étiqueté selon les recommandations du laboratoire et envoyé a la boite de séquencage.

2.3.4 Séquencage de I’exome entier « WES »

2.3.4.1 Principe de la technique du WES

Les techniques de séquencage massif en parallele (NGS) représentent la révolution
biotechnologique de ces dernieres années qui permet de séquencer de grandes quantités
d’ADN en un temps record, et d'augmenter particulierement le nombre des genes et des voies

impliqués dans la détermination et la différenciation sexuelles.

Comme premiére étape du diagnostic moléculaire dans ce travail, nous avons procédé
a une des techniques du NGS : le séquencage de I'exome entier (WES) qui est largement

utilisé dans la recherche, et plus récemment dans le diagnostic génétique des DSD.

Cette technique permet d’analyser de fagon exhaustive les séquences codantes du génome
ainsi que leurs régions introniques flanquantes en mettant en évidence les variants
non synonymes, les variants des sites d'épissage (jusqu'a 10 paires de bases) et les petits
variants InDel (insertion-délétion) présents a une fréquence inférieure a 1% dans le projet
de séquencage d'Exome (http://evs.gs.washington.edu/EVS) et le projet 1000 génomes
(http://1000genomes.org).
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2.3.4.2 Technique de séquencage de I'exome entier (WES)
Le séquencage de I’exome des 195 échantillons d’ADN a été réalisé par la plateforme
Illumina HiSeq2000, avec un kit TruSeq v3, aprés I’enrichissement des exons a ’aide du kit

Agilent SureSelect Human All Exon V4 Paired-end, comme suit :

- fragmentation de I'ADN génomique d’une taille moyenne de 150-200 pb,

- dénaturation des fragments d’ADN,

- hybridation des fragments d’ADN avec des oligos de capture qui sont des adaptateurs
ajoutés par ligation pendant la préparation de la bibliothéque pour le séquencage a haut débit,
- enrichissement des séquences capturées avec des billes paramagnétiques conjuguées
a la streptavidine,

- amplification des séquences a analyser par PCR en émulsion (emPCR): grace
a la formation d’une émulsion (mélange huile/eau), un fragment d’ADN et une bille (servant
a lier le fragment d’ADN a son adaptateur) sont capturés au sein d’une goutte. Apres plusieurs
étapes d’amplification par PCR, il y a obtention de nombreux amplicons a la surface
de la bille, qui, avec les fragments amplifiés sont sélectionnées par formation d’un complexe
biotine-streptavidine,

- séquencage lllumina, basé sur la détection de photons, est équivalent au séquencage Sanger

(défini ci-apres) (Figure 9).

Target

DA DA DA DADRA DA DA DA DA sonAa

Sonicate

DGDQDG MMM D{]Dﬂl}ﬂ Biotin
and diig:E:Zk"’f W

DADODI™ Rp Al
e -
" - \ -

IHiumina library
preparation

OO g
Figure 9. Schéma commun pour la méthode d'enrichissement de I'exome entier basée
sur I'hybridation des sequences cibles
Séquence d'ADN en rouge : séquence a analyser, séquence d'ADN en bleu : séquence a ne pas analyser,

oligos simple brin en vert : sondes de capture marquées a la biotine ;
particules brunes : billes paramagnétiques conjuguées a la streptavidine
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Le protocole du traitement des données génerées, utilisé par la boite de séquencage en charge

est détaillé en annexe 6.

2.3.5 Analyse des données du WES
I1 s’agit de la premicre étude réalisée en Afrique utilisant I’approche « WES » pour 1’analyse

d’une large cohorte de patients avec DSD.

2.3.5.1 Annotation des variants

Afin de mettre en évidence les variants causaux des différents phénotypes DSD
dans notre population d’étude, les données du WES sous format de fichier VCF
(variant calling format) sont listées dans un tableau de type Excel. Ce fichier posséde
au minimum 7 champs fixes: le numéro du chromosome, la position du variant, le numéro rs
(reference dbSNP), la base de référence, la base alternative, la qualité moyenne des bases
alternatives et les criteres de passage du filtre prédéfini (Figure 10). D’autres champs

optionnels sont cités ultérieurement.

A B & D E F G H I
1 Priority CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER GeneName
2 |H 20 34828320 rs747984876 A i 3178.77 PASS AAR2
3 H 17 48738330 rs143968667 G A 400.77 PASS ABCC3
4 H 3 52012023 . € Lk 496.77 PASS ABHD14A-AC
S |[H 4 8376819 rs199766636 G A 919.77 PASS ACOX3
6 H 11 130298051 rs555787886 G A 197.77 PASS ADAMTS8
7 H 5 7804812 rs61215232 C L 683.77 PASS ADCY2
8 H 2 100210385 . G A 153.77 PASS AFF3
9 |H 2 236626225 rs201400274 G A 399.77 PASS AGAP1
10 H | 36367545 rs143106048 G i 860.77 PASS AGO1
11 H 2 62300178 . T C 463.77 PASS AHNAK
12 H 11 62287758 rs144063659 T A 2324.77 PASS AHNAK
13 H 1 46035621 rs142530083 C T 888.77 PASS AKR1A1
14 H 11 107396311 rs61743188 A C 507.77 PASS ALKBH8
15 H 2 73678642 rs188807564 C 1§ 1190.77 PASS ALMS1
16 H 17 7984203 rs149039053 C i 735.77 PASS ALOX12B
17 [H 17 8013522 . G A 2592.77 PASS ALOXE3
18 H 2 202211407 . C G 678.77 PASS ALS2CR12
19 H 3 134079209 rs35938212 G A 618.77 PASS AMOTL2
20 |H 5 65218320 rs74528237 C h 627.77 PASS ANKDD1A

Figure 10. Exemplaire d’une partie d’un fichier VCF sous format d’un tableau Excel
indiquant les champs indispensables pour la description d’un nombre de SNP détermineés

chez un patient
Priority : priorité du SNP élevée (H), modéré (M) ou basse (L), CHROM : numéro du chromosome, POS:
position absolue du SNP sur le chromosome, ID : identifiant du SNP par rapport au numéro de référence
dbSNP, REF : base de référence, ALT : base alternative, QUAL : qualité moyenne des bases alternatives,
FILTER : critéres de passage du filtre prédéfinie, GeneName : nom du géne
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Ce type de fichier permet de filtrer les variants selon les criteres choisis a 1’aide de différents

outils disponibles, de la maniére suivante:

- trier les variants présentant une priorité élevée (H),

- éliminer les variants synonymes,

- exclure les variants avec une fréquence allélique élevée (MAF >1%; minor allele
frequency) dans la population mondiale et la population africaine selon le projet EXAC
(exome aggregation consortium), nommes respectivement « EXAC_ALL » et « EXAC_AFR »
dans le fichier VCF (Figure 11).

H | J K L M N 0 P Q R $ T u B
1 |GeneName Func Gene GeneDetail ExonicFunc AAChange Gencode  cytoBand |ExAC_ALL ExAC_AFR!EuAC_AMR EXAC_EAS  EXAC_FIN ExAC_NFEﬁ
2 AAR2 exonic NM_0012711. missense SN'AAR2:NM_O(ENST000003 20q11.23  8.243e-06 0 0 0 01505 N
3 ABCC3  exonic  NM_001144(. missense SN'ABCC3:NM_(ENST000002 17q21.33  0.0002  0.0024 0 0.0001 0 3.04e-05
4 ABHD14A-ACexonic NM_001316:. stopgain  ABHD14A-ACENST000004 3p21.2 ‘ . . . .
5 ACOX3  exonic  NM_001101(. missense SN' ACOX3:NM_{ENST000003 4p16.1 0 0 0 0 0
6 ADAMTS8 exonic NM_007037 . missense SN'ADAMTS8:NI ENST000002 11q24.3 0 0 0 0 0
7 ADCY2  splicing  NM_020546 NM_020546:. . ENST000003 5p15.31  0.0005  0.0058  0.0003 0 0 3.021e-05
8 |AFF3 exonic NM_001025:. missense SN'AFF3:NM_00 ENST000004 2q11.2 . ‘ . . . .
9 AGAP1  exonic  NM_001037. missense SN'AGAPL:NM_(ENST000003 2g37.2  0.0009 0 0.0015 0 0 0.0012
10 AG01 splicing ~~ NM_001317:NM_001317:. . ENST000003 1p343  0.0003  9.777e-05 0.0005 0 0 0.0003
11 AHNAK  exonic NM_001620 . missense SN'AHNAK:NM_ ENST000003 119123 . ‘ . . . .
12 AHNAK  exonic ~ NM_001620 . missense SN'AHNAK:NM_ENST000002 11q12.3  0.0006  9.614e-05 0.0003 0 0 0.0010
13 AKR1AT  exonic NM_001202:. missense SN'AKR1AL:NM_ ENST000003 1p34.1 0.0008  0.0081  0.0013 0.0001 0 1.499-05
14 ALKBH8  exomic  NM_001301(. missense SN'ALKBHE:NM_ENST000004 11g22.3 00012 0.0066 0 0 0 0.0004
15 |ALMS1 exonic NM_015120 . missense SN' ALMS1:NM_ ENST000002 2p13.1 0.0007  0.0086  0.0002 0 0 3.02e-05

| Figure 11. Exemplaire d’une partie d’un fichier VCF indiquant les paramétres d’un nombre

de SNP déterminés chez un patient
GeneName : nom du gene, Func : fonction du SNP selon sa localisation (exonique/intronique),
Gene/GeneDetail : référence de la séquence du transcrit correspondant @ 100% a la séquence et la structure
exon/intron du projet MANE (matched annotation between NCBI and EBI - Ensembl),
ExonicFunc : détails de la fonction du SNP dans la séquence exonique/intronique,

AAchange : changement de 1’acide aminé engendré par le SNP, Gencode : identifiant du transcrit par rapport a
Ensembl, cytoBand : segment chromosomique ou se situe le SNP, EXAC_ALL : fréquence allélique dans la
population mondiale, EXAC_AFR : fréquence allélique dans la population africaine,
EXAC_AMR : fréquence allélique dans la population américaine mixte, EXAC_EAS : fréquence allélique dans
la population asiatiques de I'Est, EXAC_FIN : fréquence allélique dans la population finlandaise,
ExAC_NFE : fréquence allélique dans la population européenne non finlandaise

Le projet EXAC est une coalition de scientifiques pour 1’agrégation et 1’harmonisation
des données de séquencage de I'exome a partir d'une grande variété de projets de séquengage
a I’échelle mondiale (EXAC_ALL) ainsi que des groupes de populations disponibles a ce jour:
ExAC_AFR (Africains), ExAC_AMR (mixte d’ Américains), ExAC EAS
(Asiatiques de I'Est), EXAC_SAS (Asiatique du Sud), EXAC_FIN (Finlandais), EXAC_NFE
(Européen non Finlandais) et EXAC_OTH (autres).
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2.3.5.2 Analyse fonctionnelle in silico, interprétation des données et prédiction
de la pathogénicité
Conformément aux données cliniques de chaque patient, les variants résultants sont manipulés

comme suit ;

- accorder la liste des génes du fichier VCF au phénotype décrit en utilisant le site VarElect
(https://varelect.genecards.org/), un outil robuste servant de guide pour classer les génes,
en notant leur probabilité d'étre liés a I’anomalie étudiée. Dans cette étude, nous avons utilisé
les mots clés en liaison avec les phénotypes DSD tels que « gonad », « testis », «ovary »,
« genitalia », «vagina » et « uterus » et ceux liés aux phénotypes somatiques pour les cas
syndromiques tels que « eye », « bone », « heart » et « kidney »,

- sélectionner la liste des genes candidats au phénotype,

- vérifier ’implication de ces génes et leurs modes de transmission selon la base de données
publigue  OMIM (online mendelian inheritance in man) comprenant également
les informations bibliographiques des genes humains et des troubles génétiques résumées
sous forme de textes et accompagnés de nombreux liens tels que les références PubMed.

- annoter les variants susceptibles d’étre impliqués dans 1’apparition d’une anomalie/maladie

a I’aide du numéro rs, en prédisant:

- D’effet de chaque variant au niveau protéique via la base de données gnomAD
(genome aggregation database ; https://gnomad.broadinstitute.org/), une source
de données plus riche que le projet EXAC, qui regroupe environ 16 000 génomes
et plus que 125000 exomes entiers des populations européennes, latino-africaines,
afro-américaines, asiatiques du Sud, asiatiques de I’Est, juives ashkénazes et autres.
GnomAD englobe 241 millions de variants (SNP et petites InDel), et plus que 335 000
variants structurels (réarrangements d'ADN d'au moins 50 paires de bases).
Ces données permettent a ce consortium de concevoir un catalogue des différents
types de variations génétiques, de déterminer leurs fréquences alléliques
dans les populations citées ci-dessus et de révéler leurs impacts fonctionnels
sur les protéines selon les outils de prédiction SIFT (sorting in tolerant from tolerant)

et PolyPhen (polymorphism phenotyping),
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- le degré de pathogénicite du variant selon :

- la base de données ClinVar (clinical significances of variants)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) archivant les interprétations proposees
sur la signification clinique et/ou fonctionnelle des variants géniques
et leurs relations avec la santé humaine,

- le score REVEL (rare exome variant ensemble learner), définie
par un ensemble de méthodes pour prédire I’implication des variants faux-sens
rares dans la manifestation des pathologies en combinant les données
de plusieurs outils de prédiction tels que SIFT et PolyPhen,

- le guide de ’ACMG (american college of medical genetics and genomics),
étant un ensemble de criteres établis par des cliniciens, des géneticiens
et des bioinformaticiens, permet d’établir la classification des variants
pathogenes et probablement pathogénes, considérés comme cliniguement
significatifs aprés une corrélation génotype-phénotype,

- la présence ou I’absence du variant d’intérét chez les parents et la fratrie
disponibles, en utilisant I’outil de comparaison des listes de génes « multiple

list comparator » (https://molbiotools.com/listcompare.php) (Figure 12).

Fill Colors Fill Opacity 0.22 < Patient — (Pére U Mére)
1 2 3 0.0 e 0.9 ADD2 -~
BDP1
Stroke Color Stroke Width Set Label Color  Set Label Size CIM3
DENNDGA
[Shades v] [ 1 V] [ Shades "] [22 ~

Patient Pére

Explanation of the Symbols
A—-B n of
ANB

AUB

Me m Copy to Clipboard Save to File
ere

Figure 12. Exemplaire d’une comparaison de la liste des SNP des genes d’un patient avec

celles de ses parents en utilisant 1’outil « multiple list comparator »
*Parmi les SNP des 247 genes filtrés chez ce patient, 16 sont de novo (mentionnés en Subset Item Listing), 17
sont homozygotes (présents chez le pére et la mére), 108 sont communs entre le patient et son pére et 106 sont
communs entre le patient et sa mére
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Au final, cette interprétation peut étre confirmée en déterminant la ségregation de ces variants
par le séquencage Sanger (détaillé ci-dessous), en fonction de la disponibilité des ADN
des parents et de la fratrie.

2.3.6 Séquencage Sanger
Pour confirmer la présence des variants pertinents et déterminer leurs ségrégations.
La préparation des échantillons d’ADN pour I’envoi a la boite de séquencage s’est déroulée

de la maniére suivante :

- désigner les couples d’amorces encadrant le variant d’intérét via le site Prime3web
(https://primer3.ut.ee/) pour des amplicons de 300-400pb,
- réaliser une PCR standard selon les conditions de chaque couple d’amorces désigné,

en préparant le mix composé des réactifs mentionnés ci-dessous (Tableau 5).

Tableau 5. Composants du milieu réactionnel pour les PCR des génes a séquencer

Constituants Quantités
Eau ultra pure Milli-Q 8,4 ul
dNTP (0,2 mM finale) 4,8 ul
MgCl; (1,5 mM finale) 0,9 ul
Tampon (10X) 3ul

Amorce F (100 ng/ul finale) 3ul
Amorce R (100 ng/ul finale) 3ul

Bétaine (0,6 mM finale) 3,6 ul
Taq polymeérase (5 u/ul) 0,3 ul
Total 27l

- mettre dans un microtube de 0,2 ml, 3ul d’ADN dilu¢ a 10 — 20 ng/pl en fonction
de sa concentration initiale avec 27ul du mix,

- soumettre les microtubes a une série de cycles de températures selon les conditions
d’amplification mentionnées par le fabriquant de chaque couple d’amorces, afin d’obtenir
une quantité suffisante de la séquence d’ADN pour I’envoi a la boite de séquencage,

- vérifier la taille des amplicons par électrophorése en appliquant les étapes citées

précédemment pour la PCR du gene SRY.
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La technique de Sanger automatisée est basée sur la synthése enzymatique d’un néo-ADN
en présence d’un ADN matrice, de dNTP (désoxyribonucléotides) et de dANTP modifiés
en ddNTP (didésoxyribonucléotides) interrompant 1’¢longation des brins d’ADN
néo-synthétisés. Ces ddNTP sont marqués par des fluorophores émettant un signal
de fluorescence a 4 longueurs d’ondes différentes en fonction du type du nucléotide.
Les fragments de tailles variables sont séparés par électrophorese capillaire, les résultats
sont obtenus par lecture successive des signaux de fluorescence a la sortie du capillaire
et sont ensuite illustrés sous forme d’électrophorégramme apres traitement informatique.

