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Glossaire 

°C : degré celsius 

5-FAM : 5-Carboxyfluorescein 

AA : Apparenté Atteint 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 

AHC : Adrenal Hypoplasia Congenita 

AKT : AKT serine/threonine kinase 

AMH : Anti Mullerian Hormone 

AMHR2 : anti-Müllerian hormone receptor type 2 

ANA : Apparenté Non Atteint 

AR : androgen receptor 

ARNm : acide ribonucléique messager 

ARX : aristaless related homeobox  

ATRX : ATRX, chromatin remodeler  

AXIN2 : axin 2 

BAF : B Allele Frequency 

BAM : Binary Alignment/Map 

BAX : BCL2 associated X, apoptosis regulator 

BCL2 : BCL2, apoptosis regulator 

BCLX : BCL2 like 1 

bHLH : basic helix-loop-helix 

BMP15 : bone morphogenetic protein 15 

BMPs : Bone Morphogenic Proteins 

BPES : Blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus 

C10orf2 : twinkle mtDNA helicase 

CASP3 : caspase 3 

CBX2 : Chromobox homolog 2 

CGD : Complete Gonadal Dysgensis 

CGH array : Comparative Genomic Hybridization array  

CI : Cas Index 

CLPP : caseinolytic mitochondrial matrix peptidase proteolytic subunit 

CNP : Copy Number Polymorphisms 



 

Glossaire 

 6 

CNV : Copy Number Variations  

CPEB1 : cytoplasmic polyadenylation element binding protein 1  

CREB : cAMP-response element-binding protein 

CTNNB1 : catenin beta 1 

CYP19A1 : cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1 

CYP26B1 : cytochrome P450 family 26 subfamily B member 1  

DAX1 : Dosage sensitive sex reversal, Adrenal hypoplasia critical region, X chromosome 

gene 1 

DECIPHER : Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using 

Ensembl Resources 

DGV : Database of Genomic Variants 

DHCR7 : 7-dehydrocholesterol reductase 

DHH : desert hedgehog 

DHT : dihydrotestostérone 

DIAPH2 : diaphanous-related formin 2 

DMD : dystrophin 

DMRT1 : dsx- and mab3 related transcription factor 1 

DMY : DMY protein 

dpc : day post coitum 

DSD : Disorders of Sex Development 

DSS : Dosage Sensitive Sex reversal 

EMX2 : empty spiracles homeobox 2 

ERK1/2 : mitogen-activated protein kinase 3/mitogen-activated protein kinase 1 

FGF9 : fibroblast growth factor 9 

FGFR2 : fibroblast growth factor receptor 2 

FIGLA : folliculogenesis specific bHLH transcription factor 

FISH : Fluorescent In Situ Hybridization 

FMR1 : fragile X mental retardation 1 

FOXL2 : forkhead box L2 

FOXO1 : forkhead box O1 

FOXO3A : forkhead box O3A 

FRAT1 : frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas 1  

FSH : follicle stimulating hormone 
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FSHR : follicle stimulating hormone receptor  

FST : follistatin 

FXTAS : Fragile X Tremor and Ataxia Syndrome 

FZ : Frizzled 

Gadd45γ : growth arrest and DNA damage inducible gamma 

GALT : galactose-1-phosphate uridylyltransferase 

GALT : galactose-1-phosphate uridylyltransferase 

GATA4 : GATA binding protein 4 

GDF9 : growth differentiation factor 9 

GFAP : glial fibrillary acidic protein 

GKD : Glycerol Kinase Deficiency 

GPR3 : G protein-coupled receptor 3 

HARS2 : histidyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial 

HSD17B4 : hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 4 

IOP : Insuffisance Ovarienne Prématurée 

Jmjd1a : lysine demethylase 3A 

KO : knock out 

LARS2 : leucyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial 

LCRs : Low Copy Repeats 

LGR5 : leucine rich repeat containing G protein-coupled receptor 5 

LH : luteinizing hormone 

LHR : luteinizing hormone receptor 

LHX8 : LIM homeobox 8 

LHX9 : LIM homeobox 9 

LRP6 : low density lipoprotein receptor-related protein 6 

MAP3K1 : mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 

Map3k4 : mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4 

miRNA : microRNA 

MKK4 : mitogen-activated protein kinase kinase 4 

NAHR : Non Allelic Homologous Recombination 

NGS : Next Generation Sequencing  

NOBOX : NOBOX oogenesis homeobox 

NR0B1 : nuclear receptor subfamily 0 group B, member 1 
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NR5A1 : nuclear receptor subfamily 5 group A member 1  

OMIM : Online Mendelian Inheritance in Man 

ORF : Open Reading Frame 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PGC : Primordial Germ Cells 

PGD : Partial Gonadal Dysgenesis 

PGD(2)  : prostaglandine D(2) 

PGRMC1 : progesterone receptor membrane component 1 

PI3K : phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 

POF1 : premature ovarian failure 1 

POF1B : premature ovarian failure, 1B  

POF2 : premature ovarian failure 2 

POU5F1 : POU class 5 homeobox 1 

PTCH1 : patched 1 

PTEN  : phosphatase and tensin homolog 

PTGDS : prostaglandin D2 synthase 

QMPSF : Quantitative Multiplex PCR of short fluorescent fragments 

RAOH : ras homolog family member A 

ROH : Region of Homozygosity 

RSPO1 : R-spondin 1 

RSPO2 : R-spondin 2 

SERKAL : SEx Reversion, Kidneys, Adrenal and Lung dysgenesis 

SF1 : Steoridogenic factor 1 

SIX1 : SIX homeobox 1 

SIX4 : SIX homeobox 4 

SNP array : Single Nucleotide Polymorphism array  

SNVs : Single Nucleotide Variations 

SOHLH1 : spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 1 

SOHLH2 : spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 2 

SOX : SRY-related high-mobility group (HMG) box 

SOX10 : SRY-box 10 

SOX3 : SRY-box 3 

SOX8 : SRY-box 8 
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SRD5A2 : 5-alpha réductase 

SRY : sex determining region Y 

Stra8 : stimulated by retinoic acid 8 

SYCP1 : synaptonemal complex protein 1 

TDF : Testis-Determing Factor  

Tesco : testis-specific core element 

TGFβ : transforming growth factor β 

WGS : whole genome sequencing 

WNT : Wnt family member 4 

WT : Wild Type 

WT1 : wilms tumor 1 

XPNPEP2 : X-prolyl aminopeptidase 2 

ZFPM2 : zinc finger protein, FOG family member 2 

ZFY : zinc finger protein Y 
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I. Introduction 

Une question souvent posée par l'entourage d'un couple après quelques années de vie 

commune est : « alors quand est-ce que vous faites un petit ? ». Cette question souvent 

anodine peut parfois conduire à une situation difficile pour le couple si celui-ci est infertile. 

Cette infertilité peut avoir des origines diverses : toxiques, environnementales, traumatiques 

ou génétiques. Dans certains cas, l’exploration de l'infertilité d’un couple peut mener à la 

découverte d’une anomalie du développement de la gonade chez l'un ou l'autre, on parle alors 

de DSD pour « Disorders of Sex Development », ou bien à la mise en évidence d'une 

insuffisance ovarienne prématurée (IOP) chez la femme.  

A. Développement sexuel 

L’embryon humain est issu de la fécondation du gamète maternel, l’ovocyte, par le 

gamète paternel, le spermatozoïde. Lors de la formation de cet embryon s’établit ce qu’on 

nomme le sexe génétique. En effet, les gamètes parentaux contiennent le matériel génétique 

du futur embryon. Si l’œuf est constitué de deux chromosomes X, l’embryon sera de sexe 

génétique féminin, en revanche, s’il est constitué d’un chromosome X et d’un chromosome Y, 

ce sera un embryon de sexe génétique masculin. Le contenu chromosomique de l’œuf va 

déterminer la différenciation des gonades. Habituellement, les embryons de sexe génétique 

féminin XX, ont un développement ovarien tandis que les embryons de sexe génétique 

masculin, ont un développement testiculaire. On parle alors de sexe gonadique. Enfin, lorsque 

la gonade est fonctionnelle, celle-ci permet le développement des voies génitales et des 

organes génitaux externes féminin ou masculin, on parle de sexe phénotypique correspondant 

au sexe identifié cliniquement. 

1. Le développement de la gonade 

Le développement de la gonade est la première étape de la mise en place de l’appareil 

génital. Il commence très précocement, dès la 3
ème

 semaine de développement chez l’humain, 

par la mise en place d’une structure indifférenciée identique chez les embryons XX et XY.  
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a) La gonade indifférenciée ou bi-potentielle 

Deux populations cellulaires distinctes interviennent dans la mise en place de la 

gonade bi-potentielle : les cellules germinales primordiales (PGCs) qui seront à l’origine des 

gamètes et les cellules somatiques de soutien. 

Le développement des crêtes génitales, support des futures gonades, se fait en étroite 

association avec le système urinaire et surrénalien. En effet, à partir de la 4
ème

 semaine de 

développement, les crêtes génitales vont se former entre le mésonéphros et la racine du 

mésentère dorsal par prolifération des cellules de l’épithélium cœlomique mais également par 

prolifération des cellules mésenchymateuses sous-jacentes (Encha-Razavi and Escudier, 

2008).  

Par ailleurs, les PGCs apparaissent dès le 10
ème

 - 11
ème

 jour de développement 

embryonnaire au niveau de l’épiblaste puis celles-ci vont migrer en région extra 

embryonnaire, dans la paroi postérieure de la vésicule vitelline près de l’allantoïde (De Felici, 

2013). Entre la 3
ème

 et la 4
ème

 semaine, ces PGCs vont proliférer passant de quelques dizaines 

à plusieurs centaines avant de migrer à nouveau au cours de la 5
ème

 et de la 6
ème

 semaine de 

développement vers les crêtes génitales en passant le long de la paroi du tube digestif 

postérieur puis à travers le mésentère dorsal pour enfin atteindre les crêtes génitales. Pendant 

cette migration, les PGCs continuent à se multiplier.  

L’arrivée des PGCs au niveau des crêtes génitales entraîne la prolifération des cellules 

épithéliales cœlomiques en profondeur qui vont pouvoir entourer les cellules germinales et 

former ainsi les cordons sexuels primitifs. A ce stade, la gonade a une morphologie 

strictement identique dans les deux sexes avec la présence des cordons sexuels primitifs aussi 

bien dans la région corticale que dans la région médullaire (Figure 1). 
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Fin de la 6
ème

 semaine de développement 

Figure 1. Schémas d'une coupe transversale d'embryon au niveau de la région du 

mésonéphros lors du développement de la gonade bi-potentielle au cours de la 5
ème 

semaine et 

à la fin de la 6
ème

 semaine de développement. 
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b) Le développement testiculaire 

Le développement testiculaire intervient précocement, dès la 7
ème

 semaine de 

développement. Il commence par la différenciation des cellules somatiques de la gonade bi-

potentielle en cellules pré-Sertoliennes. Ces cellules vont alors se polariser et établir des 

jonctions intercellulaires conduisant à l’englobement des PGCs et à la formation des cordons 

séminifères (Wilhelm et al., 2007a).  

Les autres types cellulaires présents dans le testicule fœtal proviennent à la fois de 

l’épithélium cœlomique et du mésonéphros. Les cellules dérivant de l’épithélium cœlomique 

vont principalement contribuer à l’augmentation du volume de la gonade tandis que les 

cellules issues du mésonéphros vont pour leur part contribuer à la mise en place de 

l’architecture gonadique (DeFalco et al., 2011; Karl and Capel, 1998). En effet, une migration 

de cellules endothéliales d’origine mésonéphrotique va entraîner la compartimentation de la 

gonade et donner naissance aux cordons testiculaires tout en structurant la vascularisation du 

testicule (Martineau et al., 1997).  

Les cellules myoïdes péritubulaires se différencient à partir de cellules provenant du 

mésonéphros. Avec les cellules de Sertoli, elles contribuent à la mise en place de la 

membrane basale qui entoure les cordons testiculaires.  

Le dernier type cellulaire important présent dans l’interstitium correspond aux cellules 

de Leydig. Ces cellules sont responsables de la synthèse des stéroïdes gonadiques qui 

permettra la différenciation des voies génitales et des organes génitaux externes masculins. 

L’origine exacte de ces cellules n’est pas complétement établie. Elles se différencient à partir 

des cellules du mésenchyme qui ont probablement une origine double, certaines cellules 

provenant de l’épithélium cœlomique et d’autres de la région du mésonéphros. (DeFalco et 

al., 2011; Karl and Capel, 1998). 

c) Le développement ovarien 

Le développement ovarien intervient plus tardivement que le développement 

testiculaire. Il débute à partir de la 8
ème

 semaine de développement avec la disparition des 

cordons sexuels situés en profondeur et l’apparition d’une deuxième génération de cordons 

sexuels qui prolifèrent à partir de l’épithélium de surface et entourent les PGCs qui continuent 
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à se multiplier. Vers 12 semaines de grossesse, on peut alors distinguer deux zones dans 

l’ovaire : la zone corticale contenant les cordons sexuels et la zone médullaire. Au cours du 

4
ème

 mois de grossesse, la progression des vaisseaux depuis la médullaire vers la corticale 

entraîne la fragmentation des cordons sexuels en amas cellulaires qui vont alors entourer 

plusieurs PGCs qui restent connectées entre elles par des ponts intercellulaire. Ces PGCs vont 

se transformer en ovogonies et continuer à proliférer de manière synchrone. Les ovogonies 

situées le plus en profondeur vont ensuite entrer spontanément en première division de méiose 

et former les ovocytes I. Ceux-ci stimulent alors les cellules de soutien qui les entourent 

entraînant leur différenciation en cellules folliculaires (ou cellules de la granulosa). Ces 

cellules forment une couche uni-stratifiée autour de l’ovocyte pour constituer un follicule 

primordial. Ce processus aboutissant à la formation des follicules primordiaux s’accompagne 

d’une perte massive d’ovocytes puisque seul un tiers des ovocytes vont former des follicules 

primordiaux (Pepling and Spradling, 2001). Les ovocytes restent ensuite bloqués en prophase 

de première division de méiose jusqu’à la puberté où ils reprendront leurs divisions. Le 

nombre maximal de follicules est atteint vers l’âge de 5 mois de grossesse avec environ 

7 millions de follicules primordiaux. Cette réserve diminue fortement jusqu’à la naissance où 

le nombre de follicules restant est estimé entre 1 et 2 millions. 

2. Le développement des voies génitales et des organes génitaux 

externes 

Le développement des voies génitales masculines et féminines est étroitement lié au 

développement rénal fœtal et à ses voies excrétrices.  

a) Le stade indifférencié 

Jusqu’à la 7
ème

 semaine de développement, les voies génitales sont sous forme 

indifférenciée dans les deux sexes avec la présence de deux paires de canaux. 

Dès la 4
ème

 semaine de développement, le futur canal de Wolff apparait initialement au 

niveau de la partie antérieure du mésoderme intermédiaire sous la forme d’un cordon 

cellulaire plein. Ce cordon va ensuite progresser vers la partie caudale de l’embryon pour 

fusionner avec la paroi postérieure du cloaque (Mullen and Behringer, 2014). Lors de sa 

progression, il se tubulise pour former le canal de Wolff. Ce canal correspond initialement à 

la voie excrétrice du mésonéphros mais dès que le métanéphros devient fonctionnel, 
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l'ensemble du mésonéphros régresse sauf les quelques tubules situés en regard de l’ébauche 

gonadique qui vont permettre de relier la gonade au canal de Wolff. 

A partir de la 6
ème

 semaine une deuxième paire de canaux apparaît, ce sont les canaux 

de Müller. Ceux-ci se forment latéralement par rapport aux canaux de Wolff, par un 

mécanisme d’invagination en doigt de gant à partir d’un épaississement de l’épithélium 

cœlomique. L’invagination débute au niveau du 3
ème

 somite thoracique et progresse 

caudalement jusqu’à la paroi postérieure du sinus urogénital. Sur leur trajet, ils croisent les 

canaux de Wolff et se rejoignent pour fusionner juste avant de s’insérer sur le sinus urogénital 

au niveau du tubercule de Müller (Schoenwolf, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.Schéma des conduits génitaux au stade indifférencié vers la fin de la 6
ème 

 semaine de 

développement. 

La structure en vert adossée au mésonéphros représente la gonade en formation. 
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Les organes génitaux externes se forment à partir de la 3
ème 

- 4
ème

 semaine de 

développement autour de la membrane cloacale à la confluence des voies génitales et 

urinaires. Au début de la 5
ème

 semaine se forment les bourrelets cloacaux de chaque côté de la 

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

membrane cloacale. Ces bourrelets cloacaux fusionnent en avant pour former le tubercule 

génital. A 8 semaines, le septum uro-rectal sépare complètement le sinus urogénital du canal 

ano-rectal. Une fois les deux membranes séparées, les bourrelets cloacaux prennent le nom de 

bourrelets génitaux et la rupture de la membrane du sinus urogénital laisse apparaître la 

plaque urétrale autour de laquelle vont se former les replis génitaux, situés en-dedans des 

bourrelets génitaux (Encha-Razavi and Escudier, 2008; Schoenwolf, 2009; Yamada et al., 

2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Aspect des organes génitaux externes à la fin de la 8
ème

 semaine de développement.  

Le septum uro-rectal cloisonne le cloaque avec la présence de la membrane urogénitale en 

avant et de la membrane anale en arrière. 
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b) La différenciation masculine 

La différenciation du tractus génital masculin se fait sous la dépendance d’hormones 

sécrétées par le testicule. En effet, au moment de leur différenciation, les cellules de Sertoli 

commencent à sécréter une hormone glycoprotéique, l’AMH (Anti Müllerian Hormone). 

Celle-ci va alors se fixer sur son récepteur AMHR2 (anti-Müllerian hormone receptor type 2) 

présent à la surface des cellules du mésenchyme entourant les canaux de Müller responsable 

de leur régression entre la 8
ème

 et la 10
ème

 semaine de développement (Allard et al., 2000). 

Seuls quelques reliquats mülleriens vont persister, notamment au niveau de l’extrémité 

céphalique sous la forme de l’hydatide sessile située au pôle supérieur du testicule et à 

l’extrémité caudale sous la forme de l’utricule prostatique, expansion de l’urètre prostatique. 

Par ailleurs, à partir de la 8
ème

 semaine de développement, les cellules de Leydig 

sécrètent la testostérone. Cette hormone stéroïde va agir sur ses tissus cibles par 

l’intermédiaire de son récepteur spécifique intracellulaire, le récepteur aux androgènes AR 

(Androgen Receptor). L'action de la testostérone va permettre le maintien et le développement 

du canal de Wolff à partir de la 9
ème

 - 10
ème

 semaine de développement. Le canal de Wolff est 

à l'origine de l'épididyme, du canal déférent, des vésicules séminales et des canaux 

éjaculateurs. Les canaux efférents, pour leur part, proviennent de la prolifération d'une dizaine 

de tubules mésonéphrotiques situés en regard de la future gonade, à partir de la 9
ème

 semaine. 

Ces canaux vont alors aller au contact des cordons du rete testis permettant de connecter les 

cordons séminifères à l'épididyme vers le 3
ème

 mois de développement.  

La différenciation des organes génitaux externes masculins se fait sous la dépendance 

de la dihydrotestostérone (DHT), un dérivé de la testostérone après action de l’enzyme 5-

alpha réductase (SRD5A2) au niveau des tissus cibles (Andersson et al., 1991). La DHT va 

permettre l’allongement du tubercule génital, à partir de la 6
ème

 semaine, ce qui entraîne un 

étirement de la plaque urétrale et un rapprochement des replis génitaux formant une gouttière 

génitale à la face inférieure du pénis. Les bords de la gouttière vont fusionner pour former 

l’urètre pénien qui est complètement tubulisé à la fin de la 14
ème

 semaine. Celui-ci est en 

continuité avec l’urètre membraneux dans sa partie proximale mais borgne dans sa partie 

distale. En effet, l’urètre balanique et le gland dérivent, eux, de l’extrémité du tubercule 

génital. L’urètre balanique provient d’un repli de l’épiderme recouvrant le gland qui 

s’invagine en direction de l’extrémité de l’urètre pénien qui va ensuite se creuser (Yamada et 



 

Introduction 

23 

al., 2003). Par ailleurs, les bourrelets génitaux fusionnent sur la ligne médiane pour donner le 

scrotum dans lequel les testicules migrent après le 6
ème

 mois de développement (Encha-

Razavi and Escudier, 2008; Schoenwolf, 2009). 

c) La différenciation féminine 

La différenciation des voies génitales féminines débute vers la 7
ème

 semaine et ceci en 

l’absence de testostérone et d’AMH. L’absence de testostérone est responsable de la 

disparition des canaux de Wolff tandis que l'absence d’AMH permet le développement des 

canaux de Müller. La partie crâniale des canaux de Müller va donner naissance au pavillon et 

à la trompe tandis que leur partie distale fusionne pour donner naissance au canal utéro-

vaginal à l’origine de l’utérus. La paroi médiane du canal utéro-vaginal disparaît vers la fin du 

3
ème

 mois. La différenciation de la partie caudale des voies génitales féminine est plus 

complexe. En effet, le sinus uro-génital, au niveau du tubercule de Müller, s’épaissit pour 

former un massif épithélial plein. Ce massif épithélial en association avec le tubercule de 

Müller forme la plaque vaginale qui se creuse ensuite d’une lumière pour former le vagin. 

Celui-ci est en continuité avec le col utérin dans sa partie antérieure et fermé à l’entrée par 

une membrane, l’hymen (Encha-Razavi and Escudier, 2008; Schoenwolf, 2009). 

Au niveau des organes génitaux externes, en l’absence de testostérone, chez la femme, 

le tubercule génital s’allonge très peu puis régresse pour former le clitoris. Les bourrelets 

génitaux restent séparés et forment les grandes lèvres, tout comme les replis génitaux qui 

restent également séparés et forment les petites lèvres. Le sinus urogénital reste ouvert avec 

l’abouchement de l’urètre à la partie antérieure et l’orifice vaginal à la partie postérieure. 
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B. Facteurs génétiques impliqués dans le développement 

gonadique 

Le développement embryonnaire dépend de la communication intercellulaire 

permettant la différenciation et le développement de différents types cellulaires et tissus. Cette 

communication intercellulaire est sous la dépendance de voies de signalisation et de facteurs 

de transcription qui entraînent la modification de l'expression de gènes. La majorité des 

effecteurs agissent sur des promoteurs ou des enhancers de gènes. La plupart des voies de 

signalisation impliquées dans le développement embryonnaire ont également été impliquées 

dans le développement gonadique. 

1. La gonade bi-potentielle 

Concernant le développement de la gonade bi-potentielle, en 2012, Chassot et al. ont 

démontré le rôle de la voie de signalisation WNT et en particulier le rôle des deux ligands 

WNT4 (Wnt family member 4) et RSPO1 (R-spondin 1) dans la prolifération des cellules de 

l'épithélium cœlomique. En effet, les souris knock out pour Wnt4 et/ou Rspo1, qu'elles soient 

XX ou XY, présentent une diminution de la prolifération cellulaire au niveau des crêtes 

génitales (Chassot et al., 2012). De manière intéressante, ces deux facteurs sont les 

déterminants majeurs de la différenciation ovarienne, nous détaillerons plus précisément leur 

rôle par la suite. 

Par ailleurs, les études chez des patients présentant des anomalies de développement 

urogénital, ainsi que l’étude des modèles murins, ont permis de mettre en évidence d'autres 

facteurs indispensables à la formation de la gonade indifférenciée chez les mammifères et en 

particulier les gènes WT1, NR5A1, Emx2 ou Lhx9. 

a) WT1 

Le gène WT1 (Wilms tumor 1) a été identifié initialement chez des patients présentant 

des tumeurs rénales particulières : les tumeurs de Wilms (Call et al., 1990; Rose et al., 1990). 

Ce gène situé sur le chromosome 13 code pour une protéine en doigt de zinc se liant à l’ADN. 

Elle a un rôle d’activateur ou de répresseur de la transcription en fonction du contexte 

cellulaire ou chromosomique. Le gène WT1 joue un rôle majeur dans le développement de 

l’appareil uro-génital avec une expression au niveau du mésenchyme condensé, des vésicules 
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rénales et de l'épithélium glomérulaire du rein en développement ainsi qu’au niveau des crêtes 

génitales dès la 6
ème

 semaine de développement puis dans la gonade fœtale (De Santa Barbara 

et al., 2000; Pritchard-Jones et al., 1990). Plusieurs isoformes ont été identifiées mais deux 

isoformes majeures sont impliquées dans le développement gonadique : les isoformes 

WT1(+KTS) et WT1(-KTS). Ces deux isoformes diffèrent par la présence (+KTS) ou 

l’absence (-KTS) de trois acides aminés (lysine-thréonine-sérine) entre le 3
ème

 et le 4
ème

 doigt 

de zinc. Il a été montré chez la souris que c’est l’isoforme WT1(-KTS) spécifiquement qui se 

lie au promoteur du gène Nr5a1 (nuclear receptor subfamily 5 group A member 1) pour 

permettre son expression et son action lors du développement de la gonade (Wilhelm, 2002). 

Cette isoforme permet également l’activation du gène SRY (sex determining region Y) 

conduisant au développement d’une gonade masculine, en se liant à son promoteur (Hossain 

and Saunders, 2001). En revanche, l’isoforme WT1(+KTS) semble jouer un rôle essentiel 

dans le maintien de la différenciation de cette gonade masculine en régulant le transcrit SRY 

(Hammes et al., 2001). Il joue également un rôle dans la différenciation des voies génitales 

masculines puisqu’il permet l’augmentation de l’expression de l’AMH en se fixant, avec 

NR5A1, sur son promoteur (Arango et al., 1999). Les études chez la souris confirment le rôle 

de Wt1 dans le développement urogénital : des souris mutées pour Wt1 présentent une absence 

de développement des reins et des gonades (Kreidberg et al., 1993). Chez l’homme, les 

mutations ou les délétions du gène WT1 sont responsables de différents syndromes : 

syndrome de Frasier, syndrome de Denys Drach ou syndrome WAGR (tumeur de Wilms, 

aniridie, anomalies génito-urinaires, retard mental). Dans tous les cas, il existe des 

malformations urogénitales et un risque accru de néphroblastome.  

b) NR5A1 

Le gène NR5A1 code pour la protéine SF1 (Steoridogenic factor 1) qui appartient à la 

super famille des récepteurs nucléaires. C’est un homologue du gène Drosophila Ftzf1. 

L’étude chez la souris a montré que lorsque l’expression de Ftzf1 était supprimée les souris 

avaient une absence de développement des glandes surrénales et des gonades responsable 

d’une dysgénésie gonadique et d'une mort précoce à J8 par insuffisance surrénalienne (Luo et 

al., 1994). SF1 est exprimé très tôt au cours du développement gonadique puisque lors de la 

6
ème

 semaine, on retrouve son expression au niveau de l’épithélium cœlomique et au niveau 

des cellules de soutien de la gonade bi-potentielle en développement (De Santa Barbara et al., 

2000). Il est également exprimé dans tous les tissus synthétisant des stéroïdes. L'expression au 
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niveau de la gonade bi-potentielle est détectée avant celle de l'AMH, puisque WT1 et NR5A1 

sont capables de se fixer sur les régions promotrices de l'AMH, NR5A1 potentialisant l'effet 

de WT1 pour augmenter l'expression de l'AMH (Arango et al., 1999). Par ailleurs, le gène 

NR5A1 est un gène important du développement testiculaire. Sa fonction dans le 

développement de la gonade masculine est détaillée plus loin. 

c) Emx2 

Le gène Emx2 (Empty spiracles homeobox 2) code pour un facteur de transcription 

exprimé au niveau du système nerveux central mais également au niveau des cellules 

épithéliales de l'appareil urogénital en développement (Pellegrini et al., 1997). Les souris 

Emx2
-/-

 présentent une absence complète de développement des voies urogénitales dérivant du 

mésonéphros et en particulier les reins, les gonades, les uretères et les voies génitales. Ceci est 

dû à une diminution du nombre de cellules épithéliales migrant vers le mésenchyme 

probablement lié à une anomalie de la polarisation des cellules en division et à une anomalie 

de leur migration (Kusaka et al., 2010). En revanche, le développement de la vessie et des 

glandes surrénales est conservé. Aucune mutation dans ce gène n'a été rapportée jusqu'à 

maintenant chez l’Homme. En revanche, il a été rapporté le cas d'un patient ayant un 

caryotype 46,XY avec une délétion de EMX2 mais qui ne comprenait pas FGFR2 (fibroblast 

growth factor receptor 2), un autre gène impliqué dans le déterminisme testiculaire à travers 

la régulation de l’expression de SOX9 (SRY-box 9). Cet enfant présentait une anomalie des 

organes génitaux externes associant un micropénis, un hypospadias postérieur et une ectopie 

testiculaire bilatérale. L'examen histo-pathologique des gonades montrait des tubules 

séminifères rares ne contenant que des cellules de Sertoli et une absence de spermatogonies 

(Piard et al., 2014). 

d) Lhx9 

De la même manière, les souris Lhx
-/-

 présentent des anomalies de développement et 

de prolifération des cellules de soutien de la gonade bi-potentielle responsable de l'absence de 

développement de cette dernière. Birk et al., en 2000, ont montré que ces souris Lhx
-/-

 avaient 

une expression de SF1 diminuée. En effet, le gène LHX9 (LIM homeobox 9) code pour un 

facteur de transcription contenant deux domaines fonctionnels : un domaine de liaison à 

l’ADN et un domaine impliqué dans les interactions protéines-protéines. In vitro, la protéine 
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LHX9 est capable de se lier directement au promoteur de Nr5a1 pour permettre son activation 

et cela en présence ou non de WT1 (Wilhelm, 2002). Ceci suggère donc que l'action de LHX9 

serait située en amont de celle de SF1. Même si ce gène semble jouer un rôle dans la mise en 

place de la gonade indifférenciée chez les mammifères, de nombreuses études réalisées chez 

l'homme n'ont pas permis jusqu'à maintenant de mettre en évidence son implication en 

pathologie (Lucas-Herald and Bashamboo, 2014). 

e) CBX2 

Le gène CBX2 (Chromobox homolog 2) code pour une protéine appartenant au 

complexe multiprotéique Polycomb qui joue un rôle dans le maintien des profils d'expression 

de nombreux gènes lors du développement par l'intermédiaire du remodelage chromatinien ou 

bien la modification d'histones. Cbx2 est impliqué dans le développement des crêtes génitales. 

La majorité des souris KO pour Cbx2 meurent précocement et les souris mâles XY présentent 

un phénotype féminin. Les souris XX, pour leur part, présentent une diminution du volume 

ovarien comparé aux souris WT. Le développement des crêtes génitales est retardé chez ces 

souris, aussi bien chez les mâles que chez les femelles (Katoh-Fukui et al., 1998). De plus, il a 

été montré que l'expression de Nr5a1 était diminuée chez les souris Cbx2
-/-

 suggérant un rôle 

dans la régulation de son expression. Enfin, Cbx2 serait également impliqué dans l'expression 

de Sry puisque chez les souris XY Cbx2
-/-

 le phénotype masculin peut être rétabli lorsqu'elles 

sont croisées avec des souris surexprimant SRY ou SOX9 (Katoh-Fukui et al., 2012). Ce gène 

semble également être impliqué dans le développement gonadique chez l'homme puisqu'il a 

été rapporté le cas d'une patiente ayant un caryotype 46,XY avec un développement ovarien 

qui était porteuse de deux mutations hétérozygotes dans le gène CBX2 (Biason-Lauber et al., 

2009). 

f) GATA4 

Le gène GATA4 (GATA binding protein 4) appartient à la famille des gènes codant 

pour des facteurs de transcription en doigt de zinc reconnaissant le motif GATA présent dans 

la région promotrice de nombreux gènes. Il joue un rôle majeur dans le développement 

cardiaque mais également dans le développement gonadique. En effet, son expression est 

détectée très précocement dans la gonade bi-potentielle chez les souris XX et XY au niveau 

des cellules de soutien mais pas dans les PGCs (Viger et al., 1998). Les études chez la souris 
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ont montré une expression progressive de GATA4 depuis la partie antérieure de l'épithélium 

cœlomique vers la partie postérieure, immédiatement avant l'épaississement de cet épithélium. 

De plus, le KO Gata4 étant létal chez la souris avant le développement des crêtes génitales, un 

modèle de KO conditionnel a permis de montrer une absence d'initiation du développement 

des crêtes génitales dû à une absence de prolifération de l'épithélium cœlomique qui reste sous 

une forme monocouche (Hu et al., 2013; Molkentin et al., 1997). Du point de vue 

moléculaire, on note l'absence d'expression de Lhx9 et Nr5a1. GATA4 est donc indispensable 

au développement de la gonade bi-potentielle aussi bien chez les souris XX que les souris 

XY. Il joue également un rôle important dans le développement du testicule puisqu'avec son 

co-facteur ZFPM2 (zinc finger protein, FOG family member 2; anciennement FOG2), il 

permet l'expression de SRY (Voir la section SRY). 

Un aperçu des facteurs impliqués dans la gonade bi-potentielle est présenté dans la 

Figure 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Aperçu des facteurs impliqués dans le développement de la gonade bi-potentielle. 
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La différenciation de la gonade bi-potentielle en testicule ou en ovaire dépend ensuite 

de la balance entre l'expression des facteurs des voies de signalisation pro-testiculaires (SRY, 

SOX9) et pro-ovariens (WNT/-catenine).  

2. Le développement testiculaire 

La différenciation des cellules de soutien en cellules pré-Sertoliennes puis en cellules 

de Sertoli est le premier évènement de la différenciation de la gonade bi-potentielle en 

testicule. L'expression du gène SRY est le premier signe de l'orientation de la gonade 

indifférenciée vers une gonade masculine. 

a) SRY  

Le gène SRY appartient à la famille des gènes SOX (SRY-related high-mobility group 

(HMG) box). Ce sont des facteurs de transcription caractérisés par la présence d'un domaine 

de liaison à l'ADN de type boîte HMG et favorisant la différenciation cellulaire. Le gène SRY 

a été identifié en 1990, par Andrew Sinclair qui travaillait alors dans l'équipe anglaise dirigée 

par Peter Goodfellow (Sinclair et al., 1990). Depuis de nombreuses années, l'existence d'un ou 

plusieurs gènes situés sur le chromosome Y responsables du développement testiculaire était 

connue. Une première région avait été identifiée sur le chromosome Y en étudiant des 

patientes à caryotype 46,XY présentant une absence de développement testiculaire. Cette 

région avait été nommée TDF pour Testis-Determing Factor et un gène codant pour une 

protéine en doigt de zinc nommé ZFY (zinc finger protein Y) avait été proposé comme gène 

candidat, mais dans les deux années qui ont suivies, plusieurs arguments sont venus réfuter 

cette hypothèse (Page et al., 1987; Pritchard et al., 1987). En 1990, le gène SRY localisé sur le 

bras court du chromosome Y a ensuite été identifié en étudiant cette fois-ci quatre patients 

ayant un caryotype 46,XX et qui présentaient un développement testiculaire. Ces patients 

partageaient une région commune du chromosome Y de 35 kb. L'étude approfondie de cette 

région chez l'homme ainsi que chez la souris et le bovin a permis de mettre en évidence un 

ORF (Open Reading Frame) codant pour un gène constitué d'un seul exon et qui fut nommé 

SRY. L'ensemble de la séquence codante n'est pas parfaitement conservée chez l'homme et la 

souris mais il existe une région commune de 79 acides aminés ayant une homologie avec un 

motif de liaison à l'ADN présent dans le groupe des protéines HMG. L'implication de ce gène 

dans le développement testiculaire a été confirmé par la mise en évidence de mutations dans 
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la séquence codante chez des patientes à caryotypes 46,XY avec une absence de 

développement testiculaire (Gubbay et al., 1990). En 1991, Koopman et al. ont démontré que 

SRY était nécessaire et suffisant pour obtenir un développement testiculaire chez des souris 

XX (Koopman et al., 1991). Chez la souris, l'expression de Sry débute dans la partie médiane 

de la crête génitale et se propage vers les deux pôles de la gonade bi-potentielle. Cette 

expression est détectée au niveau des cellules somatiques qui vont alors se transformer en 

cellules de Sertoli (Kidokoro et al., 2005; Sekido et al., 2004). Les études chez l'homme ont 

montré que l'expression de SRY débute vers la fin de la 6
ème

 semaine (Hanley et al., 2000). Le 

pic d'expression est détecté au cours de la 7
ème

 semaine puis l'expression diminue et persiste à 

un faible niveau durant la suite du développement (Hanley et al., 2000).  