La méthode utilisée par la boite de séquencage est détaillée en annexe 7.

Dans cette étude, la préparation des produits de PCR selon les conditions imposées
par la boite de séquencage a été réalisée comme suit :

- étiqueter les tubes et les enregistrer sur la plateforme de la boite de séquencage,

- mettre au minimum 15 pl du produit de PCR dans un tube Eppendorf de 1,5 ml,

- mettre 4 ul d’amorces F dilués a 1/10 dans un autre tube Eppendorf de 1,5ml,

- envoyer les tubes a la boite de séquencage,

- lire les électrophérogrammes recus sous format de fichier « .ab1 » par le logiciel Sequencher
version 5.2.4 afin de confirmer la présence des variants d’intérét et déterminer

leur transmission (Figure 13).

R307 R308 V309

cC G/A A G T

i

c G/AaA G T

Mere

G C C G A G T G G
MA/\/X/\/\W&AA
Figure 13. Exemple d’électrophérogrammes obtenus d’une séquence du gene DHX37

présentant un variant (p.R308Q) a I’état hétérozygote chez un patient transmis par sa mere
et absent chez son pére (Zidoune et al., 2021, modifié)

Enfin, etablir une liste définitive des variants expliquant partiellement ou totalement
le phénotype étudié.
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1. Vue globale de la cohorte

1.1 Répartition des patients selon leur origine
Aprés compilation des données a partir du questionnaire établi pour cette étude, notre cohorte

comporte 125 patients atteints de DSD couvrant 24 villes illustrées ci-dessous (Figure 14).

20 P (Constantine)
B 16 P (Jijel)
B 3P il
B 10 P (Alger, Skikda)
B 09 P (Oum El Bouaghi)
07 P (Tebessa)
06 P (Blida)
- 05 P (Guelma)
. 04 P (Batna)
03 P (Bé¢jaia, Biskra, Sétif, Souk Ahras)
02 P (Ain Defla, Ghardaia, Laghouat)
. 01 P (Boumerdes, Chlef, E1 Oued, M'sila, Médéa, Ouargla, Tizi Ouzou)

Figure 14. Répartition des patients en fonction de leurs origines
P : patient(s)
1.2 Répartition des patients selon les données cliniques et moléculaires
L’age et le sexe attribués au moment du diagnostic, le diagnostic initial, les variants identifiés
pour chaque patient, ainsi que leur fréquence allélique, impact prédit au niveau de la protéine,
zygosité, mode de transmission, origine parentale et signification clinique ont été mis en

évidence dans cette étude.
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Les manifestations cliniques des DSD sont hétérogenes et les patients peuvent se présenter
chez le clinicien a n'importe quel age : au stade néonatal, a I'adolescence ou a I'age adulte
(Mazen et al., 2021). Dans notre population d’étude, une vaste variation d'age a été constatée
au moment du diagnostic allant de 1 jour a 22 ans. Le motif de consultation a fait suite a la
découverte, par les parents ou lors d’une consultation pédiatrique, gynécologique ou
endocrinologique, d’une hypovirilisation des OGE, un hypospadias, lors de 1’exploration d’un
syndrome malformatif, une cryptorchidie ou bien suite a d’autres motifs tels que I’exploration
d’une hernie inguinale, d’aménorrhée primaire ou de I’attitude du patient s’opposant a son

sexe biologique et/ou son orientation sexuelle (Figure 15).

14,4% Hypovirilisation des OGE
B Hypospadias

Syndrome malformatif
E Cryptorchidie

Autres motifs

Figure 15. Répartition des patients selon les motifs de découverte du DSD

Il est connu qu’environ 75% des enfants présentant des DSD ont un caryotype 46,XY,
10-15% un 46,XX (dont la majorité présente une HCS) et le reste présente des anomalies

structurelles des chromosomes sexuels (Audi et al., 2018).

La majorité de nos patients, soit 97,6% (122/125) de D’effectif, a re¢u un diagnostic
de DSD 46,XY selon la classification de Hughes et al. (2006) au « Consensus Statement
on Management of Intersex Disorders», dont 13,1% (16/122) de ces patients ont été élevés

filles. Ce groupe est subdivisé en cing principales catégories:

- 15 patients, soit 12,3% du groupe, sont atteints d’anomalies du développement
gonadique consistant en une agénésie gonadique ou une dysgénésie gonadique
compléte/partielle  diagnostiquée sur la base des profils hormonaux
et/ou du phénotype gonadique,
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- 1 patient, soit 0,8% du groupe, est atteint du syndrome de persistance des canaux
mallériens,

- 67 patients, soit 54,9% du groupe, présentant des organes génitaux externes
atypiques, sont classés dans cette étude comme « autres types de DSD 46,XY ».
Cette catégorie englobe les individus considérés comme ayant des troubles
de synthése/action d’androgénes ou diagnostiqués avec une hypovirilisation des
OGE inexpliquée ou les individus qui sont en cours d’exploration clinique,

- 39 patients, soit 32% du groupe, sont atteints de DSD syndromiques 46,XY.
Cette catégorie comprend les sujets ayant recu un diagnostic de DSD 46,XY
associé a une obésité syndromique ou & une série de caractéristiques

dysmorphiques (Figure 16.A).

A
0.8% Bm Anomalies du développement gonadique
Bl Syndrome de persistance des canaux miillériens
mm  Autres types de DSD
32% DSD syndromiques
122 patients
B

mm DSD ovotesticulaire
DSD testiculaire

3 patients
66.7%

Figure 16. Répartition des patients selon les phénotypes DSD 46,XY et DSD 46,XX
(A) Proportions des 122 patients présentant les quatre catégories des phénotypes DSD 46,XY
(B) Proportions des 3 patients présentant les deux catégories des phénotypes DSD 46,XX

Une minorite de la cohorte, soit 2,4% (3/125) des patients repreésentent des patients
diagnostiqués DSD 46,XX (SRY neégatif) et élevés garcons, dont 2 présentant un DSD T
et 1 avec un DSD OT (Figure 16.B).
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1.3 Répartition des patients selon la consanguinité

L histoire de la consanguinité parentale est rapportée chez 36% (45/125) des patients.
Dans la littérature, les données sur la prévalence réelle des DSD dans les populations
ou les taux de consanguinité et d’endogamie sont élevés, sont largement indisponibles
et limittes a des études publiées portant sur de faibles effectifs
(Bashamboo et Mcelreavey, 2014 ; Romdhane et al., 2019). En revanche, des taux plus élevés
de DSD ont été notés dans les populations ou la fréquence de consanguinité est remarquable.
Dans une étude récente menee dans une population de 14 177 nouveau-nés turques,
la fréquence de cette anomalie congénitale est de 1,3 pour 1 000 naissances, celle-ci est bien
plus supérieure a celle rapportée dans des études précédentes (Aydin et al., 2019).
Parmi ces dernieres, l'incidence de DSD en Arabie Saoudite est estimée a 1 pour 2 500
naissances vivantes, tandis qu’elle est de 1 pour 3 000 naissances vivantes en Egypte
ou le taux de consanguinité parentale est de 55% chez les patients atteints de maladies
génétiques, y compris les formes récessives de DSD (Abdullah et al., 1991 ; Mazen et al.,
2008 ; Afifi et al., 2010).

Ces chiffres sont plus élevés que la fréquence rapportée dans les pays européens
(1 pour 4 500-5 500 naissances vivantes), ce qui confirme que la consanguinité est un facteur
contribuant a I'augmentation du taux d'incidence des DSD (Bashamboo et McElrevey, 2014).
En outre, une étude menée en Allemagne révele que l'incidence des DSD chez les enfants
d'origine non allemande est quatre fois plus élevée que celle de la population générale,
principalement en raison de taux de consanguinité plus élevés dans les communautés
de migrants (Thyen et al., 2006). De ce fait, il est clairement nécessaire de mener d'autres
études pour déterminer la prévalence des DSD dans la communauté algérienne ou le degré

de consanguinité est élevé.
2. Etude cytogénétique

Etant donné que la technique du caryotype est tres délicate, sensible et dépendant
de plusieurs parameétres physiques et biochimiques, les cultures cellulaires réalisées sur nos
échantillons étaient stériles. De ce fait, aucun résultat concluant n’a été enregistré dans cette
étude, les formules chromosomiques ont été obtenues a partir des autres laboratoires

de cytogénétique.
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3. Analyse du WES et évaluation de la pathogenicité

Conformément aux recommandations établies en 2015 par ’ACMG (Richards et al., 2015),
les proportions des patients avec/ou sans variants impliquant les geénes d’intérét ainsi
que le nombre de ces variants aux différents niveaux de pathogénicité selon les 6 phénotypes
de DSD sont résumés dans le tableau 6. Le diagnostic clinique initial et les données

moléculaires pour chaque patient sont illustrés dans cette étude.

Tableau 6. Distribution des 125 patients ainsi que les variants identifiés en fonction des
différents niveaux de pathogénicité et catégories de DSD

Cohorte Patient(s) avec/sans variants Nombre de variants identifiés
e v s, [ e [ra v oo [ o [rom
DSD 46,XY

1. Anomalies du développement gonadique 3 9 3 1{1]125] 03| 30

2. Syndrome de persistance des canaux miillériens 0 0 1 oj1f(0]0f1 2

3. Autres types de DSD 11 25 31 3| 2(87]24]14] 130

4. DSD syndromiques 4 8 27 41 1[51)|16]23| 95
Total 18 42 62 8 | 5 [163] 40 | 41 | 257
DSD 46,XX

1. DSD ovotesticulaire 1 0 0 ofofofofoO 0

2. DSD testiculaire 2 0 0 ofojofo0oj]o0] O
Total 8 0 0 olofo|fo0fo 0
Total global 21 42 62 8 | 5 163 40 | 41| 257

B : bénin, P : pathogene, PB : probablement bénin, PP : probablement pathogéne, VSI : variant de signification
indéterminée

Aprés I’analyse des 195 exomes, un total de 208 variants détermineés (soit 257 variants

avec répétitions entre les patients) dans 84 genes a été révélé dans ce travail. Les 68 variants

(soit 81 variants avec répétition entre les patients) pathogénes et probablement pathogénes,

considérés comme cliniguement significatifs, ont été mis en évidence dans 42 génes

chez 49,6% (62/125) de I’effectif (Figure 17).
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B Probablement pathogéne

Variant de signification indéterminée
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Nombre de variants
-

0

Génes

Figure 17. Distribution et classification des variants identifiés en fonction des 5 niveaux
de pathogénicité dans 84 génes
(A) Résumé des proportions des 208 variants selon les diverses proportions de pathogeénicité
(B) Nombre et pathogénicité des variants identifiés dans 84 genes liés aux divers phénotypes de DSD
syndromiques/non syndromiques ainsi que les phénotypes somatiques illustrés dans la cohorte

Le rendement diagnostic global est similaire a celui enregistré récemment dans d'autres
grandes populations utilisant D’approche NGS, suggérant que cette technologie
est une méthode efficace pour améliorer le taux de diagnostic moléculaire chez les patients

présentant un DSD.

En 2020, Abualsaud et al. ont enregistré une cause génétique englobant 42 genes chez 51%
d'une cohorte de 149 cas de DSD, en utilisant un panel de genes liés aux DSD. Par ailleurs,
Xu et al. (2019) ont noté un rendement diagnostique de 46,9% des 96 patients DSD 46,XY
et de 10,3% des 29 patients DSD 46,XX impliquant 28 genes, tandis que les échantillons
d’ADN sélectionnés sans causes moléculaires ont été ré-analysés par le WES et le rendement
n'a pas amélioré le taux de diagnostic. De méme, en utilisant un panel de genes DSD,
Eggers et al. (2016), ont identifié un diagnostic génétique probable chez 43% des patients
d'une cohorte de 278 individus DSD 46,XY, englobant 28 genes.

3.1 Génes prédominants dans la cohorte
Au total, 6 genes avec des variants causaux ont été révélés comme étant prédominant chez 28
patients, soit 22,4% de la cohorte, dont 4 genes sont liés aux DSD et 2 génes sont liés

a ’HHC (I’hypogonadisme hypogonadotrope congénital), décrit ci-apres.
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3.1.1 Genes liés aux DSD

3.1.1.1 HSD17B3

Parmi les 62 patients de notre population, 5 garcons hypovirilisés (patients 20, 38, 50, 78
et 93) sont porteurs de 4 variants pathogenes nouveaux (p.T159N et p.T227A) ou rares
(p.M47V et p.E214G), a I’état homozygote, du géene HSB17B3. Ce dernier est localisé
sur le chromosome 9 (9922.32) et code pour I'enzyme HSD17B3 dans les cellules de Leydig
des testicules feetales et adultes. En catalysant le substrat A4A (A4 androsténédione)
en testostérone, cette enzyme entraine la masculinisation des OGI (canaux de Wolff, vésicules
séminales et canaux déférents) pendant la vie feetale et le développement des caractéristiques
sexuelles masculines secondaires a la puberté (Luu-The et al., 1990 ; Geissler et al., 1994 ;
George et al., 2010).

La déficience en HSD17B3 (OMIM 264300) est une anomalie autosomique récessive rare
qui résulte d'un défaut dans la derniére étape de biosynthése de la testostérone
dans le testicule feetal, induisant ainsi une hypovirilisation des OGI et OGE en raison
d'une faible production de la testostérone. Les enfants 46,XY atteints, manifestent des OGE
variables allant du phénotype féminin complet ou ambigu au phénotype masculin
prédominant qui présentent généralement un micropénis, une cryptorchidie et un hypospadias,
tel est le cas pour nos 5 patients. Les OGI sont également variables et peuvent étre
hypoplasiques ou normaux (Andersson et al., 1996 ; George et al., 2010 ; Castro et al., 2012).

A notre connaissance, un total de 52 variants pathogénes faux sens, par décalage du cadre
de lecture ou altérant le site d’épissage, dans le géne HSD17B3, ont été identifiés
chez 170 individus DSD 46,XY, conformément aux derniéres constatations
(Yangetal., 2017 ; Lohiyaetal., 2019 ; Rafigh et al., 2020 ; Alswailem et al., 2021).

3.1.1.2 SRD5A2

Trois filles apparemment non-apparentées (patients 19, 34 et 57) et un garcon (patient 40)
sont porteuses de 2 variants pathogenes et rares (p.G203S et p.Y235F) du géne SRD5A2,
a 1’état homozygote. Celui-ci code pour I’enzyme SRD5A2 qui est exprimé dans les tissus
génitaux foetaux pour catalyser la conversion de la testostérone en DHT. Cette derniére,
est une hormone cruciale pour la croissance de la prostate et le développement des OGE
chez les feetus de sexe masculin au cours des premiéres semaines de vie in utero

(Imperato-McGinley et al., 1979 ; Alswailem et al., 2019).
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Les altérations du géne SRD5A2, localise sur le chromosome 2 (2g23), sont considérées
comme la cause d'une grande partie des cas de DSD 46,XY (Akcay et al., 2014).
Le diagnostic du déficit en SRD5A2 (OMIM 264600) chez les jeunes enfants,
et plus particulierement chez les individus prépubéres et les nouveau-nés atteints de DSD
46,XY, est difficile a définir en raison de la grande variation des caractéristiques
phénotypiques d’un co6té et de la similarité aux divers phénotypes causés par un déficit
en HSD17B3, d’un autre coté (Walter et al., 2010; Omrani et al, 2011;
Okeigwe et al., 2014).

Les données de ces 9 individus porteurs de variants bialléliques pathogénes des geénes
HSD17B3 et SRD5A2, refletent que la consanguinité peut contribuer a un rendement
diagnostique plus élevé dans les cas de DSD, notamment que 6 de ces individus (patients 19,

38, 40, 50, 57 et 93) sont issus de mariages consanguins.

Une étude récente a noté une prévalence élevée des troubles autosomiques récessifs, du déficit
en HSD17B3 et en SRD5A2 probablement due au taux élevé de consanguinité
dans la population égyptienne, soit 53%, avec une élévation particuliere chez les patients DSD
46,XY, atteignant les 70% (Mazen et al., 2021).

De méme, un taux élevé de déficience en HSD17B3 (1:100-300) a été identifié dans la bande
de Gaza, indiquant le réle pertinent de la consanguinité dans l'augmentation de la prévalence
de la déficience en HSD17B3 (Rosler, 2006). Une augmentation de la prévalence des causes
héréditaires de DSD a également été signalée en Inde en raison de la fréquence élevée

des mariages consanguins (Nagaraja et al., 2019).

3.1.1.3 NR5A1

Parmi nos patients, 4 (patients 5, 72, 86 et 87) sont porteurs de variants pathogénes nouveaux
(p.R69L, W302R et p.H408P) ou rares (p.A351V), a I’état hétérozygote, du géne NR5AL.
Trois de ces patients (patients 5, 86 et 87) ont été diagnostiqués avec une DG dont 2 (patients
86 et 87) présentent des anomalies rénales. Par manque de données cliniques, le patient 72
a été classé dans la catégorie « Autres types de DSD 46,XY ».