L'activation de l'expression de SRY est régulée par certains gènes indispensables au 

développement de la gonade bi-potentielle. En effet, comme nous l'avons vu précédemment, 

l'isoforme (-KTS) de Wt1 est capable de se fixer sur le promoteur de SRY pour permettre sa 

transactivation mais, chez la souris, l'absence de cette isoforme n'entraîne qu'une réduction du 

volume de la gonade (Hossain and Saunders, 2001). En revanche, l'isoforme (+KTS) qui ne se 

lie pas au promoteur de SRY semble indispensable au développement testiculaire puisque les 

souris KO pour cette isoforme présentent une réversion sexuelle complète (Hammes et al., 

2001). L'isoforme (+KTS) joue un rôle post-transcriptionnel en régulant la traduction de 

l'ARNm (Bor et al., 2006). Le gène NR5A1 a également été évoqué comme gène nécessaire à 

l'expression de SRY. L'étude des souris Sf1
-/-

 montre une régression complète des gonades et 

une absence complète d'expression de Sry (Luo et al., 1994). Le gène GATA4, dont nous 

avons vu le rôle dans le développement de la gonade bi-potentielle, est également impliqué 

dans l'expression de SRY avec son co-facteur ZFPM2(FOG2). Les souris KO Fog2
-/-

 ou bien 

les souris KI Gata4
ki/ki

 pour une mutation altérant l'interaction GATA4/ZFPM2 présentent des 

anomalies du développement gonadique : le niveau du transcrit Sry est fortement diminué et 

les gènes cibles de SRY ne sont pas exprimés. En revanche, il existe une augmentation de 

l'expression des gènes impliqués dans le développement ovarien tel que Wnt4 (Tevosian et al., 

2002). Chez l'homme, des mutations de FOG2 altérant l'interaction FOG2/GATA4 ont été 

identifiées chez des patients 46,XY présentant une dysgénésie gonadique (Bashamboo et al., 

2014). En 2013, Fujimoto et al. ont identifié deux facteurs de transcription qui régulaient 

également l'expression de Fog2 : SIX1 (SIX homeobox 1) et SIX4 (SIX homeobox 4). Ils ont 

montré que les souris XY double KO Six1
-/-

;Six4
-/-

 présentaient un phénotype féminin avec 

une absence d'expression de Sry (Fujimoto et al., 2013). Plus récemment, d'autres gènes ont 
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été impliqués dans la régulation de l'expression de SRY. En 2009, il a été montré que 

l'altération de l'expression de Map3k4 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4), un 

gène appartenant à la voie de signalisation phylogénétiquement ancienne des MAPK, par une 

mutation à l'état homozygote chez la souris XY entraîne une réversion sexuelle complète. 

L'analyse des gonades montre une très forte réduction de l'expression de Sry et de Sox9 au 

moment crucial de leur expression. De plus, la présence de MKK4 (mitogen-activated protein 

kinase kinase 4) activée, qui est une cible directe de Map3k4, au niveau de l'épithélium 

cœlomique des gonade XY permet d'établir le lien entre la voie de signalisation de MAPK 

impliquée dans la prolifération cellulaire des cellules de soutien et l'expression de Sry (Bogani 

et al., 2009). De manière intéressante un autre gène de la famille MAPK, MAP3K1, a été 

impliqué dans des cas d’anomalie du développement de la gonade chez des patients 46,XY 

(Pearlman et al., 2010). Le gène Gadd45γ (growth arrest and DNA damage inducible gamma) 

qui appartient à la voie de signalisation des MAPK interagit avec MAP3K4 au moment de la 

différenciation testiculaire. Une surexpression de Map3k4 chez les souris XY Gadd45γ
-/- 

qui 

présentent normalement une réversion sexuelle, permet de rétablir un phénotype masculin 

(Warr et al., 2012). Gadd45γ est donc probablement situé en amont de Map3k4. Enfin, Kuroki 

et al. ont mis en évidence le rôle de Jmjd1a (lysine demethylase 3A) qui code pour une histone 

H3K9 déméthylase, dans la régulation épigénétique de l'expression de Sry. Il contrôle 

directement et positivement l'expression de SRY en régulant les marques d'histone H3K9me2 

(Kuroki et al., 2013). Un aperçu des facteurs impliqués dans la régulation de l'expression de 

SRY est rapporté dans la Figure 6 p.40. 

 

L'étude des patients ayant un caryotype 46,XX avec un développement testiculaire a 

permis de mettre en évidence le rôle de SRY dans le développement testiculaire. Cependant, 

l'expression de SRY est transitoire chez la souris et très faible après la 7
ème

 semaine de 

développement chez l'homme. Par ailleurs, environ 10% des patients ayant un caryotype 

46,XX avec un développement testiculaire n'ont pas de séquence SRY. Un autre facteur en 

aval de SRY joue donc un rôle majeur dans le développement testiculaire. C'est le gène SOX9, 

cible principale de SRY, qui est le véritable chef d'orchestre de la différenciation testiculaire. 
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b) SOX9 

Le gène SOX9 est en effet la cible principale de SRY. Il appartient au groupe E de la 

famille des gènes SOX avec les gènes SOX8 (SRY-box 8) et SOX10 (SRY-box 10). Il joue un 

rôle entre autre dans la différenciation des chondrocytes et est responsable lorsqu'il est muté, 

de la dysplasie campomélique associée à une réversion sexuelle chez 75% des patients 46,XY 

(Foster et al., 1994). L'étude de l'expression de SOX9 au niveau gonadique, montre que celui-

ci est exprimé dès la 6
ème 

semaine de développement, avant la différenciation de la gonade bi-

potentielle, au niveau du cytoplasme des cellules somatiques chez les embryons masculins et 

féminins (De Santa Barbara et al., 2000; Morais da Silva et al., 1996). Durant la 7
ème 

semaine, 

au moment de la différenciation testiculaire, l'expression de SOX9 est retrouvée au niveau des 

noyaux des cellules de Sertoli chez les embryons XY tandis que seule une expression au 

niveau du cytoplasme est retrouvée chez les embryons XX (Malki et al., 2005). L'expression 

de SOX9 est détectée rapidement après celle de SRY selon le même profil d'expression, depuis 

la partie médiale de la gonade en direction des deux pôles, avec une détection de l'expression 

maximale à la fin de la 7
ème

 semaine. A la différence de SRY, l'expression de SOX9 est 

maintenue au niveau des cellules de Sertoli des cordons sexuels jusqu'à 18 semaines (Hanley 

et al., 2000). 

Il a été montré chez la souris que l'expression de Sox9 est activée par la fixation de 

SRY en association avec SF1 sur une région enhancer spécifique de 1,4 kb située environ 

13 kb en amont de Sox9 correspondant à la région Tesco (testis-specific core element) dans les 

cellules pré-Sertoliennes (Sekido and Lovell-Badge, 2008). Des modèles de souris mutées 

dans les régions de fixation de SRY et SF1 au sein de Tesco ont été développés et montrent 

une abolition de l'expression de Sox9 suggérant que SRY et SF1 régulent positivement de 

manière synergique l'expression de Sox9. Chez l'homme, la séquence homologue a été 

identifiée à 14 kb en amont de SOX9, mais aucune mutation ou réarrangement n'a été identifié 

jusqu'à maintenant chez des patients présentant des anomalies du développement testiculaire, 

suggérant l'existence d'un enhancer testiculaire spécifique chez l'homme (Georg et al., 2010). 

En 2011, trois publications ont rapporté des cas de patients qui présentaient une région 

commune dupliquée (patients 46,XX avec développement testiculaire) ou délétée (patientes 

46,XY avec dysgénésie gonadique) et nommée RevSex (Benko et al., 2011; Cox et al., 2011; 

Vetro et al., 2011). La région minimale impliquée est de 68 kb et est située environ 500 kb en 

amont de SOX9 dans un désert génique. 
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Une fois le niveau d'expression de SOX9 suffisant, le maintien de son expression au-

delà de la 8
ème 

semaine se fait par la mise en place d'une boucle de régulation positive incluant 

SOX9 lui-même par l'intermédiaire de Tesco, mais également d'autres voies de régulation dont 

FGF9 (fibroblast growth factor 9) et PTGDS (prostaglandin D2 synthase). En effet, chez la 

souris, SOX9 active l'expression de Fgf9 qui en retour stimule l'expression de Sox9 générant 

une boucle de rétrocontrôle positive entre Sox9 et Fgf9 par l'intermédiaire du récepteur 

FGFR2 (Kim et al., 2006, 2007). Chez l'homme, plusieurs patients (46,XY) présentant une 

grande délétion de la région terminale du bras long d'un chromosome 10 incluant FGFR2 ont 

été rapportés. Tous les patients présentaient une cryptorchidie et quasiment toujours une 

anomalie des organes génitaux externes avec un hypospadias (Wilkie et al., 1993). De la 

même manière, Chiang et al. ont rapporté le cas d'un patient à caryotype 46,XX, SRY- qui 

présentait une duplication du gène FGF9 (Chiang et al., 2013).  

La deuxième voie de régulation de l'expression de SOX9 dans les cellules pré-

Sertoliennes se fait par l'intermédiaire de la PGD(2) (prostaglandine D(2)). En effet, pour 

assurer la différenciation d'un nombre suffisant de cellules de Sertoli, le testicule produit de la 

PGD(2) permettant le recrutement des cellules de soutien pour se différencier en cellules de 

Sertoli. Chez la souris, l'expression de Ptgds codant pour la PGD(2) débute immédiatement 

après le début de l'expression de Sox9 suite à la fixation de la protéine SOX9 sous une forme 

dimérisée sur le promoteur de Ptgds permettant sa transactivation (Wilhelm et al., 2007b). 

Une fois la production testiculaire de PDG(2) activée, celle-ci entraîne la transcription de 

Sox9 et son transport vers le noyau. Ce système contribue à l'amplification de l'expression de 

Sox9 et à son activité au cours du développement testiculaire (Moniot et al., 2009). 

Une autre cible directe de SOX9 est le gène AMH codant pour l’hormone anti-

mullerienne. En effet, il a été montré que SOX9 se fixe sur un enhancer proche du promoteur 

d'AMH pour l'activer. Cette activation se fait en association avec SF1 par l'intermédiaire d'une 

interaction directe entre SOX9 et SF1 (De Santa Barbara et al., 1998). L'expression d'AMH est 

identifiable à partir de 6,5 semaines de développement au niveau des cellules de Sertoli 

uniquement. Aucune expression d'AMH n'est en revanche détectée dans l'ovaire (De Santa 

Barbara et al., 2000). Cette sécrétion d'AMH permet la régression des canaux du Müller à 

partir de la 8
ème

 - 9
ème

 semaine de développement. 
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c) Autres gènes SOX 

Nous avons vu que SRY et SOX9 appartiennent à la famille des gènes SOX. Ces gènes 

sont classés par groupe en fonction de la conservation de la séquence de leur domaine HMG, 

de leur degré d'homologie et de l'organisation générale des domaines de la protéine (Bowles 

et al., 2000) (voir Tableau 1).  

Tableau 1. Tableau des groupes de gènes SOX. 

 

Groupe Gènes 

SOXA SRY 

SOXB1 SOX1, SOX2, SOX3 

SOXB2 SOX14, SOX21 

SOXC SOX4, SOX11, SOX12 

SOXD SOX5, SOX6, SOX13 

SOXE SOX8, SOX9, SOX10 

SOXF SOX7, SOX17, SOX18 

SOXG SOX15 

SOXH SOX30 

 

Le gène SOX9 appartient au groupe E avec les gènes SOX8 et SOX10. De manière 

intéressante, le gène SOX8, situé sur le chromosome 16, a le même profil d'expression que 

SOX9 lors du développement de la gonade. Chez la souris, son expression apparaît au niveau 

des cellules de Sertoli environ 12 heures après celle de Sox9 mais avant celle d'Amh (Schepers 

et al., 2003). In vitro, SOX8 peut se fixer sur la séquence promotrice d'Amh et en interaction 

avec SF1 permettre son activation (Schepers et al., 2003). De la même manière, les études 

chez les souris double KO Sox9
-/-

 et Sox8
-/-

 suggèrent que SOX8 renforce le rôle de SOX9 lors 

de la différenciation testiculaire (Chaboissier et al., 2004). SOX8 joue également un rôle dans 

le maintien de la fertilité chez les souris. En effet, les souris mâles Sox8
-/-

 qui sont initialement 

fertiles présentent une diminution progressive de fertilité du fait d'une dégénération 

progressive des tubules séminifères par altération des interactions entre les cellules de Sertoli 

et les cellules germinales en développement (Barrionuevo et al., 2009; O’Bryan et al., 2008). 
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L'autre membre du groupe E, le gène SOX10 situé sur le chromosome 22 est 

également exprimé au cours du développement de la gonade. Il est d'abord exprimé dans la 

gonade indifférenciée chez les deux sexes puis, lors du développement testiculaire, son profil 

d'expression est comparable à celui de Sox9 et Sox8 (Cory et al., 2007). L'expression de Sox10 

sous la dépendance du promoteur de Wt1 chez des souris XX permet un développement 

testiculaire chez ces souris. En pathologie humaine, des duplications du chromosome 22 

contenant SOX10 ont été rapportées chez des hommes ayant un caryotype 46,XX avec un 

développement testiculaire (Polanco et al., 2010). 

Les profils d'expression similaires des gènes SOX - E et leur capacité à réguler les 

cibles de SOX9 suggèrent un rôle redondant de ces gènes lors du développement testiculaire 

chez les mammifères. Ceci est renforcé par les études menées chez des souris XX Rspo1(KO) 

Sox9(cKO) qui présentent un développement testiculaire en l'absence d'expression de SOX9 et 

chez lesquelles est retrouvée une expression de SOX8 et SOX10 (Lavery et al., 2012).  

Le gène SOX3 (SRY-box 3), situé sur le chromosome X et appartenant au groupe B des 

gènes de la famille SOX, semble également être intéressant pour le développement gonadique. 

En effet, SOX3 serait le précurseur de l'ancêtre de SRY et donc pourrait jouer un rôle dans le 

développement testiculaire (Graves, 1998). Les études menées sur le modèle murin montrent 

que Sox3 est exprimé au niveau du noyau des cellules de Sertoli alors qu'il ne l'est pas dans 

l'ovaire en développement. Les souris KO Sox3
-/-

 présentent un retard de croissance et de 

développement mais pas d'anomalies du développement testiculaire chez les souris XY. En 

revanche, il existe aussi bien chez les souris XX que les souris XY des troubles de fertilité 

(Weiss et al., 2003). Au contraire, la surexpression de Sox3 chez les souris XX est 

responsable d'un développement testiculaire grâce à la fixation de SOX3 à la place de SRY 

permettant l'activation de l'expression de SOX9 (Sutton et al., 2011). Ceci a également été 

observé chez l'homme où des duplications de SOX3 et des réarrangements de la région de 

SOX3 ont été retrouvés chez des patients ayant un caryotype 46,XX avec un développement 

testiculaire. Le mécanisme proposé pour expliquer la réversion sexuelle chez ces patients est 

le réarrangement du locus de SOX3 du fait d'une duplication ou d'une délétion entraînant une 

expression ectopique de SOX3 par création d'un enhancer gonadique ou ablation d'un élément 

répresseur responsable de l'activation de la voie de différenciation testiculaire (Sutton et al., 

2011). Ceci est intéressant car il semblerait que ce soit une modification des régions 



 

Introduction 

 36 

régulatrices qui soient responsables du phénotype comme c'est le cas pour les duplications en 

amont de SOX9. 

 

d) NR0B1 

L’observation d’un syndrome des gènes contigus associant une hypoplasie congénitale 

des surrénales (AHC : Adrenal Hypoplasia Congenita), un déficit en glycérol kinase (GKD : 

Glycerol Kinase Deficiency) et une dystrophie musculaire de Duchenne (DMD : Duchenne 

Muscular Dystrophy) a permis de définir une région du bras court du chromosome X (Xp21) 

contenant le gène DAX1 (Dosage sensitive sex reversal, Adrenal hypoplasia critical region, X 

chromosome gene 1) dont les mutations furent décrites comme étant associées à l’AHC et à 

un hypogonadisme hypogonadotrope (Muscatelli et al., 1994). Dans le même temps, des 

duplications de cette région du chromosome X, dénommée DSS (Dosage Sensitive Sex 

reversal),  furent décrites chez des sujets 46,XY présentant une dysgénésie gonadique avec un 

phénotype féminin (Bardoni et al., 1994). 

La protéine DAX1 est un récepteur nucléaire codé par le gène NR0B1 (nuclear 

receptor subfamily 0 group B, member 1).Les études chez la souris ont montré que le profil 

d'expression de Nr0b1 était similaire à celui de Nr5a1 mais avec un léger décalage dans le 

temps (Ikeda et al., 1996). Il est exprimé dans les deux sexes au moment du développement 

de la gonade bi-potentielle puis son expression persiste dans le testicule alors qu'elle diminue 

dans l'ovaire en développement. Les observations chez l'homme ainsi que certaines études sur 

les modèles de souris ou les modèles cellulaires suggèrent que DAX1 inhibe l'activité de SF1 

en empêchant sa fixation sur Tesco (Ludbrook et al., 2012; Nachtigal et al., 1998). Des études 

réalisées chez la souris ont montré que les souris XY ayant une sur-expression de DAX1 de 

manière homozygote ne présentaient pas de réversion sexuelle mais des anomalies du 

développement testiculaire responsable d'une infertilité, en faveur du rôle anti-testiculaire de 

DAX1 (Swain et al., 1998). Mais d'autres études, également chez la souris, réalisées par la 

suite ont montré que les souris XY déficiente pour NR0B1 présentaient également des 

anomalies du développement du testicule, suggérant cette fois-ci un rôle pro-testiculaire 

(Meeks et al., 2003). Ceci est également retrouvé chez les patients ayant une mutation de 

NR0B1. En effet, ces patients ont un développement testiculaire mais il existe tout de même 
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Phénotype masculin 

 

Phénotype féminin 

une désorganisation des cordons testiculaires associé à un hypogonadisme 

hypogonadotrophique d’origine hypothalamo-hypophysaire (Muscatelli et al., 1994). Afin 

d'expliquer qu'un défaut ou un excès de DAX1 conduise quasiment aux mêmes effets, 

Ludbrook et Harvey ont proposé un modèle où l'activité pro-testiculaire de DAX1 se ferait 

dans une certaine gamme de concentration et qu'en dehors de ces limites, il y aurait un effet 

négatif sur le développement testiculaire (Ludbrook and Harley, 2004) (Figure 5). Au total, le 

rôle du gène NR0B1 reste à éclaircir dans le développement testiculaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Modèle de l’activité pro-testiculaire de DAX1 en fonction de la gamme de 

concentration. 

Chez les individus XY, le développement testiculaire se forme correctement si la dose et donc 

l'activité de DAX1 se situent dans une "fenêtre". Si l'activité de DAX1 augmente lié à une 

duplication du gène ou diminue suite à une mutation, le testicule ne se développera pas 

correctement. La "fenêtre" de développement masculin est représentée en bleu et la "fenêtre 

de développement féminin en rose (d'après (Ludbrook and Harley, 2004)). 
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e) DHH 

Le gène DHH (desert hedgehog) appartient à la famille de molécules de signalisation 

hedgehog. Il est exprimé chez la souris au niveau des cellules de soutien, uniquement dans les 

gonades des embryons XY à partir de 11.5 dpc juste après l'activation de Sry, puis ensuite 

dans les cellules de Sertoli (Bitgood et al., 1996). DHH se lie à son récepteur PTCH1 

(Patched 1), situé à la surface des cellules de Leydig et des cellules myoïdes péritubulaires. 

Les études chez la souris montrent que les souris males Dhh
-/-

 présentent un phénotype 

masculin dans moins de 10% des cas. L'étude histologique des gonades chez les mâles Dhh
-/-

 

montre une désorganisation complète des tubes séminifères. Les gonades des souris adultes 

sont dépourvues de cellules de Leydig qui sont remplacées par des cellules fibroblastiques et 

il existe également une absence de lame basale entre les cellules myoïdes péritubulaires et les 

cellules de Sertoli (Clark et al., 2000). La voie Dhh/Ptch1 joue un rôle dans la différenciation 

des cellules de Leydig par la régulation positive de l'expression de Sf1 dans les cellules pré-

Leydigienne de l'interstitium (Yao et al., 2002). Des mutations de DHH ont été rapportées 

chez l'homme en association avec des dysgénésies gonadiques partielles ou complètes à 

caryotype 46,XY (Canto et al., 2004, 2005; Castro et al., 2013; Paliwal et al., 2011; Umehara 

et al., 2000). 

f) DMRT1 

Le gène DMRT1 (dsx- and mab3 related transcription factor 1) code pour une 

protéine appartenant à la famille des facteurs de transcription ayant un domaine de liaison à 

l'ADN très conservé, le domaine DM (Raymond et al., 2000). Les gènes ayant un domaine 

DM codent pour des facteurs de transcription impliqués dans le déterminisme sexuel dans 

différents organismes. Par exemple, le gène DMRT1 est le déterminant majeur de la 

différenciation masculine chez le poulet tandis que DMY (DMY protein) l'est chez le poisson 

medaka (Matsuda et al., 2002; Smith et al., 2009). Chez l'homme, l'expression de DMRT1 à 

partir de la 6
ème

 semaine de développement est similaire à celle de SRY. En revanche, aucune 

expression n'est détectée dans la gonade féminine (Moniot et al., 2000). L'abolition de 

l'expression de Dmrt1 chez la souris n'entraîne pas d'anomalie du développement sexuel ni du 

développement de la gonade suggérant que DMRT1 n'est pas indispensable au déterminisme 

testiculaire chez les mammifères. En revanche, l'étude des gonades en postnatal montre une 

altération complète de l'architecture testiculaire avec des cellules de Sertoli incomplètement 
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différenciées (Raymond et al., 2000). Chez l'homme, les délétions du bras court du 

chromosome contenant le locus DMRT1-3, sont responsables de monosomie 9p associant une 

déficience intellectuelle ainsi que des malformations et, chez les sujets 46,XY, une dysgénésie 

gonadique responsable d'un spectre phénotypique large (Quinonez et al., 2013). Chez les 

fœtus 46,XX, aucune altération du développement ovarien ni de la fonction ovarienne n'est 

constaté (Vialard et al., 2002).  

DMRT1 joue un rôle en postnatal au niveau des cellules germinales. En effet, chez 

l'homme, il permet la prolifération des spermatogonies en empêchant leur entrée en méiose en 

inhibant la voie de l'acide rétinoïque et la transcription de Stra8 (stimulated by retinoic acid 8) 

(Matson et al., 2010). Il semble également avoir un rôle dans le maintien de la différenciation 

testiculaire. Chez les souris Dmrt1
-/-

, les testicules des souris mutantes expriment le facteur 

pro-ovarien Foxl2 (forkhead box L2) à quatre semaines de vie contrairement aux contrôles. 

De manière plus surprenante, le KO conditionnel de Dmrt1 dans le testicule adulte fait que les 

cellules de Sertoli et de Leydig se trans-différencient en cellules de la granulosa et en cellules 

thécales avec une activation des gènes pro-ovariens dont Foxl2, avec une production 

d'œstrogènes et une « féminisation » des cellules germinales (Matson et al., 2011). 

De nombreux facteurs sont impliqués dans le développement testiculaire, un schéma 

représentant les interactions entre ces différents facteurs est proposé dans la Figure 6. 
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Figure 6. Représentation schématique des principaux facteurs impliqués dans le 

développement testiculaire. 
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3. Le développement ovarien 

a) La voie de signalisation canonique WNT/ β-catenine 

Nous avons vu précédemment le rôle de la voie de signalisation WNT dans le 

développement de la gonade bi-potentielle, mais cette voie de signalisation est également 

impliquée dans le développement ovarien. Les gènes de la voie WNT codent pour des 

facteurs de croissance sécrétés. Leur action se fait par l'intermédiaire de leur fixation sur des 

récepteurs transmembranaires incluant les récepteurs FZ (Frizzled) et LRP6 (low density 

lipoprotein receptor-related protein 6). La fixation entraîne l'activation d'une cascade de 

signalisation impliquant CTNNB1 (catenin beta 1). Le mode d'action de la voie WNT est 

détaillé dans la Figure 7. En l'absence de ligand, CTNNB1 est phosphorylé puis ubiquitinylé 

conduisant à sa destruction par le protéasome. CTNNB1 est ainsi maintenu à un niveau faible 

dans le cytoplasme empêchant son action au niveau du noyau. En revanche, lorsqu'un ligand 

WNT se fixe sur son récepteur, il en découle un changement de conformation du récepteur à 

l'origine de la phosphorylation de LRP6. Ceci entraîne la stabilisation de CTNNB1 et son 

accumulation au sein du cytoplasme permettant ensuite son entrée dans le noyau pour former 

un complexe avec le facteur de transcription LEF/TCF à l'origine de l'initiation de l'expression 

de gènes cibles. Une de ces cibles est le gène AXIN2 (axin 2) dont la protéine fait partie du 

complexe impliqué dans la dégradation de CTNNB1 permettant un rétrocontrôle négatif de la 

voie de signalisation (Lustig et al., 2002). Par ailleurs, la R-spondine fait partie d'une des 

familles d'activateur de la voie WNT. Chez la souris, l’expression ectopique d’une forme 

stabilisée de β caténine bloque le processus normal de développement testiculaire et entraîne 

une réversion sexuelle dans le sens mâle-femelle (Maatouk et al., 2008).  
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Figure 7. Schéma de la voie de signalisation WNT avec les protéines RSPO 

En l'absence de protéine RSPO, les ubiquitines ligases E3 membranaires ZNRF3 ubiquitinent 

le récepteur FZD entraînant sa dégradation, la voie WNT n'est donc pas active. La β-catenine 

cytoplasmique est dégradé par le complexe de dégradation de la β-catenine empêchant sa 

translocation dans le noyau et empêchant la formation du complexe β-catenine/TCF et 

l'activation de la transcription des gènes cibles. 

En présence de protéines RPSO, la fixation simultanée de LGR4 et ZNRF3 inhibe 

l'ubiquitination du récepteur FZD. Dans le même temps LGR4 recrute QGAP1 et augmente 

son affinité pour DVL menant à la formation d'un supercomplexe avec plusieurs membres de 

la voie WNT. Ceci permet l'accumulation de β-catenine dans le cytoplasme suivi de sa 

translocation dans le noyau et l'activation des gènes cibles de TCF. 

LGR4,leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptors 4 ; ZNRF3, zinc and ring 

finger 3 ; FZD, Frizzled class receptor ; Rspos, R-spondins ; LRP5/6, low-density lipoprotein 

receptor-related protein5/6 ; Ubi, ubiquitination ; DVL, disheveled. 
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b) WNT4 

Nous avons vu que WNT4 était exprimé dans la gonade des embryons XX et XY au 

moment de la formation de la gonade indifférenciée. Son expression diminue dans la gonade 

masculine au moment de sa différenciation tandis qu'elle persiste au niveau du mésonéphros 

et de l'ovaire en développement. Entre 12 et 18 semaines de développement, une expression 

modérée de WNT4 est détectée au niveau des cellules de la pré-granulosa et de la granulosa 

tandis qu'au niveau des ovocytes l'expression est très faible. A partir de 19 semaines, 

l'expression de WNT4 augmente fortement au niveau des ovocytes tandis qu'elle reste 

modérée au niveau des cellules de la granulosa (Jääskeläinen et al., 2010). Les souris XX 

Wnt4
-/-

 présentent une réversion sexuelle partielle avec une masculinisation de la gonade qui 

apparaît ronde, dépourvue de capsule et associée à un aspect masculin de la partie proximale 

des canaux. Il existe par ailleurs une sécrétion de testostérone permettant le développement 

des canaux de Wolff, mais celle-ci est toutefois insuffisante pour permettre la masculinisation 

des organes génitaux externes. Il est décrit également une régression des canaux de Müller. 

Enfin, on note une diminution du nombre d'ovocytes chez ces mutants qui laisse penser que 

Wnt4 est nécessaire au maintien du développement des cellules germinales. Cette diminution 

du nombre de cellules germinales s'accompagne d'une modification des cellules de soutien de 

la gonade qui adoptent des caractéristiques des cellules de Sertoli (Vainio et al., 1999). Chez 

l'homme, des mutations homozygotes de WNT4 sont responsables du syndrome SERKAL 

(SEx Reversion, Kidneys, Adrenal and Lung dysgenesis). Ce syndrome létal associe un 

développement testiculaire chez des fœtus XX, des anomalies rénales et surrénaliennes et des 

anomalies pulmonaires (Mandel et al., 2008). Les mutations hétérozygotes de WNT4 

responsables d'une haploinsuffisance entraînent, elles, un phénotype proche de celui retrouvé 

chez les souris KO associant une absence d'utérus avec un excès d'androgènes (Biason-

Lauber, 2012). Au contraire, une surexpression de Wnt4 entraîne des anomalies du 

développement de la vascularisation testiculaire et une inhibition de la synthèse de 

testostérone mais sans réversion sexuelle chez la souris tandis que chez l'homme, il a été 

retrouvé chez une femme 46,XY une duplication comprenant le gène WNT4 (Jordan et al., 

2001). Enfin, Bernard et al. ont montré que Wnt4 était un antagoniste du développement 

testiculaire car il diminue l'expression de Sox9 et de l'Amh en empêchant la fixation de SF1 

sur Tesco (Bernard et al., 2012). Au total, WNT4 est un acteur majeur du développement 

ovarien dont l'activité inhibe la voie d'expression de SOX9 le déterminant majeur du 

développement testiculaire. 
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c) RSPO1 

Le gène RSPO1 (R-spondin 1) appartient à une famille de protéines sécrétées 

contenant un domaine furin-like qui active la voie de signalisation WNT/-catenine et ayant 

de nombreuses fonctions au cours du développement. Parma et al., en 2006, ont montré que 

RSPO1 a une expression dimorphique. En effet, au moment de la différenciation de la gonade, 

chez les souris XX, RSPO1 est exprimé uniquement au niveau de l'ovaire tandis qu'aucune 

expression n'est détectée au niveau du mésonéphros. En revanche, au même stade de 

développement, chez les souris XY, il n'est retrouvé qu'une expression au niveau de 

l'épithélium cœlomique (Parma et al., 2006). Les études chez les souris mutantes RSPO1
-/-

 

montrent un phénotype proche de celui retrouvé chez les souris Wnt4
-/-

. En effet les souris 

RSPO1
-/-

 présentent la formation de vaisseaux cœlomique caractéristiques de la gonade 

masculine ainsi que la présence de cellules stéroïdogéniques fonctionnelles responsable de la 

persistance des canaux de Wolff. L'examen de la gonade de ces souris montre la présence à la 

fois de tubules séminifères dépourvus de cellules germinales et la présence de cellules de 

Sertoli et de Leydig. En revanche, ces souris n'ont pas d'anomalie utérine et surrénalienne du 

fait de l'absence d'expression de Rspo1 dans ces deux tissus (Biason-Lauber, 2012; Chassot et 

al., 2008a, 2008b). D'autres études ont montré que Rspo1 est responsable de la stimulation de 

Wnt4. Par ailleurs, la surexpression de Ctnnb1 et la stabilisation de la -caténine est 

responsable du blocage des voies de signalisation du développement testiculaire (Sox9/Fgf9) 

responsable d'une réversion sexuelle chez les souris XY (Maatouk et al., 2008). Chez 

l'homme, des mutations perte de fonction homozygotes de RSPO1 sont responsables d'un 

développement testiculaire chez des patients XX associé à une hyperkératose palmo-plantaire 

ainsi qu'une prédisposition aux carcinome spinocellulaire de la peau (Parma et al., 2006).  

d) FOXL2 

Le gène FOXL2 (Forkhead box L2) code pour un facteur de transcription appartenant 

à une famille de protéines conservées caractérisées par leur domaine de liaison à l'ADN 

forkhead. L'expression de FOXL2 débute très tôt lors du développement ovarien Elle est 

détectable dès la 8
ème

 - 9
ème

 semaine de développement mais c'est au début du 2
ème 

trimestre 

vers 14-15 semaines que l'expression est la plus forte. Les études par immunofluorescence 

montrent l'expression de FOXL2 au niveau des cellules de soutien de la gonade, en particulier 

dans les cellules de la pré-granulosa et de la granulosa (Duffin et al., 2009). La suppression de 



 

Introduction 

45 

l'expression de Foxl2 chez la souris est responsable d'une absence de formation de follicules 

ovariens et d'une infertilité mais sans anomalie de différenciation sexuelle (Uda, 2004). 

Cependant, l'étude de l'expression des facteurs masculins au niveau de la gonade montre une 

expression ectopique de SOX9 et FGFR2 dans certaines cellules, indiquant l'action 

antagoniste de FOXL2 et des facteurs de différenciation masculine lors du développement 

folliculaire (Ottolenghi, 2005). FOXL2 est donc nécessaire au développement des cellules de 

la granulosa. De la même façon que l’inactivation conditionnelle de Dmrt1 dans le testicule 

de souris adulte entraîne une reprogrammation de la gonade vers l’ovaire, celle de Foxl2 dans 

l’ovaire adulte aboutit aussi à une telle reprogrammation mais vers le testicule cette fois-ci, 

indiquant que l’action antagoniste des facteurs pro-testiculaires et pro-ovariens est un 

phénomène continu au cours de la vie (Uhlenhaut et al., 2009). 

Chez la chèvre, le syndrome PIS (Polled Intersex Syndrome) associe l’absence de 

cornes chez les animaux homozygotes ou hétérozygotes pour une délétion de 11,7 kb située 

environ 300kb en amont du gène Foxl2 et aboutissant à la perte d’expression de ce dernier et 

à l’arrêt de la transcription de trois longs ARNs non codants (Pailhoux et al., 2001). Chez les 

animaux homozygotes pour cette délétion, un état intersexué était également observé. Le rôle 

du gène Foxl2 dans ce phénotype fut ensuite confirmé par l’inactivation du gène chez la 

chèvre montrant que les individus XX Foxl2
-/-

 présentaient une réversion sexuelle dans le sens 

femelle-mâle, faisant de ce dernier un gène majeur du déterminisme ovarien (Boulanger et al., 

2014). Chez l'humain, les mutations de FOXL2 sont responsables du syndrome BPES 

(Blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus). Les patients présentent des anomalies du 

développement des paupières responsables d'un blépharophimosis, un ptosis et un épicanthus. 

Chez les femmes, une IOP peut s'associer à ces signes oculaires dans le BPES de type I ou 

non dans le BPES de type II (Bell et al., 2001; Crisponi et al., 2001; De Baere, 2001). 

e) FST 

Le gène FST (follistatin) code pour une protéine modulant l'action des activines et des 

inhibines qui appartiennent à la famille des TGFβ (transforming growth factor β). Chez la 

souris, la follistatine est exprimée uniquement dans l'ovaire en développement à partir de 

11,5 dpc directement après l'expression de Wnt4, et selon le même profil d'expression au 

niveau des cellules somatiques (Yao et al., 2004). L'étude de l'expression de la follistatine 

chez les souris invalidées pour Wnt4 montre une absence totale d'expression de Fst tandis que 
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les souris Fst
-/-

 n'ont pas d'altération de l'expression de Wnt4 confirmant l'activation de FST en 

aval de WNT4 (Yao et al., 2004). Plus récemment, Kashimada et al. ont montré le rôle de 

FOXL2 dans le maintien de l'expression de FST proposant un schéma de co-régulation de 

l'expression de FST par WNT4 puis par FOXL2 (Kashimada et al., 2011). L'examen des 

gonades chez les souris XX Fst
-/-

 révèle la présence de vaisseaux cœlomiques à la surface de 

la gonade à 12,5 dpc, ainsi qu'une apoptose massive des cellules germinales à 16,5 dpc 

responsable d'une perte complète des cellules germinales à la naissance, identique à celle 

retrouvée chez les souris Wnt4
-/-

. Le rôle de Fst serait donc d'inhiber la formation des 

vaisseaux cœlomiques présents chez les mâles et de permettre la survie des cellules 

germinales dans le cortex ovarien.  

Au total, de nombreux facteurs sont impliqués dans le développement des gonades 

masculines (Figure 6) et féminines (Figure 8). Le développement gonadique se fait grâce à 

l'expression de ces facteurs à un instant précis du développement gonadique, les facteurs pro-

testiculaires ayant une expression plus précoce que les facteurs pro-ovariens mais ces facteurs 

s'antagonisent tout au long du processus de développement gonadique permettant un 

développement gonadique correct selon le programme établi. C'est pourquoi, tout excès d'un 

facteur ou déficience d'un autre facteur va entraîner un déséquilibre dans la balance et 

entraîner la survenue d'une anomalie du développement sexuel.  

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Schéma récapitulatif des facteurs impliqués dans le développement gonadique 

ovarien. 
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C. Anomalies du développement sexuel 

Les anomalies du développement sexuel (DSD - Disorders of Sex Development) 

correspondent aux situations où il existe une discordance entre le sexe génétique, le sexe 

gonadique et le sexe phénotypique. Pendant de nombreuses années différents termes ont été 

utilisés pour désigner ces situations : hermaphrodisme vrai, pseudohermaphrodisme masculin 

ou féminin et bien d’autres encore. En 2005 ; les avancées dans le diagnostic, la prise en 

charge et le suivi à long terme des patients ont poussé différents groupes d’experts à établir un 

consensus pour la prise en charge de ces patients (Hughes et al., 2006). Une nouvelle 

nomenclature a été proposée afin de faciliter la description des différentes situations (Tableau 

2). 

 

Tableau 2. Proposition de nouvelle nomenclature pour les anomalies du développement 

sexuel (Hughes et al., 2006)  
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A partir de cette nomenclature, une classification reposant sur le résultat du caryotype 

a été établie (Tableau 3). La première catégorie regroupe les DSD liés à une anomalie des 

chromosomes sexuels. Elle inclut le Syndrome de Turner, le Syndrome de Klinefelter, les 

dysgénésies gonadiques mixtes 45,X/46,XY et les chimerismes 46,XX/46,XY. Les deux 

autres catégories concernent les DSD à caryotype 46,XY et 46,XX et sont classés en trois 

sous-catégories : A) les anomalies du déterminisme gonadique, B) les anomalies de la 

synthèse ou de l’action des androgènes, C) les autres DSD ne rentrant pas dans les deux sous-

catégories précédentes. 

 

Tableau 3. Proposition de classification des DSD (Hughes et al., 2006) 
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1. DSD 46,XY : anomalie du déterminisme testiculaire 

Les DSD 46,XY avec une dysgénésie gonadique complète (CGD) ont une absence de 

développement testiculaire. Le testicule est remplacé par une bandelette fibreuse ou une 

gonade dysgénétique ne produisant ni AMH, ni testostérone. Cliniquement, les patientes ont 

des organes génitaux externes féminins sans anomalie et des voies génitales féminines qui 

sont présentes (utérus et trompes). Les patientes viennent consulter car elles présentent une 

aménorrhée primaire. Le caryotype réalisé au cours du bilan montre une formule 46,XY. 