Ce n’est qu’en 1999 qu’Achermann et al. ont identifié le premier variant pathogéne
hétérozygote du géne NR5AL1 chez un patient présentant un phénotype de DG 46,XY
avec des structures mdillériennes (tel est le cas pour le patient 5) et une insuffisance surrénale

primaire. Ces derniéres annees, les variants causaux de ce géne présentent une expressivité
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phénotypique variable, une pénétrance incomplete et sont largement caractérisés dans le DSD
46,XY, l'insuffisance ovarienne prématurée (IOP) et les DSD T/OT 46,XX (Camats et al.,
2012 ; Eggers et al., 2016 ; Knarston et al., 2019).

3.1.1.4 AR

Dans notre population, trois filles (patientes 43, 63 et 98) et un garcon (patient 106)
sont porteurs de 4 nouveaux variants pathogenes (p.G590W, p.N611K, p.M746V et p.R841G)
du géne AR qui est localisé sur le chromosome 12 (Xql2) et code pour le récepteur
des androgeénes. Celui-ci est également connu sous le nom de récepteur de la DHT en raison
de sa grande affinité a I’hormone DHT (Imperato-McGinley et al., 1974 ; Migeon et al., 1981;
Brown et al., 1989).

L'action de la testostérone et du DHT, par l'intermédiaire du récepteur d’androgénes
est essentielle pour le développement sexuel masculin avant la naissance
et pour le développement sexuel masculin secondaire a la puberté, tandis que
chez les femmes, les androgeénes participent au développement sexuel a la puberté et a I'age
adulte (Audi et al., 2010). Le nombre des variants pathogénes du gene AR dépassant
les 600 variants en 2010, s’¢éleve progressivement avec un large spectre phénotypique allant
de I’hypospadias isolé au phénotype féminin complet chez les individus 46,XY
(Audi et al., 2010 ; Hornig et al., 2016 ; Jiang et al., 2020).

La prédominance des 4 génes (HSD17B3, SRD5A2, NR5AL et AR) liés aux diverses catégories
de DSD 46,XY dans notre effectif, est similaire a celle publiée par Wang et al. (2018),
indiquant que les variants des génes NR5A1, SRD5A2 et AR, sont les plus courants
dans une cohorte de 70 patients DSD 46,XY et représentent respectivement 15,04%, 8,84%
et 7,96% des variants. Par ailleurs, le séquencage d’ADN de 89 patients égyptiens
par la méthode de Sanger a révélé une prédominance des génes SRD5A2 (6 variants),
HSD17B3 (8 variants), AR (5 variants) et WT1 (2 variants) chez 14,6%, 11,2%, 5,6% et 2,2%
des patients, respectivement (Mazen et al., 2021).

3.1.2 Génes liés a P’HHC

L'HHC est une condition génétique rare due a une sécrétion insuffisante de I'hormone
de libération gonadotrope GnRH (gonadotropin-releasing hormone) par I'axe hypothalamique
ou a une défaillance de la sécrétion hypophysaire des gonadotrophines FSH/LH

(Stamou et Georgopoulos, 2018).
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Notre analyse a permis d’identifier 5 variants, nouveaux (p.C1101R) ou rares (p.V344l,
p.P566A, p.G2330A, p.L2806V) a [I’état hétérozygote et probablement pathogénes
dans le géne CHD?7 situé sur le chromosome 8 (8912.2), chez 7 individus (patients 25, 41, 45,
62, 75, 97 et 112). En outre, 2 variants rares (p.R85C et p.P290S) et probablement pathogénes
ont été mis en évidence dans le géne PROKR2, localisé sur le chromosome 20 (20p12.3)
chez 8 patients probablement non apparentés (patients 29, 45, 57, 62, 66, 67, 87, 102).
Ces résultats sont discutés ci-dessous (Page 64).

3.1.3 Geénes liés aux phénotypes somatiques

Fait intéressant, il a été revélé dans cette étude que 2 sujets (patients 101 et 104) sont porteurs
de variants expliquant le phénotype somatique mais non liés au phénotype DSD. Par ailleurs,
chez un autre sujet (patient 93), 2 variants ont été mis en évidence dont un expliquant

le phénotype DSD et I’autre le phénotype somatique.

3.1.3.1 NGLY1

Un variant homozygote non-sens (p.W244X) a été identifié, chez un patient (patient 104) issu
de parents consanguins, dans le gene NGLY1 (N-glycanase 1) situé sur le chromosome 3
(3p24.2) et codant pour I’enzyme NGLY 1, dont la déficience provoque un trouble congénital
sévere autosomique récessif de la déglycosylation (Freez, 2013). Le phénotype somatique
de ce patient se caractérise par un front étroit, des crises épileptiques, un hirsutisme,
une quadriparésie, une légére hépatomégalie et une atrophie corticale, ce qui est largement
expliqué par le variant du NGLY1. L'analyse de I'ensemble des données de I'exome n'a pas
révélé dautres variants connus pour étre associées a un DSD syndromique
ou non syndromique chez ce patient, avec un micropénis enfui (<0,5cm), des bourrelets
génitaux féminins et une cryptorchidie bilatérale, mais cela n’exclut pas la possibilité

que le géne NGLY1 puisse étre un candidat aux DSD.

3.1.3.2 CACNALF

Chez le second patient (patient 101), un nouveau variant hémizygote faux-sens (p.L1454V)
a été révélé dans le gene CACNALF (calcium channel, voltage-dependent, alpha-1F subunit)
situé sur le chromosome X (Xp11.23) et codant pour une enzyme régulatrice de I'entrée d'ions
de calcium du milieu extracellulaire vers le cytoplasme des cellules de la rétine.
Ce mécanisme est nécessaire pour la libération tonique de glutamate par la couche

des photorecepteurs (batonnets et cones) (Yang et al., 1993).
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Environ 260 variants du géne CACNALF sont liés & la maladie ophtalmique des fles Aland
et la cécité nocturne stationnaire congénitale incompléte. Ces deux troubles sont caractérisés

par un nystagmus, un défaut de vision des couleurs, une myopie et d’autres anomalies

de la rétine (Mahmood et al., 2021).

Le phénotype somatique du patient 101 se caractérise par un retard staturo-pondéral,
une hernie inguinale, une myopie et un strabisme. Ces deux dernieres anomalies sont
expliquées par le variant du gene CACNALF. L'analyse de I'ensemble des données de I'exome
n'a pas révélé dautres variants connus pour étre associées a un DSD syndromique
ou non syndromique chez ce patient, présentant des bourrelets génitaux hypoplasiques

et une cryptorchidie bilatérale.

3.1.3.3COL1A1

Un individu 46,XY syndromique (patient 93) est porteur d'un nouveau variant (p.P247S)
du géne HSD17B3 (préalablement décrit) expliquant le phénotype DSD et d'un variant
du géne COL1A1 susceptible de causer le phénotype somatique. Ce patient a été suspecté
avec un phénotype syndromique, comprenant un DSD (micropénis, hypospadias pénoscrotal,
bourrelets génitaux féminins fusionnés et une cryptorchidie bilatérale), un visage triangulaire,
des bosses frontales, des sclérotiques bleues, un nez en forme de selle, des oreilles décollées,
un nanisme des membres courts, une déformation de la paroi thoracique, une dysplasie
congénitale de la hanche de type Ill, un microadénome hypophysaire, une anémie ferriprive
et un faible poids & la naissance (1900g). A I'age de 4 ans et 7 mois, son poids était de 10 kg
(-4 DS ; déviations standards) et sa taille de 77 cm (<-6 DS).

L’analyse de I'ensemble des données de I'exome par corrélation phénotype-génotype a permis
d'identifier un variant hétérozygote (p.P247S) et probablement pathogéne du géne COL1A1
(collagen type | alpha 1 chain), absent de toutes les bases de données SNP publiques.
Ce géne, situé sur le chromosome 17 (17921.33), code pour la protéine COL1AL,
dont les variants décrits sont associés a un trouble génétique rare autosomique dominant
du tissu conjonctif  "ostéogenese imparfaite de type " (OMIM 259420). Celui-ci,
est caractérisé par un visage triangulaire, un bossage frontal, une stature trés courte,
des déformations des os longs et de multiples problemes vertébraux
(Van Dijk et Sillence, 2014 ; Maioli et al., 2019).
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3.2 Etiologie moléculaire indéterminée

Malgre le travail de recherche mené en séquencage et phénotypage, 1’étiologie moléculaire
n’a pu étre établie chez 63 individus dont 42 patients, soit 33,6% de la cohorte, sont porteurs
de variants bénins, probablement bénins ou de signification indéterminée impliquant 41
génes. Chez 16,8% (21 individus) de la population englobant les trois patients présentant
les phénotypes DSD 46,XX et 18 individus atteints de DSD 46,XY, aucun variant

n’a été identifié de nos jours.

De maniére globale, le rendement diagnostique varie entre les 4 catégories de DSD 46,XY
et, est plus élevé dans la catégorie des cas de DSD syndromiques, ou 69,2% (27/39)
des patients sont porteurs de variants pathogénes ou probablement pathogénes et 20,5% (8/39)

sont porteurs de variants bénins, probablement bénins ou de signification indéterminée.

En revanche, le rendement diagnostique est noté dans seulement 20% (3/15) de la catégorie
des sujets initialement définie avec des anomalies du développement gonadique, tandis que
chez 60% (9/15) de cette catégorie des variants bénins, probablement bénins
ou de signification indéterminée ont été identifiés. Par ailleurs, chez 46,3% (31/67)
des patients classés dans la catégorie «autres types de DSD 46,XY», des variants
pathogenes/probablement pathogénes sont rapportés et les variants bénins, probablement
bénins ou de signification indéterminée sont mis en évidence chez 37,3% (25/67)
de cette série (Tableau 6).

3.3 Diagnostic moléculaire chez les patients séquencés avec ou sans parent(s)

Dans le cadre d’une restriction des données cliniques dans les cas de DSD, la question
du séquencage de I'échantillon d'’ADN du patient seul ou avec celui de ses parents
est importante pour un diagnostic moléculaire plus précis. En outre, au cours de cette étude,
les parents (avec ou sans fratrie) de 51 patients porteurs de variants potentiels impliquant
certains géenes ont été testés par le séquencage Sanger, afin de déterminer leur transmission
(Tableau 7).
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Tableau 7. Résumé de I’ensemble des échantillons d’ADN séquencés pour un nombre
de variants testés

Cohorte Echantillons d'’ADN séquencés Nombre des variants testés
Classification Patient(s) Patien_t(s) Eartient(s) er'1 Total Patient(s) Patien_t(s) F_’artient(s) er_1 Total
enduo | entrio |trio avec fratrie enduo | entrio |trio avec fratrie
DSD 46,XY
1. Anomalies du développement gonadique 2 3 1 6 4 7 2 13
2. Syndrome de persistance des canaux mullériens 0 1 0 1 0 1 0 1
3. Autres types de DSD 1 10 6 17 2 18 10 30
4. DSD syndromiques 4 9 4 17 6 14 10 30
Total 7 23 11 41 12 40 22 74
DSD 46,XX
1. DSD ovotesticulaire 0 0 0 0 0 0 0 0
2. DSD testiculaire 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 0 0 0 0
Total global 7 23 11 51 12 40 22 74

Patient en solo : uniquement I'individu atteint, patient en duos : I’individu atteint et un parent,
patient en trios : I’individu atteint et ses deux parents, patient en trios avec fratrie : I’individu atteint, ses deux
parents avec au minimum un frére ou une sceur

Il s’est avéré que le rendement diagnostique chez les individus dont au moins un ADN
parental est testé, est similaire a celui des individus dont I'ADN parental n'est pas disponible
pour cette étude, soit 56,1% (23/41) contre 59,7% (37/62), respectivement. Les variants sont
classés comme bénins, probablement bénins ou de signification indéterminée chez 43,9%
(18/41) des patients ou I'ADN des parents a été testé par rapport aux patients séquencés
sans I’ADN parental, 40,3% (25/62). Cela suggere que le test des parents peut aider a établir
un diagnostic génétique précis en classant les variants comme bénins, probablement bénins

ou de signification indéterminée plut6t que pathogénes ou probablement pathogenes.

Dans une étude utilisant un panel de génes liés au DSD, menée par Eggers et al. (2016)
et concernant 326 patients atteints de DSD, dont 251 ont été séquencés sans I’ADN parental
et 75 ont été séquencés avec des membres de leur famille, le diagnostic génétique est noté
chez 41% des patients sequencés avec leurs deux parents et chez 43% des patients séquencés
seuls. En revanche, une proportion plus élevée de patients séquencés seuls présente des VSI

(17%) par rapport aux patients séquences avec leurs deux parents (8%).

3.4 Détermination des variants de génes liés a "HHC dans les phénotypes de DSD 46,XY
De maniere intéressante, 43 variants géniques sont mis en évidence dans 20 genes (ANOS1,
CCDC141, CHD7, DUSP6, FEZF1, FGFR1, FLRT3, FSHB, GNRHR, HS6ST1, LHX3, LHX4,
PLXNA3, PROK2, PROKR2, PROP1, RNF216, SEMA3A, SEME3F et SPRY4) associés
a P’HHC. Ces variants identifiés chez 39,2% (49/125) de la population étudiee,
parmi lesquels, 18 variants impliquant les génes ANOS1, CHD7, FGFR1, FLRT3, LHXS3,
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LHX4, PROK2, PROKR2, SEMA3A et SPRY4 sont classés comme étant pathogenes ou
probablement pathogénes chez 17,6 % (23/125) de la cohorte.

Contrairement a nos résultats, Eggers et al. (2016) ont signalé des variants dans seulement
sept genes (CHD7, KAL1, WDR11, PROK2, PROKR2, FGF8 et FGFR1) connus pour causer
I’HHC chez 5,5% (18/326) des patients atteints de DSD.

3.5 Identification de variants causaux, communs entre les patients
Plusieurs variants potentiellement pathogenes ou probablement pathogénes sont observés chez

plus qu'un individu affecté (Tableau 8).

Tableau 8. Distributions des variants des génes présents chez plus d’un individu

Nombre de Signification clinique

Géne variant patients porteurs  du variant (ACMG) Référence/Classification
| PROKRp - P-R85C 6 PP McCormack et al., 2017/P |
p.P290S 2 PP Cox et al., 2018/ VSI |
| cHD7  p.L2806V 3 PP Alkelai et al., 2017/ VSI |
| SRD5A2  p.Y235F 3 P Parlak et al., 2014/ P |
| HSD17B3  p.R308Q 2 P |
I I

DHX37 p.T159N 2 P McElreavey et al., 2020/ P
P : pathogénique, PP : probablement pathogénique

3.5.1 PROKR2

Deux changements dans la protéine PROKR2 ont été mis en évidence, dont la premiere
substitution (p.R85C), rapportée par McCormack et al. (2017) comme étant un variant
pathogene, a été identifiée dans notre échantillon comme étant un variant probablement
pathogéne chez 4 individus non apparentés (patients 29, 62, 87 et 102) ainsi que chez 2 freres
(patients 66 et 67), présentant des OGE atypiques et élevés garcons. Chez un de ces 6
individus (patient 29), le variant est rapporté « de novo » et chez les 5 autres individus,

la transmission parentale est inconnue.

La seconde substitution (p.P290S) de la méme protéine a été signalée dans la littérature
comme étant un VSI (Cox et al., 2018) et probablement pathogene chez 2 patients
non apparentés (patients 45 et 57), diagnostiqués avec des troubles de synthese/action
des androgenes ou un déficit en SRD5A2. Chez un patient (patient 45) élevé garcon, ce variant
est hérité de la mére et chez le second (patient 57), qui est élevé fille, la transmission n’a pu

étre déterminée.
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3.5.2 CHD7

Un autre variant (p.L2806V) de la protéine CHD7, publié par Alkelai et al. (2017)
comme étant un VSI, a été mis en évidence dans cette étude comme étant un variant
probablement pathogéne chez 3 patients non apparentés (patients 41, 45 et 62) classés
dans la catégorie «autres types de DSD 46,XY» et élevés garcons. Par ailleurs, un variant
(p.M1312R) de la protéine GLI3 est identifié chez 2 gargons non apparentés (patients 107
et 113) et a eté hérité du pere chez un patient (patient 113). Ce variant n’a pas été rapporté

dans la littérature et il est considéré comme probablement pathogéne.

3.5.3 SRD5A2

L’analyse WES a également révélé un variant rare et pathogene (p.Y235F) au niveau
de la protéine SRD5A2, précédemment rapporté dans la littérature par Parlak et al. (2014)
comme étant pathogene. Le variant déja mentionné, a été identifié a I'état homozygote
chez 3 individus apparemment non apparentés (patients 19, 34 et 57) manifestant des troubles

de synthése/action d’androgenes, élevés filles.