Dans le cas des DSD 46,XY avec une dysgénésie gonadique partielle (PGD), le 

diagnostic est fait en période néonatale chez des enfants présentant un phénotype ambigu qui 

peut être très variable d’un enfant à l’autre en fonction de la quantité de testostérone produite 

par le testicule au moment de la différenciation sexuelle. A l’examen clinique, on peut 

retrouver un hypospadias plus ou moins sévère, un micropénis ou des anomalies du scrotum. 

Concernant les voies génitales, les patients peuvent avoir ou non une persistance des canaux 

de Müller liée à une sécrétion insuffisante d’AMH par les cellules de Sertoli 

Tous les gènes dont nous avons vu précédemment l’implication dans le 

développement de la gonade bi-potentielle ou dans le développement du testicule peuvent être 

impliqués dans les cas de DSD 46,XY avec CGD ou PGD. Cependant, la cause génétique 

n'est retrouvée que dans environ la moitié des cas. 

Le gène le plus fréquemment impliqué dans les dysgénésies gonadiques 46,XY est le 

gène SRY. Des mutations perte de fonction sont retrouvées dans 10 à 15% des cas de CGD 

(Hawkins et al., 1992; Veitia et al., 1997). Le gène NR5A1 est responsable de 10 à 15% des 

cas de PGD (El-Khairi and Achermann, 2012) et de rares cas de CGD. Le troisième gène le 

plus fréquemment impliqué est le gène MAP3K1. Il appartient à la famille des MAPK comme 

le gène Map3k4 dont nous avons vu l'implication dans le développement du testicule chez la 

souris. Les mutations identifiées dans le gène MAP3K1 sont des mutations gain de fonction. 

Elles entraînent une phosphorylation de ses cibles et en particulier p38 et ERK1/2 (mitogen-

activated protein kinase 3/mitogen-activated protein kinase 1) responsable d'une augmentation 

de la fixation des co-facteurs qui sont RHOA (ras homolog family member A), MAP3K4, 

FRAT1 (frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas 1  ) et AXIN1 (Baxter et al., 

2015). Ceci est responsable d'une altération des facteurs de la voie de déterminisme masculin 
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associé à une augmentation des facteurs de la voie du déterminisme féminin comme CTNNB1 

et FOXL2. D'autres gènes sont impliqués dans les cas de DSD 46,XY, ils peuvent être 

responsables de DSD syndromiques ou non (Tableau 4). 

Par ailleurs, il a été décrit des cas de DSD 46,XY avec PGD ou CGD chez des patients 

ayant un réarrangement non pas au niveau de la séquence codante du gène mais dans les 

régions régulatrices. Nous avons vu le rôle de Tesco dans le développement testiculaire chez 

la souris mais son implication chez l'homme n'a pas encore été rapportée. L'existence d'une 

autre région régulatrice spécifique de la gonade chez l'homme avait été évoquée. Benko et al. 

ont rapporté en 2011, deux cas familiaux de patients ayant une délétion en amont de SOX9 à 

environ 500kb (Benko et al., 2011). 
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Tableau 4. Gènes impliqués dans les DSD 46,XY avec CGD ou PGD. 

 
Gène Locus 

Mode de 
transmission 

Phénotype Fréquence 

Non 
syndromique 

SRY Yp11.3 Y CGD (ou PGD) 10-15% 

MAP3K1 5q11.2 AD CGD ou PGD 13-18% 

NR5A1 9q33 AD PGD (ouCGD) 10-15% 

NR0B1 Xp21.3 
RLX 

(duplication) 
CGD Rare 

DMRT1 9p24.3 AD (délétion) CGD (ou PGD) Rare 

CBX2 17q25.3 AR Développement ovarien Rare 

DHH 12q13.1 AR/AD CGD ou PGD Rare 

Syndromique 

WT1 11p13 AD 
Syndrome de Frasier ; 
Syndrome de Denys-Drash ; 
Syndrome WAGR 

Rare 

GATA4 8p23.1 AD 
Malformation cardiaque, 
anomalies testiculaires 

Rare 

SOX9 17q24.3 AD 
Dysplasie campomélique, CGD 
ou PGD 

Rare 

ATRX Xp21.1 RLX 
Alpha-thalassemie, retard 
mental lié à l'X, PGD ou CGD 

Rare 

ARX Xp21.3 RLX Lissencéphalie, CGD ou PGD Rare 

DHCR7 11q13.4 AR 
Syndrome de Smith-Lemli-
Opitz 

Rare 

WNT4 1p36.12 Duplication PGD ou CGD syndromique Rare 
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2. DSD 46,XX : anomalie du déterminisme ovarien 

La fréquence des DSD 46,XX avec un développement testiculaire est estimé à 

1/20.000 environ. Ils peuvent être classés en trois catégories selon la présentation clinique : 1) 

les patients ayant un développement masculin sans anomalies des organes génitaux externes 

ni des voies génitales, 2) les patients XX avec une ambiguïté des organes génitaux externes, 

3) les patients ayant un développement ovotesticulaire. (McElreavey et al., 1993). Dans ces 

trois groupes, la fréquence des anomalies moléculaires retrouvées est très différente. Les 

patients ayant un développement masculin sans anomalie sont les plus fréquents. Il 

représentent environ 85% des cas de DSD 46,XX avec un développement testiculaire. Le 

diagnostic est le plus souvent fait à l'âge adulte car les patients présentent une infertilité due à 

une azoospermie. Dans 80 à 90% des cas, les patients sont porteurs du gène SRY à l'extrémité 

du bras court du chromosome X du fait d'une recombinaison inégale au cours de la méiose 

paternelle (McElreavey et al., 1993; Zenteno-Ruiz et al., 2001). Dans 15% des cas de DSD 

46,XX testiculaire ou ovotesticulaire, le diagnostic est fait en période néonatale devant la 

présence d'organes génitaux externes ambigus. Dans ces cas-là, le locus SRY n'est présent que 

chez 15% des patients.  

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 que 15 ans plus tard qu'une 

autre cause de DSD 46,XX avec développement testiculaire a été identifiée. Le gène RSPO1 a 

été impliqué dans un syndrome associant une dyskératose palmo-plantaire, la survenue de 

cancer spino-cellulaire associées à une développement testiculaire chez des sujets 46,XX 

(Parma et al., 2006).  

L'implication du gène WNT4 dans le développement ovarien chez l'homme a été 

démontrée grâce à l’étude de patients présentant une duplication de WNT4 associé à une 

réversion sexuelle chez des sujets XY. Ceci a permis de montrer que la voie WNT est un 

déterminant positif du déterminisme ovarien (Jordan et al., 2001). Comme nous l'avons vu 

précédemment, les mutations homozygotes de WNT4 chez les patients 46,XX sont 

responsables du syndrome SERKAL, tandis que les mutations hétérozygotes sont 

responsables d'un syndrome associant une agénésie müllerienne avec hypersécrétion de 

testostérone mais sans développement testiculaire. Les patientes ont un phénotype féminin. 
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Au total, jusqu'à la fin des années 2000, seul le gène SRY était identifié dans les cas de DSD 

46,XX avec un développement testiculaire sans anomalie des organes génitaux externes.  

En 2011, plusieurs publications ont rapporté des cas de DSD 46,XX avec un 

développement testiculaire et qui présentaient une duplication située dans un désert génique, 

en amont du gène SOX9 (Benko et al., 2011; Cox et al., 2011; Vetro et al., 2011). Toutes les 

duplications identifiées chez ces patients avaient une région minimale commune de 78 kb et 

nommée RevSex. Cette région est située à environ 550 kb en amont de SOX9 (Figure 9). 

Comme nous l'avons vu, le gène SOX9 est exprimé dans différents tissus au cours du 

développement embryonnaire. Des études ont montré que SOX9 était régulé par de nombreux 

enhancers qui étaient tissus spécifiques. Ces enhancers se situent aussi bien en 5' qu'en 3' du 

gène et sont situés pour certains à plus de 1 Mb en amont de SOX9 (Bagheri-Fam et al., 2006; 

Benko et al., 2009). L'ensemble de ces données suggère que la région RevSex contiendrait 

l'enhancer spécifique de l'expression de SOX9 dans la gonade.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Schéma de la région RevSex identifiée par Benko et al. (Benko et al., 2011). 

Les réarrangements dans le désert génique en amont de SOX9 sont associés à des DSD 46,XX 

et DSD 46,XY. La région autour de SOX9 est représentée en gris, les gènes sont représentés 

par des barres noires. Les gains de copies associées aux DSD 46,XX sont représentés au-

dessus et les délétions associées aux DSD 46,XY sotn représentées en-dessous. La région 

minimale commune de 78 kb est représentée en jaune.  
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Tableau 5. Gènes et régions régulatrices impliqués dans les DSD 46,XX avec développement 

testiculaire ou ovotesticulaire 

 
 

Gène 
ou région 

Locus 
Mode de 

transmission 
Phénotype Fréquence 

Gènes 

SRY Yp11.3 
Translocation 

Y 
déséquilibrée 

Développement testiculaire 80% 

SOX9 17q24.3 Duplication Développement testiculaire Rare 

RSPO1 1p34.3 AR 
Hyperkératose palmo-plantaire, 
carcinome spino-cellulaire, 
développement testiculaire 

Rare 

SOX10 22q13.1 Duplication 
Développement testiculaire ou 
ovotesticulaire 

Rare 

SOX3 Xq27.1 Duplication Développement testiculaire Rare 

WNT4 1p36.12 
AR 
AD 

 

Syndrome SERKAL; 
Aplasie Müllerienne, 
Hyperandrogénie 

Rare 

Régions 
régulatrices 

En amont 
SOX3 

Xq27.1 Délétion Développement testiculaire Rare 

En amont 
SOX9 

17q24.3 Duplication Développement testiculaire 10% 
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D. Développement folliculaire  

Le follicule ovarien est l'unité fonctionnelle du système reproductif féminin. Il est 

constitué d'une seule cellule germinale, l'ovocyte, entouré par des cellules somatiques de 

soutien : les cellules de la granulosa et les cellules de la thèque. Le développement folliculaire 

qui reprend à la puberté permet d'aboutir à la maturation puis à l'expulsion de l'ovocyte.  

1. Les follicules primordiaux 

Comme nous l'avons vu, les follicules primordiaux se forment durant la vie fœtale 

chez la femme lors du développement de l'ovaire. Le pool de réserve des follicules 

primordiaux est définitivement constitué au moment de la naissance avec la présence 

d'environ 1 à 2 millions de follicules primordiaux. L'assemblage des cellules folliculaires 

autour des ovocytes est une étape cruciale conditionnant la fertilité future de la femme.  

2. Le développement folliculaire 

Le développement folliculaire ou folliculogenèse correspond à l'ensemble des 

processus de croissance et de maturation depuis le stade de follicule primordial jusqu'à 

l'ovulation. C'est un processus continu au cours duquel, l'ovocyte va croitre et les cellules de 

soutien vont se développer.  

La folliculogenèse commence par la modification de l'épithélium du follicule 

primordial qui devient un épithélium cubique ou prismatique, on parle alors de follicule 

primaire qui possèsde une taille de 45 à 50 μm. Dans le même temps apparaît une couche de 

glycoprotéine entre l'ovocyte toujours en croissance et les cellules granuleuses appelée zone 

pellucide. Plusieurs follicules primordiaux vont pouvoir s'activer et se transformer en 

follicules primaires mais seuls quelques follicules primaires vont évoluer vers le stade de 

follicule secondaire. L'épithélium cubique du follicule primaire va s'épaissir et devenir un 

épithélium pluristratifié pour former la couche granuleuse. Une membrane basale, ou 

membrane de Slavjansky, se forme autour de la couche granuleuse et les cellules du stroma 

ovarien environnant commencent à former la thèque du follicule à l'origine de la sécrétion des 

androgènes. A ce stade, le follicule secondaire mesure entre 50 et 180 μm. De petites lacunes 

de liquide vont apparaître au sein de la couche granuleuse formant le follicule pré-antral puis 

la fusion de ces lacunes va former l'antrum ou cavité folliculaire. L'ovocyte est repoussé en 
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périphérie et fait sailli dans l'antrum au sommet d'un amas de cellules granuleuses appelé 

cumulus oophorus. Il est recouvert d'une seule couche de cellules granuleuses, la corona 

radiata. En périphérie, la thèque est alors formée de deux couches : la thèque interne 

constituée de cellules et richement vascularisée et la thèque externe formée principalement de 

tissu conjonctif. Jusqu'à ce stade, la croissance du follicule se fait indépendamment de la FSH 

(follicle stimulating hormone). En revanche, à partir du stade de follicule pré-antral/antral, la 

croissance folliculaire passe sous la dépendance de la FSH. Cette croissance est 

principalement liée à l'accroissement du volume de l'antrum. La majorité des follicules 

n'atteint pas le stade pré-ovulatoire, l'ovulation correspondant en réalité à un évènement 

exceptionnel (0,1% des follicules vont jusqu'à l'étape de l'ovulation) (Figure 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Principales étapes du développement folliculaire et de la maturation ovocytaire 

d'après Monniaux et al. (Monniaux et al., 2009). 
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E. Facteurs génétiques de la folliculogenèse 

La formation des follicules primordiaux dépend de la présence des cellules germinales 

et de l'interaction de celles-ci avec les cellules somatiques de soutien par l'intermédiaire de 

signaux paracrines. Pour se former, les amas de PGCs vont devoir se rompre pour laisser la 

place à des cellules germinales individualisées qui vont être entourées par une couche uni-

stratifiée de cellules de soutien. En l'absence de cellules germinales, les follicules primordiaux 

ne se forment pas montrant l'importance de l'interaction entre les cellules germinales et les 

cellules de soutien environnantes pour la mise en place du follicule primordial (Guigon and 

Magre, 2006; Guigon et al., 2005).  

1. Formation des follicules primordiaux  

a) Voies de signalisations Notch et Kitl/Kit  

La voie de signalisation Notch est impliquée dans la mise en place des follicules 

primordiaux. En effet, elle est impliquée dans la rupture des amas de PGCs. Les ligands de la 

voie Notch, JAGGED1 et JAGGED2 sont exprimés au niveau des cellules germinales tandis 

que les récepteurs NOTCH1 et NOTCH2 sont exprimés dans les cellules de la pré-granulosa. 

La délétion conditionnelle du gène Jag1 au niveau des cellules germinales ou de Notch2 dans 

les cellules de la granulosa chez la souris est responsable d'une formation anormale des 

follicules primordiaux. On observe soit des follicules contenant de nombreux ovocytes 

indiquant un échec de fragmentation des amas ovocytaires au moment de la formation des 

follicules ou bien la présence de pseudo-follicules contenant de grands ovocytes mais 

dépourvus de cellules de soutien (Vanorny et al., 2014; Xu and Gridley, 2013). La 

coopération des cellules de soutien et des cellules germinales pour la formation des follicules 

primordiaux se fait par l'intermédiaire de la voie de signalisation Notch. 

De la même manière, le récepteur KIT de la voie de signalisation Kit/Kitl est exprimé 

au niveau des ovocytes tandis que KITL est produit principalement par les cellules de la 

granulosa. L'inhibition de l'expression de KIT dans des cultures d'ovaires est responsable 

d'une diminution de la fragmentation des amas ovocytaires et d'une diminution de l'apoptose 

des ovocytes. Cet effet de la voie KITL/KIT semble être médié par la voie des MAPK (Jones 

and Pepling, 2013). 
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L'interaction entre les cellules de la granulosa et les cellules germinales se fait donc de 

manière bi-directionnelle. 

b) SOHLH1 et SOHLH2 

Les gènes SOHLH1 (spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 1) 

et SOHLH2 (spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 2) codent pour 

des facteurs de transcription ayant un domaine bHLH (basic helix-loop-helix) exprimés 

spécifiquement dans les cellules germinales masculines et féminines avant l'apparition des 

follicules primordiaux et dans les ovocytes des follicules primordiaux (Choi et al., 2008a; 

Zhang et al., 2015). Les modèles de souris KO pour Sohlh1 ou Sohlh2 montrent des anomalies 

du développement folliculaire similaires associant une perte totale des follicules à trois 

semaines de vie par défaut de prolifération des cellules de la pré-granulosa. Ces anomalies 

sont liées à la diminution de l'expression de gènes impliqués dans la développement 

folliculaire tels que Nobox (NOBOX oogenesis homeobox) , Figla (folliculogenesis specific 

bHLH transcription factor) et Lhx8 (LIM homeobox 8) suggérant que Sohlh1 et Sohlh2 sont 

situés en amont de ces gènes (Choi et al., 2008a; Pangas et al., 2006). Plus récemment, il a été 

montré que SOHLH1 et SOHLH2 coopèrent pour inhiber l'expression de STRA8 dans les 

cellules germinales au stade de prophase I de méiose dans les spermatogonies (Desimio et al., 

2015). Au total, SOHLH1 et SOHLH2 jouent un rôle important dans la régulation de la 

folliculogenèse en régulant de nombreux facteurs nécessaires à son déroulement. Des 

variations dans ces deux gènes ont été rapportées chez des patientes présentant une IOP (Qin 

et al., 2014; Zhao et al., 2015). 

c) FIGLA 

Le gène FIGLA (folliculogenesis specific bHLH transcription factor) codant pour un 

facteur de transcription joue un rôle important dans la mise en place des follicules 

primordiaux. Chez la souris, son expression apparaît au niveau des gonades après la 

différenciation en gonade féminine, au moment où les cellules germinales entrent en méiose. 

Cette expression est détectée, uniquement, au niveau des ovocytes. L'étude de souris KO 

Figalpha
-/-

 montre que ces souris ont un développement gonadique normal mais les ovaires à 

la naissance sont dépourvus de follicules primordiaux donnant un aspect « ratatiné » à ces 

ovaires (Soyal et al., 2000). Les follicules primordiaux ne se forment pas car les cellules de 
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soutien n'adhèrent pas à l'ovocyte et donc ne peuvent l'entourer menant à une atrésie 

prématurée. Dans le même temps, l'ovocyte ne grossit pas et ne progresse pas jusqu'au stade 

diplotène. Chez l'humain, une étude de l'expression des gènes au niveau des follicules 

primordiaux montre une forte augmentation de l'expression de FIGLA et l'étude de ce gène 

chez des patientes présentant une IOP a montré la présence de mutations altérant la fonction 

de la protéine (Fowler et al., 2009; Zhao et al., 2008).  

d) NOBOX 

Le gène NOBOX (NOBOX oogenesis homeobox) code pour un facteur de transcription 

ayant un domaine à homeobox permettant sa fixation à l'ADN. L'expression de Nobox est 

détectable précocement dans les ovogonies et persiste dans l'ovocyte tout au long de la 

folliculogenèse (Suzumori et al., 2002). Plus récemment, Bouilly et al. ont montré que 

NOBOX était également exprimé dans les cellules de la granulosa au cours du développement 

folliculaire et qu'il était capable d'interagir avec FOXL2 (Bouilly et al., 2014). Des études 

réalisées in vitro ont montré que NOBOX pouvait se lier aux promoteurs de Pou5f1 (POU 

class 5 homeobox 1) et Gdf9 (growth differentiation factor 9) indiquant son rôle direct dans la 

régulation de ces gènes au cours de la follicuolgenèse (Choi and Rajkovic, 2006). NOBOX 

joue un rôle dans la mise en place du follicule primordiale, en effet les souris KO pour Nobox 

présentent un défaut de dissociation des amas de cellules germinales empêchant la formation 

de follicules primordiaux (Lechowska et al., 2011). NOBOX a également été impliqué dans 

l'activation folliculaire puisque les souris déficiente pour Nobox présentent un défaut 

d'activation et de développement des follicules primordiaux responsable d'une accélération de 

la perte ovocytaire (Rajkovic et al., 2004). L'étude de l'expression des gènes montre que Gdf9 

et Pou5f1 sont réprimés chez ces souris. L'étude du gène NOBOX chez des patientes 

présentant une IOP a permis de mettre en évidence des mutations qui altèrent la fonction de la 

protéine NOBOX (Bouilly et al., 2015). 
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e) FOXL2 

FOXL2, comme nous l'avons vu précédemment, est un déterminant majeur de la 

différenciation féminine de la gonade mais il est également indispensable au développement 

folliculaire. Lors du développement folliculaire chez la souris, Foxl2 est exprimé au niveau 

des cellules de soutien puis dans les cellules de la granulosa tout au long de la folliculogenèse. 