3.5.4 DHX37

Un variant (p.R308Q) de la protéine DHX37, préalablement déterminé par McElreavey et al.
(2020) comme étant pathogéne, a été identifié chez 2 garcons présentant le syndrome
de régression testiculaire. Etant pathogéne, ce variant a été retrouvé «de novo»
chez le premier patient (patient 6) et transmis par la mére chez le deuxiéme patient (patient 8)
(Zidoune et al., 2021).

3.5.5 HSD17B3

Cette ¢tude montre la présence du dernier variant commun, retrouvé a 1’état homozygote,
chez 2 patients (patients 78 et 93), dont un (patient 93) est issu d’un mariage consanguin.
Ces patients présentant des OGE atypiques et élevés garcons, sont probablement non
apparentés, mais issus d'un isolat géographique de la région de Skikda. Il s’agit d’une
nouvelle substitution (p.T159N) pathogene, touchant la protéine HSD17B3. Cela suggere
que ce variant se situe dans un point chaud mutationnel ou qu'il en résulte d'un effet

fondateur, notamment que les parents sont des porteurs obligatoires.
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3.6 Identification de plus qu’un variant causal pour le méme patient

L’hypothése indiquant que les causes digéniques ou multigéniques sont vraisemblablement
répandues dans les cas des DSD, a été suggérée dans cette investigation suite a la révélation
de 14 patients porteurs dun variant pathogéne ou probablement pathogéne
dans plus qu'un gene connu pour étre associé au DSD (ANOS1, AR, BBS7, CHD7, FGFR1,
FGFR3, FLNA, GPC3, HOXA13, KAT6B, LHCG, LHX3, NR5A1, NRAS, OFD1, PRKARI1A,
PROK2, PROKR2, RXFP2, SEMA3A, SHH et SRD5A2), soit chez 11,2 % de I'ensemble
de la cohorte. Il s'agit de 8 cas (patients 86, 87, 98, 100, 102, 109, 118 et 122) présentant
les phénotypes de DSD syndromiques 46,XY et 6 cas (patients 25, 45, 49, 57, 62 et 74)
avec les phénotypes de DSD non syndromiques 46,XY de la catégorie «autres types de DSD
46,XY ».

Les causes digéniques dans les DSD ont été préalablement mises en évidence
dans la littérature. Mazen et al. (2016) ont révélé par le WES la présence de variants
hétérozygotes, pathogénes et de novo du géne NR5AL chez 2 patients égyptiens non
apparentés, présentant une dysgénésie gonadique. Un de ces patients est porteur d'un variant
supplémentaire impliquant le géne MAP3K1 pouvant expliquer la sévérité de son phénotype
par rapport au patient porteur du variant du gene NR5AL. Cela suggere que la combinaison
du variant du géne NR5A1 avec un variant du géne MAP3KL1 peut influencer la variabilité
phénotypique du DSD.
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3.7 Nouveaux variants génétiques associes aux DSD
Au cours de cette étude, seulement 26% (54/208) de l'ensemble des variants identifiés

dans les génes liés au DSD ont préalablement été publiés dans la littérature (Figure 18).
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Figure 18. Distribution des variants précédemment rapportés et non rapportés
dans la littérature
(A)Proportions globales des 208 variants rapportés et non rapportés dans la littérature.
(B)Distribution de ’ensemble de variants identifiés dans les 84 génes liés aux divers phénotypes de DSD
syndromiques/non syndromiques ainsi que les phénotypes somatiques illustrés dans la cohorte. Le nombre total
de variants rapportés et non rapportés dans la littérature est indiqué pour chaque gene.

Parmi les 54 variants, 22 ont déja été classés comme pathogénes ou probablement pathogenes
dans les genes ANOS1, CHD7, DHX37, FGFR1, FLNA, GLI3, NR5AL, NRAS, PRKARI1A,
PROKR2, SLC29A3, SOS1, SPRY4, SRD5A2 et ZFPM2, chez 27 patients, soit 21,6%
de I’effectif.

Par ailleurs, 74% (154/208) des variants n'ont pas été signalés précédemment
dans la littérature. Parmi ceux-ci, 30 ont été classés comme pathogénes ou probablement
pathogenes chez 22,4% (28/125) des patients avec un total de 25 genes différents,
dont 6 génes portaient plus qu'un nouveau variant. 1l s'agit des genes AR (patients 43, 63, 98
et 106), FGFR3 (patients 35, 49 et 121), HSD17B3 (patients 20, 38, 50, 78 et 93), NR5Al
(patients 5, 72 et 86), SHH (patients 49, 74 et 118) et ZFPM2 (patients 64 et 91).

Dans une étude récente, 40,8% (31/76) des variants identifiés sont nouveaux dont les plus
fréquents impliquent les genes AR et SRD5A2 (Xu et al., 2019). En revanche,
Kim et al. (2017) ont mis en évidence 4 nouveaux variants des génes AR, CYP17Al, CHD7
et NR5AL, classés comme pathogénes ou probablement pathogenes chez uniquement neuf
patients parmi 44 cas de DSD, soit 20,5% de la population étudiée.
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3.8 Identification des variants génétiques dans les DSD syndromiques
et non syndromiques 46,XY

Globalement, les 68 variants mis en évidence dans notre population, ont été enregistrés

dans des genes expliquant le phénotype DSD, la forme syndromique des DSD

et/ou le phénotype somatique (Annexe 8).

3.9 Identification des VSI dans les DSD 46,XY

L'analyse des fichiers VCF a apporté des observations inédites suggérant de nouvelles causes
génetiques probables du DSD 46,XY. Les variants cités ci-dessous, nécessitent des travaux
plus poussés pour élucider leurs réles, permettant ainsi, 1’élargissement du spectre

phénotypique associé aux génes connus pour causer les DSD.

3.9.1 VSI dans le géne NR2F2

Le géne NR2F2, localisé sur le chromosome 15 (15¢26.2), code pour le facteur
de transcription COUP-TFII (chicken ovalbumin promoter transcription factor I11), un membre
de la superfamille des récepteurs nucléaires stéroidiens/thyroidiens et structurellement
apparenté au récepteur nucléaire NR5A1. Le facteur de transcription COUP-TFII joue un role
majeur dans la transition mésenchymateuse-épithéliale. En modulant I'expression génique,
ce facteur de transcription est impliqué dans le développement de multiples tissus et organes
pour favoriser la prolifération, la migration, la différenciation et la survie des cellules

ainsi que la communication intercellulaire (Pereira et al., 1999 ; Polvani et al., 2019).

Dans la littérature, des variants InDel, hétérozygotes et de novo, dans le gene NR2F2,
ont récemment été rapportés en association avec une forme syndromique rare de DSD 46,XX
(SRY négatif). De maniére plus explicite, ces variants de perte de fonction ont provoqué
le développement testiculaire chez des patients 46,XX, diagnostiqués avec des OGE
masculins atypiques, une cardiopathie congénitale ainsi que d’autres caracteristiques

somatiques (Bashamboo et al., 2018 ; Carvalheira et al., 2019).

A ce jour, les variants NR2F2 n'ont pas été identifiés en association avec le phénotype
de DSD 46,XY, chez I’étre humain. En revanche, chez les souris males XY, le récepteur
COUP-TFII a été décrit par Kilcoyne et al. (2014) comme étant essentiel
pour la différenciation et la fonction des cellules de Leydig feetales et adultes. L'inactivation
de ce récepteur pendant les stades prépubertaires du développement sexuel masculin entraine
I'infertilité, I'hypogonadisme et un blocage de la spermatogenese en raison d'un défaut
de maturation des cellules progeénitrices des cellules de Leydig (Qin et al., 2008).
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Fait intéressant, chez un garcon diagnostiqué avec un DSD 46,XY non syndromique
(patient 37), un nouveau variant faux-sens (p.R246H), de novo, se situant au sein du domaine
de liaison au ligand, a été identifié. Ce variant, de signification indéterminée, est consideré
comme déletere par SIFT (0,03), probablement dommageable par PolyPhen2 (0,988)
et probablement pathogéne selon le score REVEL (0,992).

Chez ce patient, présentant un micropénis avec un hypospadias médian et deux gonades
palpables, la réponse a la stimulation par hCG est positive. L’association de ces données
cliniques a de faibles niveaux de gonadotrophines, suggere un diagnostic probable d’HHC.
De ce fait, des preuves génétiques et expérimentales supplémentaires sont nécessaires
pour soutenir ’hypothése de I’implication des variants du géne NR2F2 dans ’'HHC 46,XY
et probablement dans les DSD 46,XY.

3.9.2 VSI identifiés chez des jumeaux monozygotes discordants pour le phénotype DSD
La recherche des différences dans la constitution génétique chez les jumeaux monozygotes
discordants pour un phénotype donné, a €té suggérée comme une approche prometteuse
dans la mise en évidence de nouveaux genes liés a plusieurs maladies ou anomalies
congénitales. Une proportion minime de variants de novo dans les troubles congenitaux
monogéniques, discordants dans les paires de jumeaux monozygotes, a été publiée
dans plusieurs travaux scientifiqgues (Kruyer et al.,, 1994 ; Taylor et al., 2008 ;
Zwijnenburg et al., 2010).

Nous avons réalisé un WES pour une famille de jumeaux monozygotes 46,XY discordants
pour le phénotype DSD et issus d’un mariage consanguin. Un des jumeaux (patient 71)
est diagnostiqué avec un micropénis courbé, associé a un hypospadias pénoscrotal
et des testicules hypotrophiques non descendus, dont le testicule gauche est non palpable ;

alors que son frére jumeau présente des organes génitaux masculins typiques.

Cette analyse est établie en supposant que les 2 fréres peuvent soit partager des variants
causant le phénotype mais l'un d'entre eux n'est pas affecté, soit le garcon affecté
peut étre porteur d'un variant pathogene de novo apparu au début du développement

embryonnaire.
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Conformément a ces hypothéses, le filtrage et la comparaison des fichiers VCF des 2 fréres
et leurs parents ont mis en évidence trois nouveaux variants distincts, absents de toutes les
bases de données SNP publiques et de signification indéterminée, dans 3 génes: CDCC141,
SCLY et VEGFB (Figure 19).

CDCC141:¢.3098dupT:p.V1033fs

SCLY:c.C4T:p.P2S

VEGEB:c.C8T:p.P3L
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Figure 19. Pedigree et ségrégation représentatifs des 3 variants dans les génes CDCC141,
SCLY et VEGFB chez les 2 fréres jumeaux monozygotes (patient 71 : 116 ; son frere : 117)
ainsi que leurs parents (mére : |11 ; pére : 12).

M : muté, S : sauvage

76 7
S/M S/M
SIM SIS
M/M S/M

En effet, les deux fréres sont porteurs d'un nouveau variant InDel (p.V1033fs), hétérozygote,
transmis par la mére et qui devrait entrainer 1’apparition d’une protéine CCDC141 tronquée.
Le gene CCDC141 situé sur le chromosome 2 (2031.2) et codant pour cette protéine,
est exprimé au cours du développement embryonnaire dans les neurones a GnRH ainsi

que dans les nerfs olfactifs (Hutchins et al., 2016).

Malgré que dans la littérature, les variants mono/bialléliques de la CCDC141 soient associés
a 'HHC avec ou sans anosmie, et qu’une pénétrance incomplete associée a des variants
tronquants du gene CCDC141 a été décrite précédemment dans une large cohorte chinoise
atteinte d'HHC (Turan et al., 2017 ; Hou et al., 2020), aucune preuve clinique n'a justifié
un diagnostic dHHC chez le patient d’intérét. Par consequent, ce variant a été classé

comme un variant de signification indeterminée.
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Dans cette étude, un nouveau variant faux-sens (p.P3L), de signification indéterminée
est décrit dans le géne VEGFB a 1’état homozygote chez le patient, et a I'état hétérozygote
chez son frére non affecté et ses deux parents.

Bien que le géne VEGFB, localisé sur le chromosome 11 (11q13.1), code pour le facteur
de croissance VEGFB (vascular endothelial growth factor B) qui joue un rdle clé
dans la régulation de la formation des vaisseaux sanguins, le ciblage endothélial des lipides
vers les tissus périphériques et 1I’apoptose via le récepteur endothélial VEGFR1 (vascular
endothelial growth factor receptor 1). Actuellement, il n’y a aucune preuve indiquant
un éventuel role direct de la protéine VEGFB dans la détermination/différenciation gonadique
humaine et trés peu d’informations ont été publiées dans la littérature concernant la régulation
du développement vasculaire dans les gonades et 1’angiogenése nécessaire au déplacement
de la testostérone vers le systeme reproducteur masculin en développement
(Brennan et al., 2002 ; Hagberg et al., 2010, Lal et al., 2018).

De ce fait, il est nécessaire de prendre en compte I'implication du mécanisme moléculaire
de la régulation (expression/action) du gene VEGFB dans le développement vasculaire
dans le testicule, notamment que Sargent et al. (2015) ont suggéré que ce géne pourrait étre
I'un des candidats potentiels pour initier le développement vasculaire spécifique au sexe
en l'absence du gene VEGFA qui est connu pour étre impliqué dans ce processus

et dans la formation du cordon séminifeére.

Par ailleurs, le frére affecté est également porteur d'un nouveau variant (p.P2S) hétérozygote,
retrouvé de novo dans le géne SCLY et absent chez le frére jumeau. Ce géne, situé
sur le chromosome 2 (20937.3), code pour la sélénocystéine lyase (SCLY), une enzyme
dépendante du pyridoxal 5'-phosphate qui catalyse spécifiquement la décomposition

de la L-sélénocystéine en L-alanine et en sélénium élémentaire (Mihara et al., 2000).

L’équipe de Seale et al. (2018) a montré que chez la souris, la protéine SCLY est exprimée
dans les cellules de Leydig et que le sélénium agit directement sur la production
de testostérone. A notre connaissance, aucune corrélation significative entre le géne SCLY
et le phénotype DSD n’a été mise en évidence chez I’humain & ce jour. De ce fait,

la substitution faux-sens p.P2S est classée comme étant de signification indéterminée.
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De plus, un cas indépendant de DSD (patient 60), présentant un micropénis
et une cryptorchidie bilatérale, avec un diagnostic génétique indéterminé, est porteur
d'un variant faux-sens hétérozygote (p.D154N) du gene SCLY. Ce variant de signification
indétermineée, est considéré comme probablement responsable de la pathologie selon le score
REVEL (0,579). Cependant, les ADN des parents de cet enfant n'ont pas été disponibles
pour I'étude. De ce fait, les 2 variants du géne SCLY identifiés dans notre cohorte peuvent

contribuer au phénotype, mais sans autre preuve génétique ou expérimentale.

3.10 Cas familiaux de DSD 46,XY

Les familles atteintes de DSD sont considérées comme exceptionnellement rares.
En revanche, il a été stipulé dans la littérature que de nombreux cas de DSD peuvent étre
familiaux plutdt que sporadiques, car le phénotype peut parfois étre si Iéger chez un individu,
que le clinicien ne peut le diagnostiquer jusqu'a ce qu'un membre de la méme famille plus
significativement atteint consulte un médecin. Cette expression variable des phénotypes
cliniques ainsi qu'une pénétrance incomplete entre les membres de la famille porteurs
du méme variant pathogene sont signalées dans les travaux précedents
(Sarafoglou et Ostrer, 2000 ; Brauner et al., 2016).

Par conséquent, des études de liaison concernant les cas familiaux de DSD devraient aider
a élargir le spectre phénotypique et a identifier de nouveaux genes déterminant le sexe
en utilisant 1’approche NGS, en particulier le WES. Celui-ci favorise la détermination
des modifications génétiques rares et pathogenes ainsi que leur pénétrance qui peut expliquer

la variabilité phénotypique décrite dans les cas familiaux de DSD.

Dans la présente investigation, cing familles non apparentées sont diagnostiquées
avec une variabilité intrafamiliale dans l'expression de différents phénotypes de DSD.
Parmi ces familles, trois présentent 8 variants géniques différents, dont 2 sont nouveaux

et 6 sont rares, identifiés chez 8 individus affectés.

3.10.1 Premiére famille
Dans la premiére famille (patients 9 et 83), deux variants faux-sens de signification
indéterminée ont été mis en évidence chez le patient 9 présentant une dysgénésie gonadique,

hérités de son pere (patient 83) présentant un hypospadias postérieur (Figure 20).
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FANCD2:¢.C2965G:p.P989A

FGFR2: ¢.A1132G:p.I378V
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Figure 20. Pedigree et ségrégation représentatifs des 2 variants dans les génes FANCD2
et FGFR2 chez le patient 9 (111), son pére (patient 83 : 112) et sa mere (11).

M : muté, S : sauvage
11 s’agit du nouveau variant (p.1378V) du géne FGFR2 (fibroblast growth factor-receptor 2),
localisé sur le chromosome 10 (10g26.13). Ce gene code pour le facteur de croissance
FGFR2, une tyrosine kinase dont le dysfonctionnement est lié a un certain nombre de troubles

impliqués dans la structuration et la croissance osseuse (Azoury et al., 2017).

Des études fonctionnelles récentes sur des modeéles de souris ont démontré qu’au cours
du développement de la gonade embryonnaire bi-potentielle, la délétion homozygote du géne
Fgfr2 entraine une variété de phénotypes, notamment I’hypoplasie testiculaire et 1’ovotestis.
En revanche, chez I’humain, les pertes de copies ou des variants ponctuels d’un seul
nucléotide a 1’état hétérozygote du geéne FGFR2 nécessitent la présence d’un médiateur
spécifique au DSD pour étre classées comme étant des  candidats
de la  détermination/différenciation  sexuelle  (Bagheri-Fam et al., 2008;
Hagan et Amarillo, 2017).

Le second variant (p.P989A) noté chez cette famille dans le gene FANCD2 (Fanconi anemia,
complementation group D2), est rare et également présent chez la patiente 34 diagnostiquée
avec un SIPA et élevée fille. Ce géne, situé sur le chromosome 3 (3p25.3), code
pour la protéine nucléaire FANCD?2. Celle-ci est impliquée dans la réparation des dommages
a I'ADN et la protection contre les lésions induites par la ferroptose dans les cellules stromales

de la moelle osseuse (Timmers et al., 2001 ; Song et al., 2016).
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Selon la base de données «OMIM>, les variants de cette proteine sont associés a une forme
autosomique récessive d’anémie (OMIM 227646). En revanche, des études in vivo ont montré
que les souris FancD2”" présentent un hypogonadisme avec une gamétogenése altérée
(Houghtaling et al., 2003 ; Parmar et al., 2009) . Une étude récente a mené une découverte
inédite d’un variant a 1’état homozygote dans le géne FANCD2 chez un nourrisson saoudien
diagnostiqué avec une forme syndromique de DSD (Al Jabri et al., 2021). De ce fait,
les variants des génes FANCD2 et FGFR2 mis en eévidence dans cette famille

sont de signification indéterminée.

3.10.2 Deuxiéme famille

La deuxieme famille (patients 66, 67 et 114,) est composée d'un patient atteint de DSD
syndromique (patient 114) et de ses deux oncles maternels affectés (patients 66 et 67).
Ces derniers présentent un micropénis, un hypospadias périnéal et une cryptorchidie

unilatérale.

Au total, cing variants mis en évidence peuvent contribuer aux phénotypes décrits
dans cette famille, dont trois variants faux-sens ont été partagés par les deux freres
(patients 66 et 67) dans les géenes MAMLD1 (hémizygote, p.S602P), RXFP2 (hétérozygote,
p.A62T) et PROKR2 (hétérozygote, p.R85C) (Figure 21).

DCAFI7:¢.1422+3G=A
I O FEZFI:c.T553C:p.F185L
MAMLD]:¢.T1804C:p.S602P
1 2 RXFP2:c.G184A:p.AG2T
PROKR2:¢.C253T:p.R85C
! - é
VA A2 3 4
S/M SIS S/M S/S
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Figure 21. Pedigree et ségrégation représentatifs des 5 variants dans les génes DCAF17,
FEZF1, MAMLD1, RXFP2 et PROKR2 chez le patient 114 (II11), sa sceur (I112), ses parents

(pere : 113 ; mére : 114) ainsi que ses 2 oncles affectés (patients 66 : 111 et 67 : 112).
? : génotype indéterminée, M : muté, S : sauvage
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Contrairement au variant du géne PROKR2 (prealablement décrit), les deux variants identifiés
dans les genes MAMLD1 et RXFP2 sont absents de toutes les bases de données SNP
publiques et sont de signification indéterminée.

Bien que le géne MAMLDI1, localisé sur le chromosome X (Xg28), est exprimé
dans les cellules feetales de Sertoli et de Leydig pendant la biosynthése des androgénes jusqu'a
la formation des OGE males, et qu’in vivo, la diminution de son expression réduit
considérablement la production de la testostérone dans les cellules tumorales de Leydig
chez la souris, les souris knockout pour ce gene présentent des OGE normaux
(avec des testicules hypotrophiques et une taille réduite des tubules séminiferes et des cellules
germinales) et se reproduisent de la méme maniere que les souris de type sauvage
(Kageyama et al., 2007 Miyado et al., 2012 ; Miyado et al., 2017 ).

Chez I’humain, MAMLD1 a déja été décrit comme un gene causal d’un large spectre
phénotypique des DSD 46,XY. Des variations dans la séquence MAMLD1
ont été principalement associées a des hypospadias, mais aussi a d'autres phénotypes DSD,
dont le micropénis, et/ou la crypthorchidie, les DSD 46,XY avec des OGE féminins
et les DGC 46,XY (Camats et al., 2015 ; Ruiz-Arana et al., 2015 ; Eggers et al., 2016).

En outre, un variant faux-sens, homozygote, de type gain de fonction du géne MAMLD1
a également été rapporté chez un patient présentant une 46,XX DG avec une clitoromégalie
et une aménorrhée primaire (Brandao et al., 2011).

Cependant, récemment, une controverse concernant le réle causal des variants du géne
MAMLD1 dans le développement sexuel a été signalée, vu que des études fonctionnelles ont
stipulé que plusieurs variants de ce géne présentent une activité de type sauvage et que les
variants de perte de fonction sont les causes les plus vulnérables dans le phénotype DSD
(Camats et al., 2015 ; Li et al., 2020).

Le troisieme variant mis en évidence chez les 2 fréeres concerne le gene RXFP2, situé
sur le chromosome 13 (13g13.1). Ce géne code pour le récepteur d’une hormone analogue
a l'insuline INSL3, produite par les cellules de Leydig et qui semble étre un médiateur

de la descente transabdominale des testicules (Akre et al., 2009 ; Feng et al., 2009).
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Les alternances génétiques sont 17 fois plus probables chez les garcons présentant
une cryptorchidie uni ou bilatérale, y compris les variants des génes INSL3 et RXFP2
(Kolon et al., 2004 ; Ferlin et al., 2008). Ayers et al. (2019) ont rapporté pour la premiere
fois, dans une analyse genomique, des variants récessifs du géne RXFP2 chez une famille
de 4 garcons atteints de cryptorchidie. Ces résultats ont été mis en évidence par une analyse
fonctionnelle démontrant que la protéine RXFP2 avait une faible expression a la surface

cellulaire et n'a pas réussi a se lier a I’hormone INSL3.

Néanmoins, le neveu (patient 114) de ces 2 fréres présente deux variants de signification
indéterminée dans 2 autres genes associée a I’HHC ; un variant faux-sens hétérozygote
(p.F185L) dans la protéine FEZF1 (fez family zinc finger protein 1), hérité de son pére
phénotypiquement normal, et un variant hétérozygote, touchant le site d'épissage
(c.1422+3G>A) du géne DCAF17 (DDB1 and CUL4 associated factor 17) également partagé

par son oncle maternel (patient 66).

Conformément a la base de données « OMIM », les variants bialléliques du géne FEZF1,
localisé sur le chromosome 7 (7g31.32), sont liés a ’HHC avec ou sans anosmie (OMIM
616030). Ce géne code pour un répresseur transcriptionnel, fortement présent
au cours de I'embryogenese dans I'épithélium olfactif, les amygdales et I'hypothalamus
qui déterminent la voie des phéromones depuis le nez jusqu’au générateur d'impulsions

de GnRH dans I'hypothalamus (Murata et al., 2014).

Une autre étude a démontré que ce géne joue un réle essentiel dans la migration embryonnaire
des neurones a GnRH dans le cerveau pour la formation du réseau neuronal hypothalamique,
essentiel a la sécrétion pulsatile de la GnRH et donc a la puberté et a la fertilité
(Kotan et al., 2014).

Le géne DCAF17 est situé sur le chromosome 2 (2g31.1) et code pour la protéine nucléolaire
DCAF17 dont la fonction exacte est encore inconnue (Shah et al., 2020). Selon I'hypothése
d’Alazami et al. (2010), les mutants homozygotes et hétérozygotes du gene DCAF17
induisent une fonction nucléolaire défectueuse des voies de la biogénese des ribosomes,
le transport des ARNm, la régulation du cycle cellulaire, la reconnaissance des signaux,
le vieillissement cellulaire et I'apoptose. La perturbation de I'un de ces processus peut étre
a l'origine de la pathogenése du syndrome de Woodhouse-Sakati (OMIM 241080),

qui est une forme syndromique d’HHC.
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3.10.3 Troisieme famille

En ce qui concerne cette famille, composée de 2 fréres et 1 sceur manifestant des phénotypes
DSD 46,XY similaires (patients 52, 53 et 82), un variant du site d'épissage (c.3347-1G>A),
hétérozygote et de signification indéterminée, a été révelé dans le géne SOS1 chez la sceur
(patient 82). Ce variant a éte hérité de la mére mais n'a pas été transmis aux freres affectés
(patients 52 et 53), chez lesquels, aucun autre variant n'a été identifié dans les génes connus
pour étre associés au DSD (Figure 22).

SOSI1:¢.3347-1G>A
I O‘
1 2
S/M S/S
1 2 /3 4 75 7 6
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Figure 22. Pedigree et ségrégation représentatifs du variant identifié dans le gene SOS1
chez la patiente 82 (113), ses 2 fréres affectés (patients 52 : 115 et 53 : 116) et leurs parents
(mére : 11 ; pere : 12).

M : muté, S : sauvage

Le gene SOS1 (son of seven less homolog 1), localisé sur le chromosome 2 (2p22.1), code
pour un facteur d'échange de nucléotides de guanine (GEF ; guanine nucleotide exchange

factor) pour la régulation des protéines Ras en leur facilitant le changement entre I’état inactif

(lié au GDP) et actif (lie au GTP) (Burns et al., 2014).

Des variants pathogenes/probablement pathogénes de ce géne ont été décrits dans 10-20%
des patients atteints du syndrome de Noonan (OMIM 610733) (Roberts et al., 2007).
D’autres études ont publié que le facteur SOS1 est connu comme étant un des médiateurs clés
de la voie de signalisation FGFR1. Cette derniére est impliquée dans la régulation
du développement du mésenchyme épididymaire ; un dysfonctionnement de cette voie,
particulierement [’expression des genes FGFR1 et SOS1, contribue a des troubles
dans le développement de I'appareil reproducteur masculin notamment a une formation
défectueuse de I’épididyme conduisant ainsi a une cryptorchidie uni ou bilatérale

(Hadziselimovic et al., 2010 ; Hadziselimovic, 2017).
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3.10.4 Quatrieme et cinquiéme familles

Au cours de cette investigation, I'analyse des données n'a pas permis d'identifier de variants
potentiels dans 2 familles. La quatrieme famille comprend des fréres jumeaux monozygotes
(patients 47 et 48) présentés a l'age de 3 mois et demi avec un hypospadias périnéal

(patient 47), et un hypospadias périnéal associé a une cryptorchidie bilatérale (patient 48).

La cinquiéeme famille concerne une fille (patiente 13) et son frere (patient 14), nes
comme les derniers enfants d'une fratrie de trois sceurs et un frére sains, de parents
consanguins. Ces deux patients ont été présentés respectivement a I'age de 7 jours et 2 jours

avec un DSD 46,XY évoquant une dysgenésie gonadique.

3.11 DSD 46,XX

La détermination de variants causaux a longtemps été un challenge pour 1’établissement
d’un diagnostic moléculaire expliquant les phénotypes de DSD T/OT 46,XX. Dans une étude
incluant 7 patients DSD 46,XX, Kim et al. (2017) n’ont pas pu clarifier le diagnostic
génétique chez la plupart des patients, et cela est similaire au données notées
par Eggers et al. (2016) dans leur étude incluant 48 patients atteints de DSD 46,XX.

En accord avec 1’étude menée récemment par Mazen et al. (2021), notant 1’absence de causes
génétiques liées au DSD apres I’analyse du WES chez deux patients égyptiens atteints
de DSD 46,XX, notre analyse n'a pas révélé des variants impliqués dans le phénotypes
de trois cas de DSD 46,XX, dont un patient (patient 123) présente un DSD T 46,XX
avec un pénis courbé, un hypospadias périnéal, une cryptorchidie unilatérale, des testicules

hypotrophiques, un utérus et un vagin hypoéchogenes.

Le deuxieme patient (patient 124), diagnostiqué avec un DSD T 46,XX, présente un phallus
de 2,5 cm, 2 orifices dont un hypospadias pénoscrotal et des testicules hypotrophiques
en position scrotale. De plus, un cousin maternel de ce patient présente un hypospadias

mais son ADN n’a pas été disponible pour cette étude.

Le troisieme patient (patient 125) a été diagnostiqué avec un micropénis, un hypospadias
périnéal, un utérus et une cavité vaginale. Les gonades sont palpables dans les régions
inguinales ou la gonade droite est caractérisée par un parenchyme ovarien avec de nombreux
petits follicules, tandis que la gonade gauche est constituée d’un parenchyme testiculaire

infantile indiquant un DSD OT 46,XX.
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En effet, les DSD 46,XX (SRY negatif) sont tres rares avec une prévalence de DSD 46,XX
testiculaires de 1/20 000 a 1/100 000 hommes, en fonction des variations géographiques
(Berglund et al., 2017 ; Wang et al., 2017).

Les DSD T/OT 46,XX sont particuliérement associés a des duplications ou des délétions
dans les régions promotrices et amplificatrices des geénes de la famille SOX,
dans 10-15% des cas, y compris les genes SOX9, SOX3 et SOX10, liés au principal gene de la
détermination testiculaire « SRY » dans la gonade bipotentielle. Dans ces cas, le tissu
testiculaire se développe et entraine un certain degré de masculinisation des OGE et OGI.
Dautres formes rares de DSD 46,XX peuvent survenir en raison de variants de type perte
de fonction impliquant des génes de la voie de signalisation WNT4/RSPO1. Cependant,
I'étiologie de la majorité des cas DSD 46,XX reste inconnue (Arboleda et al., 2014 ;
Bashamboo et al., 2017 ; Xu et al., 2019).
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Conclusion et perspectives

A la lumiere de ce travail, lI'analyse moléculaire utilisant 1’approche WES et 1’étude
fonctionnelle in silico a permis d'identifier au minimum un variant génique causal,
conformément aux recommandations de I’ACMG, dans 49,6% d’une cohorte de 125 patients
présentant un DSD, originaires de 24 villes de I’Est et du Centre algériens. La population
d’étude présente un large spectre phénotypique, 122 sujets sont diagnostiqués avec un DSD
46,XY dont 13,1% ont été élevés filles et 3 sujets avec un DSD 46,XX élevés comme

des garcons.

Au total, 208 variants touchant 84 genes ont été annotés dans notre population,
dont 65 variants ont été classés comme pathogenes ou probablement pathogénes dans 43
génes. Les variants des genes AR, HSD17B3, NR5A1 et SRD5A2 sont les causes les plus
fréquentes du DSD ainsi que les variants de deux genes liés a ’HHC, CHD7 et PROKR2.
Parmi les 208 variants, 74% n'ont jamais été signalés précédemment dans la littérature
dont 30 variants ont été classés comme pathogenes ou probablement pathogenes chez 24%
des patients, dans 25 genes différents. Ces résultats vont enrichir la base de données
de variants géniques et ainsi a contribuer a une meilleurs compréhension de la pathogenése
des DSD 46,XY .

Le WES a mis en évidence la contribution digénique voire multigénique dans divers
phénotypes de DSD, principalement chez les patients DSD syndromiques 46,XY. En effet,
un diagnostic moléculaire a été enregistré chez 69,2% des patients DSD syndromiques 46,XY,
contre 42,2% des patients DSD non syndromiques 46,XY et 0% des patients DSD 46,XX.

Une pénétrance incompléte déterminée dans les cas familiaux suggeére la variabilité
phénotypique observée chez les patients présentant des variants géniques identiques au sein

d'une méme famille.

Le rendement diagnostique noté dans cette investigation pour les sujets dont les ADN
parentaux sont disponibles pour le WES et/ou le séquencage Sanger, est similaire a celui
des sujets dont les ADN parentaux ne sont pas disponibles, soit 56,1% contre 59,7%,
respectivement. Cela suggere que le test des parents peut aider a établir un diagnostic
génétique précis en classant les variants comme bénins, probablement bénins

ou de signification indéterminée plut6t que pathogénes ou probablement pathogénes.
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Conclusion et perspectives

Ce travail confirme l'intérét de I'étude du WES pour le diagnostic et la prise en charge
des patients présentant un DSD. En effet, atteindre un diagnostic moléculaire est important
pour éclairer la prise en charge du patient en ce qui concerne le développement éventuel
du genre, I'évaluation de la fonction gonadique, le risque de cancer des gonades
et la morbidité associée. En outre, la détermination de I'étiologie est souvent utile pour les

familles, car elle fournit des informations sur le risque de récidives.