L'abolition de FOXL2 chez la souris entraîne un défaut de formation des follicules lié à la 

persistance des amas d'ovogonies et d'un défaut d'englobement des ovogonies par les cellules 

de la granulosa. FOXL2 est également impliqué dans l'activation folliculaire. En effet, lorsque 

les follicules primordiaux ont pu se former, les cellules de la granulosa ne se transforment pas 

en cellules cuboïdes bloquant le follicule au stade primordial. responsable d'une atrésie 

prématurée (Uda, 2004). Ces résultats sont en accord avec le phénotype retrouvé chez 

l'humain, comme nous l'avons vu précédemment, FOXL2 est responsable du syndrome BPES 

qui associe dans le type I une IOP (Bell et al., 2001; De Baere, 2001). 

FOXL2 est donc un élément majeur du fonctionnement ovarien mais il garde 

également son rôle de principal facteur du déterminisme de l’ovaire puisque son inactivation 

conditionnelle dans la gonade adulte aboutit à des signes de trans-différenciation vers le 

testicule (Uhlenhaut et al., 2009). 

f) Acide rétinoïque 

Les précurseurs des cellules de la granulosa contrôlent le développement ovarien en 

favorisant la différenciation des cellules de la thèque ainsi qu'en régulant l'entrée en méiose 

des cellules germinales (Lin and Capel, 2015). En effet, les cellules de soutien de l'ovaire en 

développement (à la différence des cellules de soutien au niveau testiculaire) expriment très 

peu l'enzyme CYP26B1 (cytochrome P450 family 26 subfamily B member 1) responsable de 

la dégradation de l'acide rétinoïque sécrétée par le mésonéphros adjacent. De ce fait, l'acide 

rétinoïque peut alors se fixer sur ses récepteurs situés au niveau des cellules germinales XX 

permettant l'activation de ses cibles et l'entrée en méiose de celles-ci. L'une des cibles de 

l'acide rétinoïque est le gène STRA8 et son expression au niveau de la gonade féminine est un 

marqueur précoce d'entrée en méiose (Childs et al., 2011; Naillat et al., 2010). Cependant, 

l'acide rétinoïque n'est pas le seul facteur responsable de l'entrée en méiose des cellules 

germinales, la voie WNT/β-catenine est également impliquée. En effet, Chassot et al. ont 
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montré, en 2011, le rôle de WNT4 et RSPO1 dans la prolifération et l'entrée en méiose des 

cellules germinales (Chassot et al., 2011; Naillat et al., 2010).  

2. Régulation du pool de follicules primordiaux 

Le nombre d'ovocytes décroit fortement dans les derniers mois de développement au 

cours de la formation des follicules primordiaux du fait de l'entrée en apoptose des ovocytes. 

L'apoptose des cellules germinales est un processus normal au cours du développement 

folliculaire. Ce processus est sous la dépendance de l'action de facteurs anti-apoptotiques 

comme BCL2 (BCL2, apoptosis regulator) et BCLX (BCL2 like 1) et de facteurs pro-

apoptotiques tels que BAX (BCL2 associated X, apoptosis regulator) ou la voie des Caspases 

(Perez et al., 1999; Rucker et al., 2000). 

3. Croissance folliculaire 

a) Famille du TGF-β : GDF9 et BMP15 

La famille du TGF- est composée d’une trentaine de membres que l’on retrouve dans 

tout le règne animal, dont les TGF-s, les activines et les BMPs (Bone Morphogenic 

Proteins). Ces cytokines jouent un rôle primordial dans la détermination du devenir cellulaire 

au cours de l’embryogenèse et contrôlent un large spectre de réponses biologiques chez 

l’adulte (Roberts, 1998).  

GDF9 (growth differentiation factor 9) appartient à la famille du TGF-β. Au cours de 

la folliculognèse, il est synthétisé par l'ovocyte et permet le développement des cellules de la 

granulosa. L'étude des souris KO pour Gdf9 montre une infertilité complète chez les souris 

femelles XX. L'étude histologique des gonades de ces souris montre un blocage du 

développement folliculaire au stade de follicule primaire. Par ailleurs, l'acquisition de la 

compétence méiotique de l'ovocyte est également altérée chez ces souris KO (Dong et al., 

1996). Le gène GDF9 a également été impliqué chez l'homme dans le développement 

ovarien. En effet, différentes mutations du gène GDF9 ont été rapportées chez des femmes 

présentant une IOP (Laissue et al., 2006; Qin et al., 2015). 

Un autre membre de la famille du TGF-β a été impliqué dans le développement du 

follicule ovarien, le gène BMP15 (bone morphogenetic protein 15). Il est exprimé dans 
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l'ovocyte à partir du stade de follicule primaire chez l'humain. A la différence des souris KO 

Gdf9 qui sont totalement infertiles, les souris KO Bmp15 sont partiellement fertiles, mais le 

nombre de portées et le nombre d'individus par portée est diminué. Ceci est conforté par 

l'étude histologique des gonades qui montre une taille normale de celles-ci mais un nombre de 

follicules diminué (Yan et al., 2001). Le facteur BMP15 est impliqué dans la croissance et la 

maturation du follicule depuis le stade de follicule primaire. Il régule la sensibilité des cellules 

de la granulosa à la FSH et prévient l'apoptose de celles-ci. Enfin, comme GDF9, il est 

impliqué dans le développement méiotique ovocytaire (Persani et al., 2014). De nombreux 

variants ont été rapportés chez des patientes présentant une IOP, cependant le mécanisme 

responsable de l'IOP chez ces patientes n'est pas encore complètement déterminé (Di Pasquale 

et al., 2006; Laissue et al., 2006; Persani et al., 2014; Rossetti et al., 2009).  

b) Voie de signalisation PI3K 

Nous avons vu précédemment que la voie de signalisation Kitl/Kit est impliquée dans 

la mise en place du follicule primordial. Cependant, il joue également un rôle tout au long du 

développement folliculaire. En effet, KIT est exprimé à la surface de l'ovocyte à tous les 

stades du développement folliculaire et le blocage de cette voie de signalisation est 

responsable d'anomalies de développement du follicule primordial jusqu'au stade pré-antral 

suggérant un rôle de KIT/KITL dans le développement du follicule indépendamment des 

gonadotrophines (Yoshida et al., 1997). L'utilisation de modèle de culture d'ovocyte in vitro a 

permis de montrer le rôle de KITL dans l'activation de la voie de signalisation PI3K (Reddy et 

al., 2005). 

La voie de signalisation de PI3K (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) est 

une voie de signalisation classique constituée de nombreuses molécules de signalisation dont 

des kinases, des phosphatases et des facteurs de transcription. Ces molécules jouent un rôle 

fondamental dans la régulation de la prolifération cellulaire, la survie, la migration et le 

métabolisme (Cantley, 2002; Stokoe, 2005). L'activation de la voie de PI3K au niveau de 

l'ovocyte entraîne le recrutement en particulier d'Akt qui est une molécule centrale de la voie 

PI3K/AKT. Une des cibles de AKT (AKT serine/threonine kinase) est la famille de facteurs 

de transcription FOXO et en particulier les facteurs FOXO1 (forkhead box O1) et FOXO3A 

(forkhead box O3A) (Accili and Arden, 2004; Arden and Biggs, 2002). De manière 

intéressante, FOXO3A est exprimé dans l'ovocyte au stade de follicule primordial et de 
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follicule primaire. Les souris KO Foxo3a
-/-

 présentent une activation folliculaire excessive 

responsable d'une mort ovocytaire et d'une diminution du stock folliculaire. FOXO3A est 

donc un répresseur de l'activation folliculaire (Castrillon, 2003). Ceci a également été montré 

par Liu et al. qui ont produit des souris qui exprimaient de manière constitutive FOXO3A et 

qui étaient également infertile mais dans ce cas suite à un retard de croissance ovocytaire et 

un retard de développement folliculaire (Liu et al., 2007). Des variations de FOXO3A chez 

des patientes ont été rapportées présentant une IOP mais le rôle pathologique de ces variations 

restent à déterminer (Wang et al., 2010; Watkins et al., 2006). Le facteur PTEN (phosphatase 

and tensin homolog) en revanche régule négativement la voie PI3K/AKT. L'inactivation de 

PTEN dans les ovocytes de souris est responsable de l'activation de l'ensemble du pool de 

follicules primordiaux conduisant à l'épuisement prématuré du stock folliculaire et à une IOP 

(Kim et al., 2007; Reddy et al., 2008). 

c) LHX8  

D'autres facteurs régulent l'activation folliculaire. C'est le cas de LHX8 (LIM 

homeobox gene 8), un facteur de transcription à homeobox qui est fortement exprimé dans 

l'ovocyte au stade de follicule primordial mais également tout au long du développement du 

follicule. L'étude histologique des ovaires des souris Lhx8
-/-

 montre que ceux-ci ont un aspect 

normal à la naissance, avec la présence de nombreux follicules primordiaux. En revanche, à 

8dpc, la transition de ces follicules vers le stade de follicule primaire ne se fait pas. L'étude de 

l'expression des gènes nécessaires au développement folliculaire montre une absence 

d'expression de Gdf9, Pou5f1 et Nobox (Choi et al., 2008b). Une étude plus récente chez des 

souris KO pour Lhx8 au stade de follicule primordial montre cette fois-ci une activation 

massive du pool de follicules primordiaux avec au niveau moléculaire la translocation de 

FOXO3A du compartiment nucléaire vers le compartiment cytoplasmique suggérant une 

inhibition de la voie PI3K/AKT (Ren et al., 2015).  
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Figure 11. Schéma des principaux facteurs et voies de signalisation impliqués dans le 

développement folliculaire basal. (RA : acide rétinoïque) 
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4. Croissance folliculaire hormonodépendante 

A partir du stade antral, la croissance du follicule se fait sous la dépendance de la FSH. 

En effet, celle-ci est nécessaire pour la survie du follicule antral, pour la prolifération des 

cellules de la granulosa, pour l'expression des récepteurs à la LH (luteinizing hormone) et 

pour la production d'œstradiol. La FSH se fixe sur son récepteur FSHR situé au niveau des 

cellules de la granulosa permettant l'activation de la voie de signalisation adenylyl 

cyclase/cAMP/protéinase K (PKA) responsable de la phosphorylation et l'activation du 

facteur de transcription CREB (cAMP-response element-binding protein) entraînant 

l'activation des gènes cibles et en particulier l'aromatase (CYP19A1 - cytochrome P450 

family 19 subfamily A member 1) et le récepteur à la LH (LHR – luteinizing hormone 

receptor) (Edson et al., 2009). La fixation de la FSH est également responsable de l'activation 

de voies de signalisation indépendante de PKA telle que la voie PI3K/AKT. Les souris KO 

pour Fshβ qui code pour la sous-unité beta de la protéine FSH présente des follicules aux 

différents stades de maturation depuis le stade primordial jusqu'au stade pré-antral. En 

revanche, aucun follicule au stade antral et préovulatoire ne sont présent (Kumar et al., 1997). 

Plusieurs mutations ont été identifiées chez des patientes ayant une IOP. Ces mutations sont 

responsables d'anomalies d'adressage ou d'expression de la protéine à la membrane ou bien 

modifient la transduction du signal (Beau et al., 1998; Rannikko et al., 2002). 

F. Insuffisance Ovarienne Prématurée  

1. Définition 

L'insuffisance ovarienne prématurée se définit par la survenue d'une aménorrhée 

primaire ou secondaire avant l'âge de 40 ans avec un taux élevé de gonadotrophines 

(FSH>40UI/l). La prévalence est estimée entre 1 et 5% de la population féminine (De Vos et 

al., 2010). Cliniquement, l'IOP peut se manifester sous différentes formes : un impubérisme 

avec une absence de développement mammaire, une aménorrhée primaire, une aménorrhée 

primo-secondaire ou une aménorrhée secondaire. Les signes cliniques sont liés à la carence 

œstrogénique : bouffées de chaleur, insomnie, asthénie, dyspareunie et troubles de l'humeur 

(Christin-Maitre et al., 2006). Trois mécanismes peuvent expliquer la survenue d'une IOP : 1) 

une anomalie de la formation du pool de follicules primordiaux ; 2) un blocage de la 
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maturation folliculaire à n'importe quelle étape du développement folliculaire ; 3) un 

épuisement anormalement rapide du stock folliculaire.  

Les causes d'IOP sont multiples : auto-immunes, iatrogènes (liée à une chirurgie, une 

chimiothérapie ou une radiothérapie), environnementales ou génétiques. Cependant dans la 

majorité des cas, la cause n'est pas retrouvée et on parle alors d'IOP idiopathique. Il est à noter 

que dans 10 à 15% des cas, il existe une histoire familiale d'IOP suggérant une cause 

génétique dans certains cas. Les causes génétiques d'IOP sont nombreuses, les plus fréquentes 

sont les anomalies chromosomiques et les mutations ponctuelles dans des gènes responsables 

d'IOP isolée ou syndromique. 

2. Anomalies chromosomiques impliquées dans les IOP 

Le syndrome de Turner est la cause chromosomique d'IOP la plus fréquente et 

concerne une fille sur 2500 naissances environ. Il se définit par la présence d'une monosomie 

X qui peut être complète ou partielle, homogène ou en mosaïque. Cliniquement, on retrouve 

une petite taille, une dysgénésique gonadique avec des ovaires sous forme de bandelettes 

fibreuses et un syndrome malformatif. Les patientes présentent le plus souvent une 

aménorrhée primaire même si des pubertés spontanées et des grossesses ont été rapportées 

(Sybert and McCauley, 2004).  

Les patientes présentant une formule chromosomique 47,XXX ont habituellement une 

fertilité normale mais quelques cas d'IOP ont été rapportés. 

Les délétions du bras longs du chromosome X sont associées à une IOP. L'étude des 

points de cassure des translocations X;autosomes a permis d'identifier les régions du bras long 

du chromosome X qui étaient indispensables à une fonction ovarienne. Deux régions sur le 

bras long ont été identifiées : la région POF1 (Premature ovarian Faliure 1) située en Xq26-

q28 et la région POF2 (Premature ovarian Faliure 2) située en Xq13.3-q21.1. Les patientes 

ayant une délétion terminale du bras long du chromosome X dont le point de cassure passe 

par la région POF2 ont un phénotype plus sévère que celles qui ont un point de cassure dans 

POF1. En effet, elles présentent le plus souvent une aménorrhée primaire alors que les autres 

patientes présentent plutôt une aménorrhée secondaire. Plusieurs gènes situés dans ces deux 

régions ont été proposés pour expliquer le phénotype d'IOP. Le gène DIAPH2 (Diaphanous-

related formin 2) situé en Xq22 code pour un homologue du gène Dia chez la drosophile chez 
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laquelle il est responsable d'infertilité (Bione et al., 1998), cependant, il n' pas été impliqué 

dans d'autres études par la suite. Le gène XPNPEP2 (X-prolyl aminopeptidase 2) retrouvé 

impliqué chez 9 patientes ayant une translocation X;autosome, mais le rôle de cette protéine 

n'est pas complètement élucidé (Prueitt et al., 2000). Le gène POF1B (premature ovarian 

failure, 1B) situé dans la région POF2 a également été évoqué, le séquençage du gène dans 

une famille avec une forme familiale d'IOP a permis d'identifier une mutation homozygote 

dans l'exon 10 chez tous les apparentés atteints. Cette protéine pourrait jouer un rôle dans la 

division des cellules germinales (Lacombe et al., 2006). Enfin, le gène PGRMC1 

(progesterone receptor membrane component 1) situé en Xq24 a été identifié chez une mère 

et sa fille. PGRMC1 jouerai un rôle antiapoptotique des cellules ovariennes par la voie de 

signalisation de la progestérone (Mansouri et al., 2008). D'autres études ont identifié des 

variations faux-sens dans PGRMC1 (Mansouri et al., 2008; Wang et al., 2014b). 

Un aperçu des causes chromosomiques d'IOP est présenté dans le Tableau 6.  

Tableau 6. Principales causes chromosomiques d'IOP. 

 

Type 
d'anomalie 

Anomalie Locus Phénotype Fréquence 

Anomalies 
de nombre 

Syndrome de Turner Xp11.2-p22.1  
Petite taille, syndrome 

malformatif, CGD (ou PGD) 
1/2.500 

Triple X 47,XXX Quelques cas d'IOP 1/900 

Anomalies 
de 

structures 

Délétion terminale Xq 
(POI2) 

Xq13-q21 
Aménorrhée primaire, 

impubérisme 
Rare 

Délétion terminale Xq 
(POI1) 

Xq23-q28 Aménorrhée secondaire Rare 

TranslocationX;autosome NA Aménorrhée primairsecondaire Rare 
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3. IOP syndromiques 

Dans certains cas, l'IOP fait partie d'un phénotype plus complexe impliquant des 

anomalies d'autres organes ou tissus. On parle alors d'IOP syndromique. Plusieurs gènes ont 

été identifiés comme étant responsables d'IOP syndromique, ils sont rapportés dans le Tableau 

7. 

Syndrome BPES 

Le syndrome BPES (Blepharophimosis, ptosis, and epicanthus inversus syndrome) 

(OMIM #110100) correspond à un trouble ophtalmologique associant un blépharophimosis, 

un ptosis, un épitcanthus et un télécanthus. Dans certains cas peut s'y associer une IOP, on 

parle alors de BPES de type I, ou bien être isolé dans les BPES de type II (Zlotogora et al., 

1983). Le gène FOXL2 dont nous avons vu le rôle dans le développement ovarien et 

folliculaire a été identifié comme responsable de syndrome BPES de type I et de type II 

(Crisponi et al., 2001). Les mutations conduisant à la production d'une protéine tronquée sont 

plutôt responsables de syndrome BPES de type I tandis que les mutations conduisant à une 

augmentation du domaine poly-Alanine sont plutôt responsable des BPES de type II (Pisarska 

et al., 2011) (Figure 12). Des mutations de FOXL2 ont également été retrouvées chez des 

patientes ayant une IOP isolée. Il est estimé que 2 à 3% des patientes ayant une IOP auraient 

une mutations dans le gène FOXL2 (Harris et al., 2002; Qin et al., 2015). 