Des variants de signification indéterminée dans les genes VEGFB et SCLY identifiés
chez des jumeaux monozygotes discordants pour le phénotype DSD, ainsi que dans le géne
NR2F2 déterminé chez un patient présentant probablement un HHC ont également été mis

en évidence dans cette étude.
En perspectives :

- des recherches plus poussées, notamment des études in vitro ou in vivo,
sont recommandées pour élucider le réle des variants identifiés et élargir le spectre
phénotypique associé aux génes connus pour causer les DSD,

- d'autres technologies telles que 1’aCGH (array comparative genomic hybridization)
et le WGS (whole genome sequencing) sont également nécessaires pour détecter
les causes génétiques chez les patients ne portant aucun variant, particulierement
I’étude des réarrangements chromosomiques et des régions introniques
pour les patients présentant des formes de DSD syndromiques inexpliquées,

- I’étude d’éventuelles interactions entre plusieurs génes pouvant étre impliqués
dans la détermination/différenciation sexuelle est nécessaire,

- vu le nombre relativement restreint des recherches fondamentales consacrées
aux relations genes-environnement, 1’interprétation des risques environnementaux

dans les cas de DSD doit étre prise en compte dans un proche avenir.
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Tableau

Annexe 1

récapitulatif des genes impliqueés dans le développement gonadique

(testicules et ovaires) (Baetens et al.,2019)

Gene/ No . Mode de . -
OMIM Alias Locus transmission Phénotype DSD et associé

DSD 46,XY

AMH . . . .
600957 anti-mullerian hormone 19p13.3 AR Persistance des canaux de Muller
AMHR2 anti-mullerian hormone . "
600956 type Il receptor 12g13.13 AR Persistance des canaux de Mdller
AR 313700 androgen receptor Xql2 XL CAIS ou PAIS
aristaless-related . . L .

ARX 300382 homeobox, X-linked Xp22.13 XL DG (lissencéphalie, épilepsie, DI)
ATRX alpha-thalassemia/mental Xa13.3 XL DG, absence de structures Mullériennes
300032 retardation, X-linked a3 (dysmorphie, DI, a-thalassémie)
BMP4 bone morphogenetic protein .

112262 4 14922.2 AD Hypospadias
CBX2 DG, OGE féminins (Dysmorphie, anomalies
602770 chromobox 2 17925 oculaires, atrésie anale)
FGFR2 fibroblast growth factor N .
176943 receptor 2 10g26.13 AD DG compléte (craniosynostose)
GATA4 i . DG, OGE ambigus (malformations cardiaques,
600576 gata-binding protein 4 8p23 AD hernie diaphragmatique)
HHAT DG compléte (nanisme, anomalies
hedgehog acyltransferase 1g32.2 AR squelettiques, microcéphalie, hypoplasie
605743 - . g
cérébelleuse, anomalies faciales)
HOXA13 Hypospadias, anomalies miillériennes (hand-
142959 homeobox a13 p15.2 AD foot genital syndrome)
INSL3 insulin-like 3 19p13.11 AD Cryptorchidie
146738 P23 w
MAMLD1 mastermind-like domain- X028 XL Hypospadias et micropénis (myopathie
300120 containing protein 1 q myotubulaire)
MAP3K1 mitogen-activated kinase R .
600982 Kinase kinase 1 5q11.2 AD DG compléte ou partielle
NROB1 nuclear receptor subfamily DG, hypo_gonad[smg hypogonadotrope
Xg21.3 XL (hypoplasie surrénalienne, fentes labio-
300473 0, group b, member 1 X
palatines, DI)
NR5A1 nuclear receptor subfamily 9433 AD DG, hypospadias, micropénis, cryptorchidie
184757 5, group a, member 1 q (insuffisance surrénalienne)
RXFP2 relaxin/insulin-like family -
606655 peptide receptor 2 13g13.1 AD Cryptorchidie
SOX8 DG (infertilité masculine, insuffisance
605923 sry-box 8 16p13.3 AD ovarienne prématurée)
SOX9 DG
sry-related hmg-box gene 9 | 17q24-925 AD (dysplasie campomélique, séquence de Pierre
608160 -
Robin)
SRD5A2 . Défaut de virilisation, masculinisation
607306 steroid 5-alpha-reductase 2 2p23.1 AR pubertaire
SRY 400044 sex determining regiony Ypll.3 YL DG complete
TSPYL1 . . .
604714 tspy-like 1 6qg22.1 AR DG, mort subite du nourrisson
WT1 607102 transcription factor 11p13 AD DG, syndromes WAGR, Denys-Drash, Frasier
WWOX ww domain-containing .
605131 oxidoreductase 16923 AD DG, OGE ambigus
ZFPM2 zinc finger protein, 80223 AD DG, OGE ambigus (anomalies cardiaques,
603693 multitype 2 Gee. hernie diaphragmatique)
ZNRF3 zinc finger and ring finger N .
612062 protein 3 22q12.1 - DG compléte ou partielle




DSD 46,XX

Dysgénésie ovarienne, amenorrhée primaire,

BRCA2 hypogonadisme hypergonadotrope
600185 breast cancer 2 13q13.1 (microcéphalie, taches café-au-lait, leucémie
aigue myélocytaire)
CYP21A2 | cytochrome p450 family 21 602133 AR Virilisation des OGE (insuffisance
613815 subfamily a member 2 pel. surrénalienne)
6%81253 estrogen receptor 2 1423 - Dysgénésie ovarienne, aménorrhée primaire
FSHR follicle stimulating . Dysgene5|e ovarienne hypergor)ad.otrop.e iy
2p16.3 AR (insuffisance ovarienne prématurée, infertilité
136435 hormone receptor .
masculine)
LHX1 . S
601999 lim homeobox 1 17q12 AD Aplasie Miillérienne
NR2F2 nuclear receptor subfamily 15026.2 i Dysgénésie ovarienne, ovotestis, OGE ambigus
107773 2 group f member 2 4. (malformations cardiaques)
NR5A1 nuclear receptor subfamily 9433 AD DSD testiculaire/ovotesticulaire 46,XX
184757 5 group a member 1 g (insuffisance ovarienne prématurée)
NUP107 . Dysgénésie ovarienne, absence de puberté
607617 nucleoporin 107 12915 AR (syndrome néphrotique)
onMg(éZéP psmc3 interacting protein 17921.2 AR Dysgénésie ovarienne
RSPO1 . DSD testiculaire 46,XX (hyperkératose palmo-
609595 r-spondin 1 1p34.3 AR plantaire)
SOX3 sry-box transcription factor Xg27.1 XL DSD testiculaire 46,XX (DI, hypopituitarisme)
313430 3
SOX9 sry-box transcription factor L
608160 9 17q24-925 AD DSD testiculaire 46,XX
SOX10 |sry-box transcription factor Lo .
602229 10 22g13.1 AD DSD testiculaire 46,XX, hypospadias
SRY sex-determining region of y Ypll.3 YL DSD testiculaire/ovotesticulaire 46,XX
400044 chromosom
WNT4 . Aplasie Mullérienne, hyperandrogénie,
603490 wnt family member 4 1p36.12 AD/AR réversion sexuelle (syndrome SERKAL)
6\(/)\/7-2%)2 wilm's tumor 1 11p13 AD Dysgénésie ovarienne (syndrome néphrotique)
WWOX ww domain containing o .
605131 oxidoreductase 16923 AD Dysgénésie ovarienne

AD : autosomique dominant ; AR : autosomique récessif ; DG : dysgénésie gonadique ;
DI : déficience intellectuelle ; OGE : organes génitaux externes ; XL : liéaI’X ; YL : li¢al’Y.




Annexe 2

| N“dossierl:l

Questionnaire
Seruice| | Médecin adressant le patient ‘
ldentité
MNom | | Prénom ‘
Da'l'ra| | Wila},fa‘

Mombre de frére(s) I:l Mombre de soeur(s) I:l Ordre dans la fratrie I:l

Motif de consultation ‘

‘ Date de naissance ‘ |

| Mumeéro de téléphone ‘ |

‘ Date de la 1ére consultation |

Sexe d'assignation
Sexe d'assignation initial

() Masculin - () Féminin
ATCD familiaux
ATCD pére

Age lors de la conception (ans) I:I Mombre de frére(s) I:I Mombre de soeur(s) I:I

Sexe d'assignation final

() Aucun () Masculin () Féminin () Aucun

Tabac a chiguer avant conception

v| Profession ‘

Tabagisme avant conception

Miveau scolaire

Alcoolisme avant conception

() Primaire
) Moyen

) Secondaire

Anxyolitigue avant conception

() Universitaire

ATCD meére

Age lors de |la conception (ans) I:l Mombre de frére(s) I:l Mombre de soeur(s) I:l

ATCD pathologiquels)

() HTA gravidique
(C) Diabéte gestationnel
(I HCS

() Hyperandrogénie au cours de |a grossesse

() Stérilité primaire

() Stérilité secondaire
(O Prise de progestatif(s)
() Prise de corticoide(s)
) FCS

(O Ariolytique(s)

Profession

Consanguinité

Deqré de consanguinité Cas familiaux

(O DSD

Cas similaire(s) dans la famille

() Hypospadias

) . () Décés néonatal/aw: (fille)
Lien de parenté

‘ (C) Décés néonatal/aux (gargon)

|Depui5 (année) I:I Jusgu'a (année) I:I

Milieu de vie

() Rural

| Depuis (anngeg) I:l Jusgu'a (année)

Date de I'assignation définitive

‘ DD/MM/YYYY

() Urbain

Milieu de vie

() Rural () Urbain

MNiveau scolaire

() Primaire
) Moyen
() Secondaire

() Universitaire

(O HCS
() Stérilité
() Retard staturo-pondéral




ATCD nénataux
Terme de naissance

Poids de naissance

[ ]

Poids de naissance percentiles

SGA

[ ]

Taille de naissance

Taille de naissance percentiles

DSD constaté & la naissance
| Y|
PC de naissance

]

PC de naissance percentiles

Score d'Apgar & 1

[ ]

Score d'Apgar & 5'

] [ ]

ATCD médicaux

(D) Grossesse gémellaire

() RCIU

() Brématurité

() Infection materno-foetal

() Ictére néonatal

(0) Hypoglycémie néonatale
() Déshydratation 3 répétition

Age constatation signes en année |:|

Examen clinique (premiére consultation)

Date de la 1ére consultation

Age lors de |a 1ére consultation en année

() Cardiopathie

() Retard staturo-pondéral

() Retard psychomoteur ou atteinte neurclogigue
i) Atteinte pulmonaire

() Infection urinaire & répétition

() Malformation urinaire

() Précocité pubertaire

Age constation signes en mois |:|

Age lors de |z 1ére consultation en mois

Poids en Kg Taille en cm IMC

Poids en SDS Taille en 5DS IMC en SDS

Dysmorphie w Type de dysmorphie

Description OGE

Aspect bourgeon génital Taille bourgeon génital Micropénis | Aspect coudé

(O Pénis () Clitoris

Gonade droite palpée  — Gonades palpées

Qo0 O1 Q2

o

Gonade gauche palpee

Mombre d'orifices

Position orifice Type sinus uro-geénital

orma rétra agina
ON [ Ourétral O Vaginal
O Antérieur

O Moyen Aspect sinus uro-génital

(O Pénien postérieur () Ouvert
- Asymétrie " . .
y () Pénoscrotal (") Partiellement ouvert

Aspect Fusion médlan? Forme bourrelets () Périnéal ) Fermé

bourrelets bourrelets génitaux genitaux

genitaux .

, O Complete | Pigmentation bourrelets génitaux
O Lisse () Incompléte (postérieure) O Norma _
() strié (O Hypoplasigue O0ui ONon

() Aucune

Stade de Prader

Score EMS




Description 0G/

Echographie pelvienne Ovaires Testicule droit — Testicule gauche — Testicules visualisés
Présence d'un utérus visualises O 2 en place
. e O Absent O Absent (O 1enplace 1 ectopigue
Présence de dérivés millériens Qo | |
o1 O En place O En place (01 en place 1 absent
Ovaire droit visualisé | v| O Inguinal O Inguinal O 1 ectopique 1 absent
02 - -
Ovaire gauche visualisé | v| O Abdominal O Abdornina| (O 2 ectopigues
(7) 2 absents
Génitographie Génito faite Présence d'un utérus Abouchement
. T . o . Chirurgie exploratrice résultats

Présence de dérivés millériens Présence d'une cavité vaginale | g P

Examen histologigue

Tissu examiné

(7) 2 ovaires normaux () 2 testicules normawx () 1 ovaire 1 testicule () Dérivés millériens () Epididyme

Stade pubertaire A | | P | ‘ g ‘ | R | |

Al frl ] el ]

Caryotype

Caryotype fait Formule chromosomigque

Lieu caryotype

() 463X (D) 46X () 46XX/A6XY (O 45%/46XY (O Autre

() CHU Constantine () Kacimi

O CHU Annzba O Pasteur-Cerba Autre formule chromosomique

() CPMC () lbn Rochd | ‘

i) Zerouala () Autre Liels caryotype autre
Hormonologie | ‘
Bilan 1
FSH (mul/h I:I MNormes Date du prelévement Age(mms]l:l.&ge(anneej I:I
LH {mUuUI/1n I:' Mormes Date du prelévement Age(mms)l:Pge(anneej I:'
Testo(ng,/ml) I:I MNormes Date du prelévement Age(mms]l:l.&ge(anneej I:I
AMHIng/ml) I:' Mormes Date du prelévement Age(mms)l:Pge(anneej I:'
DHT(ng/ml} I:I Mormes Date du prélévement Age(mms]l:lﬁxge(anneejl:l
Cu::nrtisc:ul(pg,fdljll:| Mormes Date du prelévement Age(mms)l:Pge(anneej I:'
DOCing/ml) I:I Mormes Date du prélévement A
1?OHP[an|fLJI:| Mormes Date du prelévement ﬁge(mois)l:Pge(annéej I:'

170HPrégnénclone Mormes Date du prélévement

|

SDHEA[pg,/dl) Mormes Date du prelévement

Rénine(pg,/mil) Mormes Date du prélévement

|
I

b
i

E2 (nmol/l Mormes Date du prélévement Age(mols Age(année
ACTH ml Mormes Date du prélévement Agel(mals Age(année
DeltaatA(ngfmljl:' Mormes Date du prelévement AgE[mDISJI:PgE(annEEJ I:'




Bilan 2 Date préléuementl:l
Test HCG 170HP(nmol/N2 E Normes E

(0 Test HCG 6x1500

Testo2(ng,/ml I:I
() Test HCG 3x500 (ng/mi)

Age (mois) I:l Age (année) I:l

(O Test ovitrelle 126230 pg ‘

() Test ovitrelle 2x3150

Normes |:| Testo avant Hcemg,fml]l:|
Test 2rs HCG |
| Normes |:| esto apers (ngfmj|:|

DHT avant HCG (ng/ml) |:|
() Synacthéne Delta4A (ng/mb) I:I Normes I:I DHT aprés HCG (ng,/ml) I:I

AMH(pmal/l) I:I Mormes I:I ,&gel:l

lonogramme sérique

Na+£mqul]|:| K+(mEg/) |:| Cl- (mEgy/ |:| GAJ (g/) |:| Date prélévement |

Etude génétique

Menregistement patient Menregistement pére Meenregistrement mére

Meenregistement soeur(s)

Diaghostic
Type de DSD

(O 46XX D5D (O 46XYDSD (O Autre

Diagnostic

(O 46X D5D par bloc 21-hydroxylase
(O 46X D5D par bloc 11-hydroxylase

(O 46X D5D déficit 3 BHSD

() Hypertrophie clitoridienne
() 45X/46XY DSD

(O 46XY DSD PAIS

(O 46XY DSD 5 alpha réductase

Psycho

Détresse des parents
() Légere

() Modérée

() Séveére

() Trés sévére

Refus de l'anomalie

[ ]

Mormes
Maormes
Mormes

Mormes

i

Date prélevement ‘

Meenregistement frére(s)

Autre type de DSD

() 46XY DSD CAIS
() 46XY DSD 3BHSD

Autre

(O 46XY DSD dysgénésie gonadigue partielle

() 46XY DSD dysgénésie gonadigue pure
() 46XY DSD dysgénésie gonadigue mixte

(O Syndrome polymalformatif

(O Syndrome des testicules evanescents

Refus du changement de sexe

v |

Le patient est-il en accord psychologiguement avec le sexe d'assignation?
Troubles psychologigues lies a I'anomalie

Détails psy

Evolution médicale




Annexe 3

Consentement éclairé d’une analyse génétique

Je soussigné(e), Mr/Mme..........c.oovvviiiiiiiiiniiniinannnn, (patient(e)/parent/ tuteur),
consens a ce que soit prélevé le sang de...........o.oiiiiiiiiiiiiiii
en vue d’étudier mon anomalie/celle de mon enfant/ou de I'individu dont je suis légalement
responsable, afin de prendre part a I'étude de recherche intitulée « étude cytogénetique

et moléculaire des anomalies du développement sexuel ».

Je confirme que la doctorante Housna ZIDOUNE m’a bien expliqué la nature
des études qui seront effectuées sur mon sang, notamment le fait qu’elles fassent appel

aux techniques de biologie moléculaire et qu’elles peuvent s’étendre sur plusieurs années.

Je suis d'accord pour que I'échantillon et les données générées sur le formulaire
« informations au patient » peuvent étre utilisés en anonyme, dans le cadre de projets

de recherche académique, afin d'améliorer la compréhension de la biologie humaine.