 

 

 

 

Figure 12. Structure de la protéine FOXL2 qui contient un domaine Forkhead dans sa partie N 

terminale et un stretch poly-alanine.  
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Galactosémie 

La galactosémie (OMIM #230400) est une maladie métabolique liée à une anomalie 

du métabolisme du galactose dont l'incidence est estimée à 1/30.000 à 1/60.000. Le phénotype 

retrouvé est assez sévère avec la présence d'une déficience intellectuelle, une cataracte 

précoce, un retard staturo-pondéral, une insuffisance rénale et hépatique et chez la femme, 

une IOP. Le gène impliqué dans cette forme de galactosémie de transmission autosomique 

récessive est le gène GALT (galactose-1-phosphate uridylyltransferase) (Calderon et al., 

2007). L'IOP survient chez pratiquement toutes les patientes ayant une mutation homozygote 

dans le gène GALT responsable d'une abolition complète ou quasi-complète de l'activité de 

l'enzyme. L'IOP retrouvée chez ces patientes serait due à une accumulation de galactose au 

niveau ovarien responsable de l'apoptose des ovocytes (Liu, 2000). 

Syndrome de Perrault 

Le syndrome de Perrault (OMIM #233400) est caractérisé par l'association d'une 

dysgénésie ovarienne et d'une surdité neurosensorielle. Chez l'homme, seule la surdité est 

présente, il n'existe pas de d'anomalie du développement gonadique. La prévalence de ce 

syndrome n'est pas connue mais probablement sous-estimée en l'absence d'une femme atteinte 

dans la famille. Le diagnostic est porté devant la présence d'un retard pubertaire (des cas 

d'aménorrhée secondaire ont été rapportés également) chez une patiente présentant une surdité 

neurosensorielle de sévérité variable. Dans certains cas peuvent s'associer également des 

troubles neurologiques tels qu'une déficience intellectuelle, des anomalies cérébelleuses ou 

des anomalies du système nerveux périphérique (Pierce et al., 2010). Il existe une 

hétérogénéité génétique puisque cinq gènes ont déjà été impliqués dans ce syndrome. 
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AR : autosomique récessif; AD : autosomique dominant 

Tableau 7. Principaux syndromes ou maladies avec les gènes impliqués dans les IOP 

syndromiques. 

Syndrome ou maladie Gène(s) Locus Transmission 

BPES FOXL2 3q22.3 AD 

Syndrome de Perrault 

HSD17B4 

HARS2 

CLPP 

LARS2 

C10orf2 

5q23.1 

5q31.3 

19p13.3 

3p21.31 

10q24.31 

AR 

AR 

AR 

AR 

AR 

Galactosémie GALT 9p13 AR 

Pseudohypoparathyroïdie  
de type 1a 

GNAS1 20q13 AD maternel 

 

4. Gènes impliqués dans les IOP non syndromiques 

Les gènes dont nous avons vu l’implication dans le développement folliculaire 

peuvent être impliqués dans la survenue d’une IOP et ne sont pas représentés ici. Les gènes 

les plus fréquemment impliqués chez des patientes ayant une IOP sont rapportés dans le 

Tableau 8.  

FMR1 

Le gène FMR1 (fragile X mental retardation) est situé sur le bras long du chromosome 

X en Xq27.3. Ce gène est associé au syndrome de l'X-fragile, une maladie héréditaire 

dominante liée à l'X, qui associe une déficience intellectuelle plus ou moins sévère, des signes 

physiques discrets tels qu'une dysmorphie et une hyperlaxité des doigts auxquels peuvent 

s'ajouter également des troubles du comportement. Le syndrome de l'X-fragile est lié à 

l'inhibition de la transcription du gène FMR1, causée par une expansion anormalement élevée 

de la répétition de triplets (CGG)n présent dans la région 5' non traduite du gène et des 

méthylations qui s'en suivent. Habituellement, le nombre de répétition du triplet CGG est 

inférieur à 45. Chez les patients ayant un syndrome de l'X-fragile, le nombre de répétition est 

> 200, on parle alors de mutation complète. Cette dernière apparaît lorsqu’un chromosome X 

porteur d’un nombre de triplets compris entre 50 et 200 est transmis par une femme : on parle 

alors de femmes prémutées et celles-ci présentent un risque élevé d’IOP. Chez les hommes 
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prémutés, le risque serait plutôt l’apparition d’une maladie neurodégénérative ou syndrome 

FXTAS (Fragile X Tremor and Ataxia Syndrome). En effets, des études ont montré 

qu'environ 6% des femmes ayant une IOP sont porteuses d'une pré-mutation dans le gène 

FMR1 et que 20% des femmes ayant une pré-mutation développent une IOP (Allingham-

Hawkins et al., 1999; Hagerman and Hagerman, 2002; Marozzi et al., 2000). Tassone et al. 

ont montré que la pré-mutation est responsable d'une augmentation de la transcription de 

FMR1 (Tassone et al., 2007). Cette augmentation de la concentration de l'ARNm dans la 

cellule entraîne la formation d'inclusions cytoplasmiques d'ARNm qui auraient pour 

conséquence, une toxicité cellulaire conduisant à l'apoptose de la cellule (Tassone et al., 

2007).  

NR5A1 

Le gène NR5A1 est un acteur majeur du développement gonadique puisqu'il est 

impliqué dans le développement de la gonade bi-potentielle puis du testicule. Il a également 

été impliqué dans des cas d'IOP (Janse et al., 2012; Lourenço et al., 2009; Voican et al., 

2013). Les mutations de NR5A1 sont retrouvées dans environ 1% des cas d'IOP. Les 

conséquences fonctionnelles de ces mutations n'ont pas toujours été confirmées. 

D'autres gènes ont été également impliqués dans quelques cas familiaux ou isolés (Qin 

et al., 2015). 
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Tableau 8. Gènes les plus fréquemment impliqués dans les IOP non syndromiques. 

 

 

Gène Locus Transmission Phénotype Expression / Rôle 

FMR1 Xq27.3 Liée à l'X Aménorrhée secondaire 
Expression ovocytaire et dans les cellules de 
la granulosa (Ferder et al., 2013; Hoffman et 
al., 2012) 

BMP15 Xp11.2 Liée à l'X 
Aménorrhée primaire ou 

secondaire 

Expression ovocytaire dans le follicule 
primaire(Dube et al., 1998; Laitinen et al., 
1998) 

PGRMC1 Xq24 Liée à l'X Aménorrhée secondaire 
Régulation de la prolifération des cellules de 
la granulosa (Peluso, 2013)  

POF1B Xq21.2 
Récessive 
liée à l'X ? 

Aménorrhée secondaire 
Régulation de la division cellulaire (Lacombe 
et al., 2006) 

FIGLA 2p13.3 AD Aménorrhée secondaire 
Expression ovocytaire dans le follicule 
primordial (Soyal et al., 2000) 

FSHR 2p16.3 AR Aménorrhée secondaire 
Régulation de la croissance folliculaire et de 
la maturation ovocytaire (Ulloa-Aguirre et al., 
2007) 

FOXL2 3q23 AD BPES type 1 ou 2 
Expression dans les cellules de la granulosa, 
formation du follicule primordial (Duffin et 
al., 2009; Uda, 2004) 

GDF9 5q31.1 AD 
Aménorrhée secondaire 

SOPK 
Expression ovocytaire tout au long de la 
maturation folliculaire (McGrath et al., 1995) 

NOBOX 7q35 AD Aménorrhée secondaire 
Expression ovocytaire, nécessaire à la 
maturation ovocytaire (Rajkovic et al., 2004) 

NR5A1 9q33.3 AD Aménorrhée secondaire 
Expression dans les cellules de la granulosa 
tout au long de la maturation folliculaire 
(Falender et al., 2003) 
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II. Objectifs de l’étude 

L’objectif de ce travail était d’identifier de nouveaux mécanismes moléculaires 

impliqués dans le développement testiculaire et le développement folliculaire ovarien. 

 

Les objectifs spécifiques de ce travail étaient : 

 Identifier de nouveaux gènes impliqués dans le développement testiculaire soit 

par la recherche de microremaniements chromosomiques soit par une étude 

d’exome chez des patients DSD 46,XX avec un développement testiculaire ou 

ovotesticulaire. 

 Etudier la région RevSex dans une cohorte de patients pour évaluer la 

fréquence des remaniements de cette région dans les cas de DSD 46,XX et 

DSD 46,XY et pour redéfinir la région minimale critique. 

 

 Identifier de nouveaux gènes impliqués dans le développement folliculaire 

ovarien par la recherche de microremaniements chromosomiques chez des 

patientes présentant une IOP 
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III. Matériels et méthodes 

A. Patients 

1. Cohortes de patients DSD  

a) Cohorte DSD 46,XX testiculaire ou ovotesticulaire 

Les patients inclus dans cette étude ont été recrutés au sein de l’unité de Génétique 

Chromosomique du Département de Génétique Médicale de l’hôpital Armand Trousseau à 

Paris. Ils ont été adressés au laboratoire par les services d’Endocrinologie pédiatrique de 

l’hôpital Robert Debré ou bien des services d’Endocrinologie adulte et Médecine de la 

reproduction des hôpitaux de Tenon et de la Pitié-Salpêtrière à Paris ainsi que des services de 

génétique d'Angers, Montpellier et Poitiers. Les critères d'inclusion dans cette cohorte était la 

présence d'une caryotype 46,XX sans anomalie décelée en cytogénétique conventionnelle 

avec une absence du locus SRY en FISH ou par PCR. 

b) Cohorte DSD 46,XY avec CGD et DSD 46,XX testiculaire ou 

ovotesticulaire 

Les échantillons inclus dans cette cohorte sont issus de la banque d'échantillons du 

Département de Génétique Humaine de l'Institut Pasteur. La cohorte est composée de patients 

ayant soit un DSD 46,XY avec une dysgénésie gonadique complète (CGD) ou partielle 

(PGD), soit de patients 46,XX avec un développement testiculaire. 

2. Cohorte de patientes ayant une IOP 

Les cas sporadiques d'IOP ont été recrutés au sein des Services d'Endocrinologie des 

hôpitaux Saint Antoine et Pitié-Salpêtrière à Paris. Les cas familiaux d'IOP ont été recrutés au 

cours du PHRC FAMIOP "Analyse génétique des formes familiales d’Insuffisances 

Ovariennes Prématurées". Les critères d'inclusion dans cette étude étaient : 1) un caryotype 

sans anomalie décelée; 2) une absence de pré-mutation du gène FMR1. Toutes les patientes 

ont eu une évaluation clinique et un dosage des gonadotrophines selon les recommandations 

afin de confirmer l'IOP.  
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Tous les patients (ou les parents pour les patients mineurs) inclus dans ce travail ont 

signé un consentement pour la réalisation d’études génétiques afin d'identifier l'anomalie 

génétique responsable de la pathologie. 

B. Etude génétique pangénomique 

Dans les années 1990, les puces à ADN génomique ou micro-array ont été mises au 

point pour permettre un criblage global du génome avec une meilleure résolution que celle du 

caryotype. Ces puces permettent de mettre en évidence des déséquilibres génomiques en perte 

ou en gain de tout ou partie d’une ou plusieurs régions génomiques. Ces techniques sont 

basées soit sur le principe de l’hybridation génomique comparative entre deux ADNs 

(Comparative Genomic Hybridization array - CGH array) soit sur une approche d’analyse des 

SNPs (Single Nucleotide Polymorphism array - SNP array). Elles peuvent détecter des pertes 

ou des gains du nombre de copies (Copy Number Variations - CNV) et ainsi identifier des 

anomalies chromosomiques déséquilibrées. En revanche, elles ne peuvent pas identifier les 

remaniements équilibrés de type inversion, translocation et insertions. Ces deux types de 

puces ont été utilisés pour ce travail. 

1. CGH array 

La CGH array repose sur le principe de la CGH, mais cette technique est réalisée sur 

une lame de verre sur laquelle sont déposées des séquences d'ADN connues. Après avoir 

cohybridé l'ADN du patient et l'ADN du témoin pendant au moins 16 heures, la lecture des 

signaux est réalisée grâce à un scanner laser automatisé. Une analyse informatique des 

données est ensuite réalisée à l'aide d'un logiciel qui enregistre l'intensité de fluorescence de 

l'ADN marqué avec chacun des fluorochromes. On obtient alors un profil de CGH où chaque 

point représente le ratio des signaux émis par le fluorochrome 1 et le fluorochrome 2. Afin 

d'assurer un contrôle interne, l’ADN de chaque patient est à nouveau hybridé avec l’ADN 

d’un autre témoin en inversant les fluorochromes. Cette technique permet une étude en « dye-

swap ». En effet, dans la première technique, le patient est marqué avec le fluorochrome 1 et 

dans la deuxième technique, avec le fluorochrome 2. Ceci permet de s’assurer que l’anomalie 

identifiée est bien présente chez le patient lorsqu’on hybride contre deux témoins différents. 

Une stratégie d’hybridation des patients en trio permet que chaque patient serve de témoin à 

deux autres patients. Cependant, l’utilisation de cette stratégie impose de ne pas mettre dans 



 

Matériels et méthodes 

77 

un même trio deux patients avec un même phénotype dans le cas où les deux patients auraient 

la même anomalie. 

La puce utilisée est une puce Human Genome CGH Microarray Kit 180K Agilent de 

haute résolution, constituée de 170 000 sondes oligonucléotidiques de 60-mer réparties dans 

les régions codantes et non codantes du génome. L’intervalle médian théorique entre deux 

sondes est de 13 kb permettant d’avoir une résolution minimum d’environ 50 kb. La puce a 

été scannée à l’aide du scanner Agilent G2656BA. Les données ont été extraites à l’aide du 

logiciel Feature Extraction de la société Agilent et l’analyse a été faite avec le logiciel Nexus 

Copy Number v5.1 de la société Biodiscovery. Les critères pour retenir un CNV étaient au 

moins trois sondes consécutives pour lesquelles le log2ratio était > 0.50 pour un gain ou 

< -0.75 pour une perte. 

2. SNP array 

Le deuxième type de puce utilisé était une puce SNP. Ce type de puce permet de 

détecter non seulement des CNV comme la CGH array mais également d’étudier le génotype 

du patient. Ainsi pour chaque SNP il est possible d’établir le génotype du patient et savoir s’il 

est hétérozygote ou homozygote. Cette technique permet donc de mettre en évidence des 

pertes d’hétérozygotie ou LOH (Loss of Heterozygosity) ou ROH (Region of Homozygosity). 

Les ROH correspondent à des régions où tous les marqueurs de l’individu sont homozygotes. 

Deux mécanismes permettent d’expliquer la présence de ROH. Dans le premier cas, le patient 

est homozygote pour tous les marqueurs car il a reçu des copies identiques de chacun des 

parents car ceux-ci sont apparentés et ont donc reçu cette copie d’un ancêtre commun plus ou 

moins éloigné. Dans le deuxième cas, il existe une disomie uniparentale (Uniparental Disomy 

- UPD) c’est-à-dire que le sujet a reçu les deux chromosomes d’une même paire d’un seul des 

deux parents. 

Nous avons utilisé deux types de puces SNP de la société Illumina. D’une part, une 

puce HumanCytoSNP-12 BeadChip (Infinium HD) et d’autre part, une puce Human 

OmniExpress BeadChip (Infinium HTS). La puce OmniExpress est constituée de 715 000 

marqueurs SNPs répartis dans les régions codantes et non codantes du génome avec un 

marqueur situé tous les 5 kb en moyenne donnant une résolution minimale de 15 kb. Les 

données ont été analysées avec le logiciel Genome Studio Genotyping Module de la société 
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Illumina. Les critères pour retenir un CNV étaient identiques à ceux retenus pour la puce 

CGH array : au moins trois sondes consécutives pour lesquelles le log2ratio était > 0.50 pour 

un gain ou < -0.75 pour une perte avec en plus une perte de la BAF (B allele frequency) égale 

à 0.5 pour les délétions et l’apparition de deux BAF à 0.33 et 0.66 pour les duplications. La 

taille minimale pour l’étude des ROH était de 2 Mb. 

3. Interprétation des données 

Les données de puces ont été interprétées à l’aide de différents outils disponibles. La 

base de données Database of Genomic Variants (DGV) qui répertorie les CNV présents chez 

des sujets sains et donc considérés comme polymorphiques (Copy Number Polymorphisms - 

CNP) a servi de contrôle pour éliminer les CNV non pathogènes. La base de données 

DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl 

Resources) a également été utilisée pour identifier des CNVs déjà rapportés chez des sujets 

présentant un phénotype particulier.  

L'ensemble des gènes présents dans les régions de ROHs a été défini à l'aide de l'outil 

Genomic Oligoarray and SNP array evaluation tool v3.0 (http://firefly.ccs.miami.edu/cgi-

bin/ROH/ROH_analysis_tool.cgi). Le résumé de la fonction de chaque gène a été répertorié à 

l'aide de l'outil GeneAlaCart (https://genealacart.genecards.org/Query) utilisant Entrez Gene 

Summary et UniProtKB Summary. La recherche de gènes d'intérêt a ensuite été faite par 

l'utilisation de mots clés : "Testis", "Ovary", "Ovarian", "Genital", "Ridge","Wnt", "MAP", 

"Cell cycle", "Catenin". 
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C. Etude génétique ciblée 

1. Séquençage Sanger 

Le gène CPEB1 (cytoplasmic polyadenylation element binding protein 1) a été 

séquencé par les techniques de séquençage Sanger classique. Les séquences codantes ainsi 

que les régions introniques flanquantes des 12 exons du gène ont été étudiées 

(NM_030594.4). Les amorces de PCR et de séquence pour chaque exon ont été choisies à 

l’aide du logiciel Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/) et sont présentées dans le Tableau 9 

et le Tableau 10.  

Le mix de PCR pour chaque amplicon a été réalisé de la manière suivante : 10 µl de 

GoTaqG2 Green Master Mix 2X Promega, 0.9 µl d’amorce sens et 0.9 µl d’amorce antisens à 

5 pmol/µl, 2 µl d’ADN à séquencer à 50 ng/µl, pour l’exon 1 uniquement 1 µl de DMSO 5% 

et de l’H2O q.s.p 20 µl. Les conditions d’amplification de la PCR étaient de 94°C pendant 5 

minutes puis 35 cycles avec une dénaturation à 94°C pendant 30 secondes, une hybridation 

des amorces à 58°C pendant 30 secondes et une polymérisation du fragment à 72°C pendant 

45 secondes puis une élongation finale à 72°C pendant 5 minutes et la conservation du produit 

de PCR à 10°C. Afin de vérifier que les amplicons étaient à la taille attendue, 5µl de produit 

de PCR a été déposé sur un gel d’agarose à 1% contenant du SYBR safe avec un marqueur de 

taille 1 kb+. Les produits de PCR ont ensuite été purifiés par ExoSAP-IT selon les 

recommandations du fabriquant.  