Signature et cachet du médecin traitant(e) :

Signature de I’intéressé(e):

Date: / /



Annexe 4

Protocole de la réealisation du caryotype

1. Réactifs pour la culture cellulaire et le caryotype

1.1 Réactifs pour la culture cellulaire

- RPMI 1640 sans bicarbonate, sans L-Glutamine,
- Solution de bicarbonate de sodium 7,5 %,

- Streptomycine,

- Pénicilline,

- L-Glutamine (200 mM),

- Sérum humain.

1.2 Réactifs pour la réalisation du caryotype
- Colchicine a 20 mg/I,

- PHA C (phytohémagglutinine C),

- Héparine de sodium,

- KCI (chlorure de potassium) a 5,6 g/l,

- Méthanol,

- Acide acétique glacial,

- Milieu EBS (Earl Balanced Salt),

- Phosphate de sodium anhydre (Na2HPO4),

- Giemsa liquide,

- Huile & immersion.
2. Mise en culture

Le sang est mis en culture dans des flacons du type Falcon avec le milieu de culture RPMI,
fournit prét a ’emploi nécessitant une dilution de 1/10. Sa préparation est réalisée avant

utilisation extemporanément, et nécessite:

- 5 ml de milieu de culture RPMI,

- 1,350 ml de bicarbonate,

- 1 goutte de pénicilline (antibiotique),

- 1 goutte de streptomycine (antibiotique),

- 50 ml en gsp (en quantité suffisante pour) d’eau distillé stérile,



- 7 gouttes de NaOH pour ajuster le pH.

Ajouter le NaOH par goutte en notant le virage de la couleur jusqu'a 1’obtention d’une teinte

marron plus ou moins foncée, puis mettre dans chaque tube:

- 6,5 ml du milieu de culture RPMI prét a I’emploi,
- 1,5 ml de sérum humain,

- 100 pl de PHA,

- 50 pl d’héparine,

- 200 pl de I’échantillon sanguin.

Dans le but d’obtenir un nombre suffisant de mitoses, la PHA est un mitogene utilisé
pour stimuler les lymphocytes T et les transformer en lymphoblastes qui vont reprendre leur

division cellulaire.

Les flacons du type Falcon sont ensuite mis dans une étuve a 37°C horizontalement, pendant

72 heures.
3. Caryotype standard

3.1 Blocage des mitoses
Le blocage des divisions cellulaires en métaphase (phase ou les chromosomes sont condensés

et visibles au maximum) se réalise dans les conditions suivantes :

- apres les 72 heures, ajouter 150 ul de la colchicine pour bloquer les mitoses en métaphase,
puis homogénéiser les tubes en les retournant doucement plusieurs fois,
-mettre les tubes dans I’étuve a 37°C pendant 1h30 en position horizontale pour la bonne

action de la colchicine.

3.2 Choc hypotonique
Afin de libérer les chromosomes, un choc hypotonique par une solution saline est nécessaire
pour la lyse des lymphocytes induisant la libération des chromosomes métaphasiques.

Cette etape est établie de la maniére suivante :

- transvaser le contenu de chaque flacon dans deux autres tubes de 15 ml pour chaque malade,
- centrifuger les tubes a 1500 tr/min pendant 10 min,

- jeter le surnageant et ajouter 0,5 ml de KCI a 5,6 g/l pour réaliser le choc hypotonique,



- mélanger le contenu du flacon par des agitations modérées jusqu'a dissolution totale
du culot, puis mélanger vigoureusement,
- compléter jusqu'a 5 ml avec le KCI en gsp,

- remettre les tubes dans 1’étuve a 37°C pendant 20 min en position horizontale.

3.3 Prefixation

Cette étape consiste en un lavage a 1’aide d’une solution de fixation carnoy : un mélange
de méthanol (proportions de 3V) et d’acide acétique (proportions de 1V) d’acide acétique,
comme suit :

- laver a la solution de fixation pour I’élimination du reste du KCl,

- mélanger puis centrifuger a 1500 tr/min pendant 5 min,

- jeter le surnageant.

3.4 Fixation

La 1% fixation est réalisée dans les conditions suivantes :

- gjouter 0,5 ml de la solution de fixation,

- mélanger doucement jusqu'a dissolution totale du culot,

- compléter en gsp jusqu'a 5 ml avec la solution de fixation,
- laisser a I’air libre pendant 20 min,

- centrifuger a 1500 tr/min pendant 5 minutes puis verser le surnageant.

La 2°™ fixation est établie dans les mémes conditions que I’étape précédente. Le surnageant
est aspiré par une pipette, en laissant 0,5 a 1 ml de volume (un volume proportionnel
avec la quantité du culot cellulaire). Ce parametre aura son importance par la suite

sur la détermination de la densité des lames en noyaux.

3.5 Etalement des lames et observation sous microscope

L’étalement des chromosomes sur lame s’effectue de la maniére suivante :

- meélanger jusqu'a dissolution du culot dans le surnageant pour des mitoses observables
SOUS MICroscope,

- déposer 5 gouttes séparées de la préparation sur chaque lame,

- laisser les lames sécher a I’air libre ou par passages rapides et successifs sur un bec Bunsen,
- colorier les lames par le Giemsa dilué au 1/20; le colorant est déposé sur la lame
jusqu'a la couverture de toute sa surface,

- laisser le colorant agir pendant 20 min et rincer ensuite les lames a I’eau courante.



Sous microscope, les chromosomes en metaphase sont observables, les bonnes mitoses

représentent des chromosomes bien visibles, structurés et individualiseés.

NB : par mesure de sécurité, 2 cultures celullaires sont réalisées pour chaque préléevement,

et pour chaque culture traitée avec succes 6 lames au minimum sont étudiées.

3.6 R-banding

Pour réaliser le R-banding, il est nécessaire d’avoir :

- des lames avec de bonnes mitoses,

- un milieu salin EBS (Earles Balance Salt) fournit dans des flacons de 500 ml, dilué au 1/10
avec de I’eau distillée,

- milieu de dénaturation qui est une solution Earle (tampon phosphaté, pH4,2) préparée
au laboratoire et composée de:

- 68 g de NacCl,

-4 g KClI,

- 1 g de MgS0O,.7H,0,

- 10 g de glucose,

- 2 g de CaCl,.2H,0,

- 1,25 g deNaH,P0O4.H,0
- 1000 ml d’eau distillée.

Apres la préparation, une dilution au 1/10 avec de I’eau distillée est établie.

Au cours de cette étape, les chromosomes sont traités par la chaleur puis colorés au Giemsa

comme suit :

- réhydrater les vieilles lames dans de 1’eau distillée avant la dénaturation ; pendant
au minimum de 10 min,

- préchauffer la solution dénaturante d’Earle a 87° C au bain marie dans des bacs
en porcelaine pendant 20-30 minutes,

- mettre les lames dans cette solution pendant environ 30 min, puis les rincer a 1’eau courante,
- colorier les lames par le Giemsa pendant 10-15 min,

- laisser les lames sécher a 1’air libre ou par passages rapides et successifs sur un bec Bunsen

- observation sous microscope optique.



3.7 Classification des chromosomes

Les chromosomes sont classés selon leur taille décroissante et leur indice centromérique
(IC=p/p+q). Cette technique de marquage en bandes permet d’individualiser chaque
chromosome par le motif des bandes claires et des bandes sombres, favorisant ainsi

une classification preécise.



Annexe 5
Méthode d’extraction d’ADN au NaCl

1. Hémolyse du sang et préparation du culot leucocytaire

Le sang fraichement récolté dans les tubes EDTA doit initialement étre mélange
énergiquement & une solution hypotonique pour obtenir une hémolyse. Cette étape est
réalisée & +4°C durant 10 & 20 min.

Le culot blanc, constitué essentiellement de leucocytes, est obtenu apres avoir centrifugé le

lysat pendant 10 min & 3900 tours/min et éliminé le surnageant en deux lavages comme suit :
Le 1% lavage consiste a :

- mettre les 8-10 ml de sang dans un tube Falcon de 50 ml et compléter le volume jusqu’a 50
ml avec la solution de lyse TE (Tris EDTA) 20:5,

- laisser 10 min au congélateur a -18 a -20°C,

- centrifuger a 3900 tr/min pendant 10 min,

- éliminer délicatement le surnageant sans décoller le culot leucocytaire formé au fond du tube

Falcon.

Le 2°™ lavage consiste a :

- ajouter le TE 20:5 au culot et compléter le volume jusqu’a 25 ml,

- laisser a -18 a -20°C pendant 10 min,

- centrifuger a 3900 tr/min pendant 5 min,

- verser délicatement le surnageant et garder le culot leucocytaire obtenu.

N.B: I’opération peut étre bloquée a ce stade en conservant le culot obtenu dans un tube
conique de 15 ml contenant du TE 10:1 a -20°C pendant plus d’un an pour une extraction

ultérieure.



2. Lyse des leucocytes, digestion du complexe nucléoprotéique et libération
de PADN

Pour assurer la libération de I’ADN, une dissolution des membranes des leucocytes ainsi
qu’une digestion des protéines liées a cet ADN est necessaire. Cette opération est réalisée

dans les conditions suivantes :

- remettre le culot de leucocytes dans un tube Falcon de 15 ml,

- ajouter 3 ml de tampon de lyse (NaCl 400 mM, EDTA 2 mM, Tris 10 mM, pH 8,2),

- ajouter 200 ul du détergent anionique SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) a 10% pour lyser des
leucocytes, inhiber 1’action des nucléases, dénaturer les protéines cellulaires et activer la
protéinase K,

- gjouter 100 pl de protéinase K a une concentration de 10 mg/ml qui digéere toutes les
protéines, particuliérement les nucléoprotéines pour libérer I’ADN nucléaire,

- mettre les tubes sous rotations dans une étuve a 37°C pendant une nuit pour assurer une
bonne digestion protéique,

- apres les 18h, mettre les tubes dans le congélateur a -18°C pendant 10 min.

N.B : pour une extraction plus rapide, le traitement par la protéinase K peut se réaliser pendant
la2ha65°Cou2a3hab6°C.

3. Extraction, purification et solubilisation de ’ADN

Afin d’éliminer les protéines par précipitation sélective, le lysat cellulaire doit étre traité par

une solution saline dans les conditions suivantes:

- ajouter 1 ml de NaCl (4M),

- agiter le tube vigoureusement manuellement,

- laisser 5 min dans le congélateur a -18°C pour accélérer la précipitation des protéines,
- centrifuger pendant 15 min a 2500 tours/min.

La précipitation de I’ADN est effectuée a 1’aide de 1’éthanol absolu, a haute concentration
(2.5 le volume de I’échantillon), a froid et conservé a -80°C. L’éthanol rend la molécule

d’ADN plus soluble en dégageant I’eau qui I’entoure apres une 1égere agitation.



La molécule d’ADN peut précipiter par formation d’une pelote, visible a 1’ceil nu sous forme
d’une méduse (filaments), qui est ensuite lavée et redissoute dans le tampon TE 10:1 (2 fois le

volume de I’échantillon) de la maniére suivante :

- récupérer la pelote par enroulement sur une pipette Pasteur,

- éliminer les sels en lavant la pelote d’ADN 2 fois dans 1’éthanol a 70% préalablement mis
dans des tubes Eppendorf de 1.5 ml,

- récupérer délicatement la pelote des tubes Eppendorf qui doivent rester ouverts durant
environ 1h pour I’évaporation de 1’éthanol et le séchage de I’ADN,

- réhydrater I’ADN dans une solution de TE et d’eau bidistillée,

- laisser les tubes Eppendorf sous rotations a 37°C pendant 7 jours pour assurer la

solubilisation de la pelote d’ADN, puis a +4°C jusqu’a dissolution compléte.



Annexe 6

Methode de séquencage de la plateforme IHlumina HiSeq2000

La plateforme de séquengage a 1'aide d’un logiciel du fabricant génére des fichiers de lecture

sous format « .fastq » contenant les reads (séquences lues).

Les reads d’intérét sont alignés en utilisant comme référence le génome humain
(GRCh37/hg1l9 ou GRCh38/hg38) via l'outil de cartographie Burrows-Wheeler Aligner

(BWA) qui se compose de trois algorithmes :

- BWA-backtrack, concu pour les lectures de séquences Illumina jusqu'a 100 pb,
- BWA-SW et BWA-MEM, congus pour les séquences plus longues allant de 70 pb a
1 Mpb.

Les reads résultants sont ensuite obtenus sous format de fichiers BAM (binary alignment /
map) a I’aide de 1’outil SAMtools (sequence alignment map tools) version 0.1.18 qui
représente une bibliothéque logicielle pour lI'analyse et la manipulation des alignements au
format SAM/BAM, en procédant par :

- le tri et la fusion des alignements,

- la suppression des doublons des données de la PCR,

- D’identification des informations par position : les SNP et les courts variants InDel,
- laprésentation des alignements en format de texte.

Les fichiers BAM représentent un format de données utilisé pour cartographier des séquences
d'ADN d’une fagon binaire des fichiers SAM. Ces derniers sont un format de stockage des
alignements des séquences de lectures courtes et longues (jusqu'a 128 Mpb) par rapport a la

séquence de référence.

Les fichiers des SNP et des petits variants InDel sont congus avec 1’outil GATK (genome
analysis tool Kit) version 1.6, une bibliothéque logicielle structurée, principalement congue
pour traiter les exomes et les génomes entiers, générée avec la technologie de ségquencage

[llumina et qui permet :

- Didentification des SNP et des InDels des données de séquencage de nouvelle
génération,

- le traitement et le controle de la qualité des données de séquencage a haut débit.



Pour chaque échantillon d’ADN, des lectures dupliquées sont établies a 1’aide des outils

Picard version 1.62 (http://broadinstitute.github.io/picard/) permettant ainsi la manipulation

des données et des formats de séquencage a haut débit tels que les fichiers BAM et VCF
(Variant Call Format). Ce dernier est un fichier texte de stockage et de représentation
des données de polymorphisme d'ADN telles que les SNP et les InDel, de maniere

compressée.

Les nouveaux SNP sont déterminés par rapport a dbSNP138, qui est une source
d’informations des SNP et des petites InDels, disponible sur le site web de NCBI (national

center for biotechnology information) ftp.ncbi.nih.gov/snp.

Ces nouveaux variants sont analysés par une série d'outils bioinformatiques basés sur le site
web du programme Ensembl Variant Effect Predictor (VEP) (http://www.ensembl.org/

homosapiens/userdata/uploadvariations).

Au final, I’ensemble des variants identifiés est listé sous format VCF par des outils comme
GATK ou SAMtools.


http://broadinstitute.github.io/picard/
ftp://ftp.ncbi.nih.gov/snp

Annexe 7

Protocole du séquencage Sanger

1. Purification des produits de PCR

La purification des produits de PCR est realisée par le réactif EXoSAP-IT, un composé

d’enzymes hydrolysant les amorces, les ANTP en exces et I’ADN simple brin, comme suit,:

- mettre 5 ul du produit de PCR dans un tube de 0,2 ml,

- ajouter 2 pul d'ExoSAP-IT,

- vortexer le tube,

- incuber au thermocycleur a 37°C pendant 15 min puis a 80°C pendant 15 min,

- conservez les échantillons a 4°C jusqu'a leur utilisation.

2. Préparations de la plaque de séquencage

La préparation de la plaque de réaction de 96 puits MicroAmpR Optical est effectuée par

I’ajout des réactifs suivants :

- 1 pl du milieu réactionnel BigDye Terminator v3.1 (1 x 800 ul) composé des
didésoxyribonucléotides (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP), des désoxynucléotides
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP) et de I'enzyme Taq polymerase,
- 1,5 pl du tampon de séquengage 5X (2 x 1ml) composeé de Tris-HCI et MgCl,,
- 3,5 pl d’eau ultra pure Milli-Q,
- 0,5 pl de DMSO, agent organique facilitant I’amplification des séquences riches en
GC.
Cette opération nécessite ensuite de :
- vortexer le mix,
- ajouter 2,9 ul de produit PCR purifié et 1,3 pl des amorces correspondantes dans chaque
puits,
- vortexer le mélange,
- couvrir la plaque avec le film adhésif transparent,
- placer la plaque dans le thermocycleur et appliquer un cycle de séquencage a 94°C pendant
3 min puis 25 cycles avec une dénaturation a 96°C pendant 10 sec, une hybridation des
amorces a 50°C pendant 5 sec et une polymérisation du fragment a 60°C pendant 4 min,

- maintenir la plaque a +4°C jusqu'a la purification.



3. Purification de la plaque

La purification des échantillons de la plaque se déroule selon le protocole d'Applied
Biosystems (éthanol/ EDTA/ acétate de sodium) dans les conditions suivantes :

- centrifuger la plaque a 100xg pendant 1 min,

- mélangez un volume suffisant d'EDTA (125 mM) et d’acétate de sodium (3M) dans une
proportion de 1:1,

- gjouter 2 pl de mélange dans chaque échantillon,

- rajouter 25 ul d'éthanol absolu dans chaque puits,

- mélanger en pipetant de haut en bas,

- incuber la plaque dans I'obscurité pendant 15 min a température ambiante,

- centrifuger la plaque a 3000xg pendant 30 min a +4°C,

- inverser la plaque sur un papier absorbant,

- centrifuger la plaque a 100xg pendant 1 min,

- gjouter 35 ul d'éthanol (70 %) dans chaque puits,

- centrifuger la plaque a 1650xg pendantl5 min a +4°C,

- inverser la plaque sur un papier absorbant,

- centrifuger la plaque a 190xg pendant 4 min,

- ajouter 12 ul d'eau ultra pure Milli-Q,

- gjouter 12 uLL de formamide,

- fermer la plaque avec un film auto-adhésif,

- vortexer la plaque,

- retirer le film auto-adhésif et couvrir la plaque a I’aide du couvercle spécifique,

- placer la plaque de réaction dans I'analyseur génétique.



Annexe 8

Tableau exhaustif des génes mutés dans la population d’étude

Genes Alias Locus Phénotype de la population d'étude associé

No OMIM No OMIM/ Référence

AMH anti-Mullerian hormone 19p13.3 Syndrome de la persistance des dérivés miillériens
600957 type | (261550)

ANOS1 anosmin 1 Xp22.31 Hypogonadisme hypogonadotrope 1 avec ou sans
300836 anosmie (Syndrome de Kallmann 1) (308700)

AR androgen receptor Xq12 Insensibilité aux androgénes (300068), hypospadias 1
313700 (lié a1'x) (300633)

BBS7 Bardet-Biedl Syndrome 7 4927 Syndrome Bardet-Biedl 7 (615984)

607590

CACNALF [calcium channel voltage-dependent alpha-| Xp11.23 Maladie oculaire de I'le d'Aland (300600), dystrophie
300110 1F subunit coronaire liée au chromosome X 3 (300476)
CHD7 chromodomain helicase DNA-binding 8912.2 Hypogonadisme hypogonadotrope 5 avec ou sans
608892 protein 7 anosmie (612370)

COL1A1  [collagene type I alpha-1 17g21.33  |Ostéogenése imparfaite type 111 (259420)

120150

DHX37 DEAH-box helicase 37 1292431 |Réversion sexuel 46,XY 11 (273250)

617362

DMRT1 doublesex and Mab-3 related 9p24.3 Réversion sexuel 46,XY 4 (154230)

602424 transcription factor 1

FANCB FA complementation group B Xp22.2 Anémie de Fanconi, groupe de complémentation B
300515 (300514)

FGFR1 fibroblast growth factor receptor 1 8p11.23 Hypogonadisme hypogonadotrope 2 avec ou sans
136350 anosmie (147950)

FGFR3 fibroblast growth factor receptor 3 4p16.3 Syndrome lacrymo-auriculo-dento-digital (149730)
134934

FLNA filamin A, alpha Xq28 Syndrome oto-palato-digital type 11 (304120)
300017

FLRT3 fibronectin-like domain-containing 20p12.1 Hypogonadisme hypogonadotrope 21 avec ou sans
604808 leucine-rich transmembrane protein 3 anosmie (615271)

FOXP1 forkhead hox 1 3p13 Retard mental avec troubles du langage avec ou sans
605515 caractéristiques autistiques (613670)

GHR growth hormone receptor 5p13.1-p12 [Insensibilité partielle & I'normone de croissance
600946 (604271)

GLI3 GLI-kruppel family member 3 7pl4.1 Syndrome de Pallister-Hall (146510)

165240

GPC3 glypican-3 Xq26.2 Syndrome de Simpson-Golabi-Behmel, type 1
300037 (312870)

HOXA13  |homeobox A13 7p15.2 Syndrome main pied utérus (140000)

142959

HSD17B3 |17-beta hydroxysteroid dehydrogenase 3 [9g22.32 Pseudohermaphrodisme masculin avec gynécomastie
605573 (264300)




Genes Alias Locus Phénotype de la population d'étude associé

No OMIM No OMIM/ Référence

KAT6B K(lysine) acetyltransferase 6B 10g22.2 Syndrome de Say-Barber-Biesecker-Young-Simpson

605880 (603736)

LHCGR luteinizing hormone/choriogonadotropin |2p16.3 Hypoplasie des cellules de Leydig avec

152790 receptor hypogonadisme hypergonadotropique, hypoplasie des
cellules de Leydig avec pseudohermaphrodisme
(238320)

LHX3 LIM homeobox 3 9934.3 Déficit en hormones hypophysaires combiné 3

600577

LHX4 LIM Homeobox 4 1925.2 Déficit en hormones hypophysaires combiné 4

602146 (221750)

MYRF myelin regulatory factor 11912.2 Syndrome cardio-urologique (618280)

608329

NGLY1 N-glycanase 1 3p24.2 Trouble congénital de la déglycosylation (615273)

610661

NIPBL nipped-B-like 5p13.2 Syndrome de Cornelia de Lange 1 (122470)

608667

NR5A1 nuclear receptor subfamily 5 group A 9933.3 Réversion sexuel 46,XY (612965)

184757 member 1

NRAS neuroblastoma RAS viral oncogene 1p13.2 Syndrome de Noonan 6 (613224)

164790 homolog

OFD1 oral-facial-digital syndrome 1 gene Xp22.2 Syndrome de Joubert (300804)

300170

PRKAR1A [protein kinase CAMP-dependent type | 17q24.2 Acrodysostose 1 avec ou sans résistance hormonale

188830 regulatory subunit alpha (101800)

PROK2 prokineticin 2 3p13 Hypogonadisme hypogonadotrope 4 avec ou sans

607002 anosmie (610628)

PROKR2  [prokineticin receptor 2 20p12.3 Hypogonadisme hypogonadotrope 3 avec ou sans

607123 anosmie (244200)

ROR2 receptor tyrosine kinase like orphan 9¢22.31 Syndrome de Robinow autosomique récessif

602337 receptor 2 (268310)

RXFP2 relaxin family peptide receptor 2 13913.1 Cryptorchidie (219050)

606655

SEMA3A  |semaphorin 3A 7021.11 Hypogonadisme hypogonadotrope 16 avec ou sans

603961 anosmie (614897)

SHH sonic Hedgehog signaling molecule 7036.3 Syndrome de l'incisive centrale maxillaire médiane

600725 unique (147250)

SLC29A3 [solute carrier family 29 (nucleoside 10g22.1 Syndrome histiocytose sinusale avec

612373 transporters) member 3 lymphadénopathie (602782)

SOS1 SOS Ras/Rac guanine nucleotide 2p22.1 Syndrome de Noonan 4 (610733)

182530 exchange factor 1

SOX8 SRY-box 8 16p13.3 DSD 46,XY (Portnoi et al., 2018)

605923

SPRY4 sprouty RTK signaling antagonist 4 5¢31.3 Hypogonadisme hypogonadotrope 17 avec ou sans

607984 anosmie (615266)

SRD5A2  (steroid Sa-reductase 2 2p23.1 Hypospadias périnéoscrotaux pseudovaginaux

607306 (264600)

ZFPM2 zinc finger protein, multitype 2 8023.1 Réversion sexuel 46,XY 9 (616067)

603693
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Résumé

Les anomalies de détermination/différenciation sexuelle (DSD) constituent un groupe
hétérogene d'affections congeénitales dans lesquelles le sexe chromosomique, gonadique ou
anatomique est discordant. Au cours de ces derniéres années, un certain nombre de nouveaux
génes candidats ont été identifiés d’étre impliqués dans les DSD et le rendement diagnostique
en utilisant I'approche du séquencage de I'exome entier (WES) était remarquable.

L’objectif de notre étude menée sur des patients présentant un DSD (46,XY et 46,XX), est
centré sur la recherche des variants génigques connus a 1’origine des DSD dans la population
algérienne, largement inexplorés, d’une part, et d’autre part d’identifier de nouveaux génes
impliqués dans les DSD et les présentations cliniques atypiques.

Patients et méthodes : environ 350 ADN (patients, parents et/ou fratrie) ont été extraits par
la méthode au NaCl, pour réaliser un WES et une étude fonctionnelle in silico pour les 125
individus recrutés, ainsi que les parents de 34 patients. La détermination de la présence du
géne SRY par PCR conventionnelle était systématique. En fonction de la disponibilité des
ADN parentaux, la transmission de certains variants géniques a été mise en évidence par le
séquengage Sanger.

Résultats et discussion : 1’age moyen au moment du diagnostic se situe de 1 jour a 22 ans
et I’histoire de la consanguinité a été notée dans 36% des cas. L'étiologie génétique a été
établie chez 49,6% (62/125) des individus, incluant 42,2% des patients DSD non
syndromiques 46,XY et 69,2% des patients DSD syndromiques 46,XY. Les variants
des génes AR, HSD17B3, NR5A1 et SRD5A2 ont été les plus répandues dans notre cohorte.
D'autres variants impliquant des genes associés a I'HHC, ont été signalés, notamment
les genes CHD7 et PROKR2. L’ensemble de 30 variants pathogenes/probablement pathogénes
non rapportés précédemment, impliquant un total de 25 genes différents a lI'origine du DSD,
ont été mis en évidence dans 24% de la cohorte. 11,5 % des membres du groupe DSD 46,XY
ont été porteurs de variants classés comme pathogenes/probablement pathogénes
dans plus d'un géne. En outre, 3 variants pathogenes/probablement pathogenes dans les génes
CACNALF, COL1A1 et NGLY1 expliguant uniquement les phénotypes somatiques
ont été enregistrés chez 3 cas. De méme, 2 nouveaux variants de signification incertaine
dans les génes SCLY et VEGFB ont été identifiés dans une analyse comparative WES
de jumeaux discordants pour le phénotype DSD. De plus, un autre variant du géne NR2F2
a été noté chez un patient avec un DSD 46,XY. Par ailleurs, le recrutement des parents
a permis d’établir un diagnostic génétique plus précis en classant les variants comme bénins,
probablement bénins ou de signification indéterminée plutdt que pathogénes ou probablement
pathogenes. La variabilité phénotypique observée chez les cas familiaux présentant des
variants génétiques identiques peut étre due a une pénétrance incompléte.

Conclusion: I'analyse moléculaire utilisant le WES et 1’étude fonctionnelle in silico a permis
d’établir un diagnostic génétique chez environ la moitié de la population d’étude.
Cette technologie est utile pour la détection de variants mononucléotidiques
et dinucléotidiques. Les variants de signification indéterminée nécessitent des travaux plus
poussés pour élucider leurs roles, permettant ainsi, 1’élargissement du spectre phénotypique
associé aux génes connus pour causer les DSD. Dautres technologies sont également
nécessaires pour détecter les causes génétiques chez les patients ne portant aucun variant.

Mot clés : DSD, WES, étude fonctionnelle in silico, genes candidats, variants.



Abstract

Disorders of sex determination/differentiation (DSD) comprise a heterogeneous group
of congenital conditions in which chromosomal, gonadal or anatomical sex is discordant.
In recent years, a number of new candidate genes have been identified to be associated
with DSD and the diagnostic yield using the whole exome sequencing (WES) approach
has been remarkable.

The objective of our study performed on patients with DSD (46,XY and 46,XX), is focusing
on the identification of known gene variants causing DSD in the Algerian population, largely
unexplored, on the one hand, and on the other hand to identify new genes involved in DSD
and atypical clinical features.

Patients and methods: approximately 350 DNAs (patients, parents and/or siblings)
were extracted by NaCl method, to perform WES and in silico functional study
for the 125 individuals recruited, as well as the parents of 34 patients. Determination
of the presence of the SRY gene by conventional PCR was systematic. Depending
on the availability of parental DNA, the transmission of certain gene variants was
demonstrated by Sanger sequencing.

Results and discussion: the mean age at diagnosis ranged between 1 day to 22 years
and a history of consanguinity was noted in 36% of cases. Genetic etiology was established
in 49.6% (62/125) of individuals, including 42.2% of patients with 46,XY non-syndromic
DSD and 69.2% of patients with 46,XY syndromic DSD. Variants in the AR, HSD17B3,
NR5A1 and SRD5A2 genes were the most common in our cohort. Other variants involving
genes associated with HHC have been reported, including CHD7 and PROKR2.
All 30 previously unreported pathogenic/probably pathogenic variants, involving a total
of 25 different genes causing DSD, were found in 24% of the cohort. 11.5% of the 46,XY
DSD group carried variants classified as pathogenic/likely pathogenic in more than one gene.
In addition, 3 pathogenic/probably pathogenic variants in the CACNA1lF, COL1Al
and NGLY1 genes explaining only somatic phenotypes were recorded in 3 cases. Similarly,
2 new variants of uncertain significance in the SCLY and VEGFB genes were identified
by a WES comparative analysis of discordant twins for the DSD phenotype. In addition,
another variant in the NR2F2 gene was noted in a patient with 46,XY DSD. Furthermore,
parental recruitment allowed to establish a more accurate genetic diagnosis by classifying
the variants as benign, likely benign or of uncertain significance rather than pathogenic
or likely pathogenic. The phenotypic variability observed in familial cases with identical
genetic variants may be due to incomplete penetrance.

Conclusion: Molecular analysis using WES and functional study in silico revealed a genetic
diagnosis in about half of the study population. This technology is useful for the detection of
mononucleotide and dinucleotide variants. Variants of uncertain significance require further
work to elucidate their roles, thus allowing for the broadening of the phenotypic spectrum
associated with genes known to cause DSD. Other technologies are also needed to detect
genetic causes in patients who do not carry any variants.

Keyword: DSD, WES, in silico functional analysis, candidate genes, variants.
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RESUME

Les anomalies de détermination/différenciation sexuelle (DSD) constituent un groupe hétérogéne d'affections
congénitales dans lesquelles le sexe chromosomique, gonadique ou anatomique est discordant. Au cours de ces
derniéres années, un certain nombre de nouveaux genes candidats ont été identifiés d’étre impliqués dans les
DSD et le rendement diagnostique en utilisant l'approche du séquencage de l'exome entier (WES) était
remarquable.

L’objectif de notre étude menée sur des patients présentant un DSD (46,XY et 46,XX), est centré sur la
recherche des variants géniques connus a I’origine des DSD dans la population algérienne, largement inexplorés,
d’une part, et d’autre part d’identifier de nouveaux génes impliqués dans les DSD et les présentations cliniques
atypiques.

Patients et méthodes : environ 350 ADN (patients, parents et/ou fratrie) ont été extraits par la méthode au NaCl,
pour réaliser un WES et une étude fonctionnelle in silico pour les 125 individus recrutés, ainsi que les parents de
34 patients. La détermination de la présence du géne SRY par PCR conventionnelle était systématique. En
fonction de la disponibilité des ADN parentaux, la transmission de certains variants géniques a été mise en
évidence par le séquencage Sanger.

Résultats et discussion : 1’age moyen au moment du diagnostic se situe de 1 jour a 22 ans et ’histoire de la
consanguinité a été notée dans 36% des cas. L'étiologie génétique a été établie chez 49,6% (62/125) des
individus, incluant 42,2% des patients DSD non syndromiques 46,XY et 69,2% des patients DSD syndromiques
46,XY. Les variants des genes AR, HSD17B3, NR5A1 et SRD5A2 ont été les plus répandues dans notre cohorte.
D'autres variants impliquant des genes associés a I'HHC, ont été signalés, notamment les génes CHD7 et
PROKR2. L’ensemble de 30 variants pathogénes/probablement pathogenes non rapportés précédemment,
impliquant un total de 25 génes différents a I'origine du DSD, ont été mis en évidence dans 24% de la cohorte.
11,5% des membres du groupe DSD 46,XY ont été porteurs de variants classés comme pathogenes/probablement
pathogénes dans plus d'un géne. En outre, 3 variants pathogénes/probablement pathogénes dans les génes
CACNALF, COL1A1 et NGLY1 expliquant uniquement les phénotypes somatiques ont été enregistrés chez 3 cas.
De méme, 2 nouveaux variants de signification incertaine dans les génes SCLY et VEGFB ont été identifiés dans
une analyse comparative WES de jumeaux discordants pour le phénotype DSD. De plus, un autre variant du
géne NR2F2 a été noté chez un patient avec un DSD 46,XY. Par ailleurs, le recrutement des parents a permis
d’établir un diagnostic génétique plus précis en classant les variants comme bénins, probablement bénins ou de
signification indéterminée plutdt que pathogénes ou probablement pathogénes. La variabilité phénotypique
observée chez les cas familiaux présentant des variants génétiques identiques peut étre due a une pénétrance
incompléte.

Conclusion: l'analyse moléculaire utilisant le WES et 1’étude fonctionnelle in silico a permis d’établir un
diagnostic génétique chez environ la moitié¢ de la population d’étude. Cette technologie est utile pour la détection
de variants mononucléotidiques et dinucléotidiques. Les variants de signification indéterminée nécessitent des
travaux plus poussés pour élucider leurs roles, permettant ainsi, 1’élargissement du spectre phénotypique associé
aux genes connus pour causer les DSD. D'autres technologies sont également nécessaires pour détecter les
causes génétigues chez les patients ne portant aucun variant.
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