La réaction de séquence a ensuite été réalisée dans les conditions suivantes : 1.5µL de 

tampon BigDye 5X, 1 µL de BigDye® Terminator v3.1, 4.5 µL d’H2O, 2 µL d’amorce de 

séquence et 1 µL de produit de PCR purifié. Les conditions d'amplification étaient les 

suivantes : 96°C pendant 1 minute puis 25 cycles avec une dénaturation à 96°C pendant 10 

secondes, puis l’hybridation de l’amorce à 55°C pendant 5 secondes puis l’élongation à 60°C 

pendant 2 minutes en ajoutant 2 secondes à chaque cycle, puis conservation à 10°C. Les 

produits de la réaction de séquence ont ensuite été purifiés sur une colonne de Sephadex G50 

superfine. Enfin, les fragments ont été séparés sur un séquenceur d'ADN par électrophorèse 

capillaire ABI 3730XL (Applied Biosystems). Les éléctrophorégrammes ont été analysés et 

comparés à la séquence de référence à l’aide du logiciel SeqScape v2.5. 
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Tableau 9 : Amorces utilisées pour l’amplification par PCR des exons 1 à 12 du gène CPEB1. 

 

Exon 
Nom des 
amorces* 

Séquence 5’-3’ Orientation 
Taille amplicon 

(pb) 

Exon 1 

CPEB1-ex1F GAG-GAG-CGG-CTC-GTA-GGA Sens 

496 
CPEB1-ex1R TGC-TCC-TTT-ATG-TCC-GGT-CA Antisens 

Exon 2 
CPEB1-ex2F TTT-TTC-TTA-CAG-TTC-CGA-GTA-CTT-AGC Sens 

489 
CPEB1-ex2R AAA-CTA-AAC-CAC-AAA-AAG-GCA-AG Antisens 

Exon 3 
CPEB1-ex3F CGT-CCC-CAA-AAG-TGC-AGA-G Sens 

497 
CPEB1-ex3R TTC-CAT-CTC-TTG-CAA-AAC-AGC Antisens 

Exon 4 
CPEB1-ex4F ATT-GTG-TTT-TGC-TGG-CAT-GC Sens 

484 
CPEB1-ex4R2 CTC-ATC-CCA-TCT-CCC-AGC-C Antisens 

Exon 5 
CPEB1-ex5F AGT-GAG-ATG-TAC-CTT-GTT-CCC-T Sens 

599 
CPEB1-ex5R GCA-GAT-CTG-GAG-ACT-TCA-CC Antisens 

Exon 6-7 
CPEB1-ex6-7F TGA-CTG-AGT-GGA-TTG-GTG-AGA-C Sens 

826 
CPEB1-ex6-7R GTG-CCC-ACC-ATG-TTA-CCA-AC Antisens 

Exon 8 
CPEB1-ex8F GCA-AAT-GCT-TCC-ACT-CAA-CA Sens 

599 
CPEB1-ex8R TTT-GAA-ACC-AAA-GTG-TTG-GCT-A Antisens 

Exon 9 
CPEB1-ex9F AGC-ACC-TTT-TCA-CCC-CTG-TA Sens 

500 
CPEB1-ex9R TAC-AGA-AGG-GCC-AGT-ACT-CG Antisens 

Exon 10 
CPEB1-ex10seqF CAG-GAG-AAT-GGC-GTG-AAA-CC Sens 

429 
CPEB1-ex10R CCACTCCCAAACCCTAACCT Antisens 

Exon 11 
CPEB1-ex11F TAT-CCC-GCA-TTC-CTG-TGT-GT Sens 

464 
CPEB1-ex11R CCT-GAT-CCG-CCC-ACC-TTG Antisens 

Exon 12 
CPEB1-ex12F AGT-CTC-CCA-CCC-TTC-TCC-A Sens 

372 
CPEB1-ex12R GCA-GAA-ACA-AAG-ACA-GAT-TCA-GC Antisens 
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Tableau 10 : Amorces utilisées pour la réaction de séquence du gène CPEB1. 

 

Exon Nom des amorces* Séquence 5’-3’ Orientation 

Exon 1 
CPEB1-ex1seqF ctt-cat-aag-ctg-ccg-ggg-t Sens 

CPEB1-ex1seqR ctg-agt-cac-gag-gag-gct-c Antisens 

Exon 2 
CPEB1-ex2seqF att-cgt-aat-gtg-gag-aga-aag-g Sens 

CPEB1-ex2seqR agc-ttt-cca-agg-aag-acc-tc Antisens 

Exon 3 
CPEB1-ex3seqF ctg-tga-gcc-tgg-gga-aac-ta Sens 

CPEB1-ex3seqR gga-gtg-atg-caa-agg-gga-ac Antisens 

Exon 4 
CPEB1-ex4seqF ttg-ggt-ggc-tgt-agg-aga-ag Sens 

CPEB1-ex4seqR ttg-tac-cct-cct-tcc-cct-tg Antisens 

Exon 5 
CPEB1-ex5seqF tga-atg-agg-aga-gaa-gga-gca Sens 

CPEB1-ex5seqR gca-acc-aag-cct-cct-cta-ga Antisens 

Exon 6-7 
CPEB1-ex6-7seqF att-gtg-gcc-agt-cag-gtt-ct Sens 

CPEB1-ex6-7seqR gac-atc-cca-gca-ccc-cta Antisens 

Exon 8 
CPEB1-ex8seqF cct-gct-gca-aag-cca-agg Sens 

CPEB1-ex8seqR cct-gcc-tat-cca-cct-acc-ac Antisens 

Exon 9 
CPEB1-ex9seqF tct-cca-gag-cac-gta-cct-tg Sens 

CPEB1-ex9seqR ctc-tct-cct-cac-tcc-cat-gg Antisens 

Exon 10 
CPEB1-ex10R CCACTCCCAAACCCTAACCT Sens 

CPEB1-ex10seqR ttc-cct-aaa-cac-acc-cag-ca Antisens 

Exon 11 
CPEB1-ex11seqF gtg-ccc-ttc-ttc-tat-cgc-ct Sens 

CPEB1-ex11seqR tgg-gat-tac-agg-tgt-gaa-cca Antisens 

Exon 12 
CPEB1-ex12seqF aac-aga-aca-agc-agc-tcg-tg Sens 

CPEB1-ex12seqR tcc-ttg-gga-agc-cag-ctc Antisens 
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2. Long-range PCR 

Une technique de long-range PCR a été utilisée pour déterminer les points de cassure 

exact de la duplication en amont de SOX9 retrouvée chez deux patients. Différents types de 

duplication sont possibles. Le type le plus fréquent correspond à la duplication directe en 

tandem, mais on peut également avoir des duplications inversées, des duplications inversées 

insérées ou enfin une insertion du fragment dupliqué ailleurs dans le génome (Figure 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Schéma représentant les différents mécanismes de duplication.  

Le schéma du haut représente la région minimale et la région maximale dupliquée chez les 

patients T1 et T2 selon les résultats de l'étude en puce SNP. 

Sur les schémas 1, 2 et 3, la flèche noire représente le segment dupliqué avec son orientation 

lors de la duplication. 

Bf : amorce forward dans la région B ; Br : amorce reverse dans la région B ; Cf : amorce 

forward dans la région C ; Cr : amorce reverse dans la région C. 



 

Matériels et méthodes 

83 

Bf : amorce forward dans la région B ; Br : amorce reverse dans la région B ; Cf : 
amorce forward dans la région C ; Cr : amorce reverse dans la région C. 

Nous avons choisi des amorces en supposant qu'il s'agissait d'une duplication directe 

en tandem. Deux amorces sens et deux amorces antisens ont été dessinées à l'aide du logiciel 

Primer3 et différentes conditions d'amplifications ont été testées, elles sont rapportées dans le 

Tableau 11. Le mix de PCR était le suivant : 5 l de tampon Expand Long Template 

BufferExpand (1 ou 2 ou 3) 10X Roche, 8.75 l de dNTP 2mM, 3 l d'amorce sens à 5 pM, 3 

l d'amorce antisens à 5 pM, 0.75 l de d'enzyme Long Template Enzyme Mix Roche, 3 l 

d'ADN à 50 ng/l et 26.5 l d'H2O pour un volume final de 50 l. Les conditions 

d'amplification utilisées étaient les suivantes : 2 minutes à 94°C suivies de 10 cycles 

comprenant la dénaturation à 94°C pendant 10 secondes, l'hybridation de l’amorce à 60°C 

pendant 30 secondes, l’élongation à 68°C pendant 10 minutes puis ensuite 30 cycles dans les 

mêmes conditions mais en ajoutant 20 secondes d'élongation supplémentaire à chaque cycle.  

Tableau 11. Couples d'amorces et tampons testés pour la long-range PCR. 

 

Tampon 1 Tampon 2 Tampon 3 

Cf1Br1 Cf1Br1 Cf1Br1 

Cf1Br2 Cf1Br2 Cf1Br2 

Cf2Br1 Cf2Br1 Cf2Br1 

Cf2Br2 Cf2Br2 Cf2Br2 

 

Le fragment obtenu a ensuite été séquencé par différentes amorces de séquence afin 

d'identifier le point de cassure. Les amorces ont été choisies à l'aide du logiciel Primer3 et 

sont rapportées dans le Tableau 12. Le mix réalisé et les conditions d'amplifications étaient 

identiques à celles utilisées pour la réaction de séquence de CPEB1. 



 

Matériels et méthodes 

 84 

CDf : amorce forward dans la région CDD ; ABr : amorce reverse dans la région AB. 

Tableau 12. Séquence des amorces utilisées pour séquencer le fragment contenant le point de 

cassure. 

Nom des amorces* Séquence 5’-3’ Orientation 

CDf1 CCTCTAGCCAACACATTTTAGCA Sens 

CDf2 CTAGGAAATTCTGACTGCAAGCA Sens 

CDf4 CAGTTGCGAGAATCTGAGCAG Sens 

CDf5 GCAGTTGATAGTACTCTGGTCCT Sens 

CDf6 TGCTATCCCCAAGTCAAGATACA Sens 

CDf7 CTCATTGTTTGGAAAGTTGCTGG Sens 

ABr1 TTGTACAGTCTTCCTTGTGATGA Antisens 

ABr2 TCGTAAATGGGATTGGCTTTCTC Antisens 

ABr3 AAATCTGCTTTGGGACTTTGGTT Antisens 

ABr4 ATCAGGACAGAACCCCATCG Antisens 

ABr5 GGCCGCAAGTAGATATGTAGTTC Antisens 

 

 

 

3. QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of short fluorescent 

fragments) 

La technique de QMPSF permettant de rechercher des gains ou des pertes de copies 

par PCR multiplex a été décrite par Yau et al en 1996 (Yau et al., 1996). Le principe repose 

sur la réalisation d’une PCR multiplex en phase exponentielle. 

Une PCR multiplex contenant 5 amplicons a été élaborée : trois amplicons dans les 

exons 3, 4 et 12 du gène CPEB1 (NM_030594.4), un amplicon dans le gène GFAP (glial 

fibrillary acidic protein) comme contrôle pour normaliser les résultats et un amplicon dans le 

gène DMD situé sur le chromosome X comme contrôle interne. Les amorces ont été choisies à 

l’aide du logiciel Primer Premier et sont rapportées dans le Tableau 13. Toutes les amorces 

sens ont été marquées en 5’ par une fluorochrome le 6-Fluorescein phosphoramidite (6-FAM) 

(MWG Biotech). Les amplifications ont été réalisées dans un volume final de 20 µl contenant 

2 µl d’ADN à 50 ng/µl, 2 µl de mix d’amorces à 2 pmol/µl, 10 µL de 2X Qiagen master mix, 

2µL de solution Q et de l’H2O q.s.p 20 µl. Les conditions d’amplification utilisées pour la 

PCR mutliplex étaient les suivantes : dénaturation initiale à 95°C pendant 15 minutes suivie 
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F : forward ; R : reverse ; E2, E3, E11 : numéro de l'exon ; * : extrémité 5' marquée. 

de 22 cycles comprenant la dénaturation à 94°C pendant 30 secondes, l’hybridation à 58°C 

pendant 90 secondes puis la polymérisation à 72°C pendant 60 secondes, une étape finale 

d’extension à 72°C pendant 20 min et une conservation à 10°C. Un microlitre du produit de 

PCR a ensuite été resuspendu dans un mix contenant 18.5 µl de formamide et 0.5 µl de 

marqueur de taille GeneScan-500 Rox puis chauffé à 950C pendant 3 afin de dénaturer les 

fragments puis séparés sur le séquenceur ABI 3730 XL. 

L’analyse des signaux a été réalisée à l’aide du logiciel Gene Mapper qui permet de 

représenter l’intensité de fluoresence de chaque fragment sous la forme d’un pic. La hauteur 

du pic ou l’aire sous le pic représente la quantité de produit de PCR. Chaque expérience a été 

réalisée avec 3 témoins : un témoin masculin, un témoin féminin et un contrôle positif ayant 

une délétion hétérozygote du gène CPEB1. Afin de déterminer le nombre de copie du gène, 

un dosage quotient (DQ) a été calculé pour chaque fragment déterminé par la formule 

suivante : 

   
(
     (       )                 

     (       )                ⁄ )       

(
     (       )                 

     (       )                ⁄ )        
 

Cette équation permet d’avoir une valeur théorique de DQ égale à 1 dans le cas où il y 

a deux copies du gène, il sera égal à 0.5 dans le cas d’une délétion et égal à 1.5 dans le cas du 

gain d’une copie. Les seuils retenus pour l’interprétation sont une valeur de DQ <0.55 pour 

une délétion et une valeur de DQ>1.2 pour une duplication.  

Tableau 13 : Amorces utilisées pour la PCR multiplex pour la QMPSF du gène CPEB1. 

Cible Nom des amorces* Séquence 5’-3’ Orientation 

Exon 3 
CPEB1-E2F* CTTGGATGTCTGGCCTGTGA Sens 

CPEB1-E2R CTGCTCTGGGCTGAGGAATC Antisens 

Exon 4 
CPEB1-E3F* TGTGTTTTGCTGGCATGCTT Sens 

CPEB1-E3R GAAGCCACTGGTGTCTGAGT Antisens 

Exon 12 
CPEB1-E11F* CTGTGTTGGGGTGAGAGCAT Sens 

CPEB1-E11R TTCCCTTGTCCTTGGGAAGC Antisens 

GFAP 
GFAP-F* GGGAGACTGAGGCAGGTATTC Sens 

GFAP-R GAGCAGCACATTGCTCTGG Antisens 

DMD 
DMD-F* CCCTAAAGAGAATAAGCCCAGGTA Sens 

DMD-R TCCTATCCTCACAAATATTACCATGAA Antisens 
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4. PCR quantitative 

La région RevSex située en amont du gène SOX9 a été analysée par une technique de 

PCR quantitative pour rechercher des duplications et des délétions de cette région. Quatre 

PCR duplex ont été élaborées dans un premier temps, contenant à la fois la région cible 

(CNVX-SOX9) et une région contrôle (RNase P). Une cinquième PCR duplex (CNV5-SOX9) 

a été élaborée ensuite. Les amorces et la sonde utilisés pour chaque test de la région cible ont 

été choisis à l'aide du logiciel Primer3 et sont rapportés dans le Tableau 14. La sonde pour 

chaque région cible était marqué avec un fluorochrome 5-FAM (5-Carboxyfluorescein) tandis 

que la sonde de la région de référence (RNase P) était marqué avec le fluorochrome VIC. 

Chaque échantillon a été testé en triplicat dans chaque technique. Et chaque CNV a été testé 

deux fois pour chaque patient. Le mix de PCR a été réalisé de la manière suivante pour 

chaque échantillon : 5 µl de 2X TaqMan® Genotyping Master Mix, 0.5 µl de TaqMan® Copy 

Number Assay 20X, 0.5 µl de TaqMan® Copy Number Reference Assay 20X, 3 µl d'H2O et 

1 µl d'ADN à 10 ng/µl. La réaction d'amplification a été réalisée dans un appareil de PCR 

quantitative en temps réel Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR. Les paramètres 

d'amplification utilisés étaient les suivants : mise en température à 50°C pendant 2 minutes 

puis dénaturation à 95°C pendant 10 minutes suivi de 40 cycles de dénaturation à 95°C 

pendant 15 secondes et hybridation - polymérisation à 60°C pendant 1 minute. Les données 

ont ensuite été extraites à l'aide du logiciel SDS v1.4 et analysées à l'aide du logiciel 

CopyCaller.
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Tableau 14. Amorces et sondes utilisés pour les expériences TaqMan dans la région RevSex 

en amont du gène SOX9. 

 

Cible Séquenc 5'-3' Orientation Sonde 

CNV1-SOX9 
CAAATGCGCTACCCCTTCTC Sens 

TGCCTAAAATTTCCCCCACT 
GAGCCCATATGACAGCCTCT Antisens 

CNV2-SOX9 
TGTAAACCATTGCCATGCCTATT Sens 

TGGAGAGGGTAGCTTTGTGT 
ATTCCTGCTTCAAGTTACTGCTC Antisens 

CNV3-SOX9 
AGTTTTCATTGCCCAGGAAGAAA Sens 

GAGGAGTCACTGTGCTTCCT 
GCACTCGTACTCAAAGAATCCAA Antisens 

CNV4-SOX9 
ATACACCTAAAGCCCCAGATCAT Sens 

CTGCAGACTTCCTAGGGCAA 
CAGTGTAAAAGCCTCTACGTGTT Antisens 

CNV5-SOX9 
TCTCAGAATGCAGCCACAATG Sens 

AGCCATTTGTCCACTCCTCT 
TAGGACATGGGGAAAGTGGG Antisens 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Schéma de la localisation des sondes TaqMan dans la région RevSex. 
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D. Etude d’exome 

Le séquençage d’exome permet d’analyser la séquence codante et les régions 

introniques flanquantes de l’ensemble des séquences codantes du génome. Ceci est rendu 

possible par le développement des nouvelles techniques de séquençage massif en parallèle 

(Next Generation Sequencing - NGS).  

La technique d’exome a été réalisée sur une plateforme Illumina par la société 

SourceBioscience. L’enrichissement d’exon a été préparé à l’aide du kit Agilent SureSelect 

Human All Exon V4 Paired-end et séquencé sur un séquenceur Illumina HiSeq2000 avec un 

kit TruSeq v3.  

Les fichiers .fastq contenant les reads ont été générés à partir de la plateforme de 

séquençage à l’aide d’un logiciel du fabriquant. Les reads ont ensuite été alignés sur le 

génome de référence (GRCh37 ou hg19) à l’aide de l’outil Burrows-Wheeler Aligner (BWA) 

v0.7.10 permettant d’obtenir des fichiers BAM (Binary Alignment/Map). Les reads en 

duplicate ont été identifiés à l’aide de l’outil Picard v1.107 dans le but de retirer ceux qui 

seraient liés au biais d’amplification de l’étape de PCR. Les fichiers BAM ont ensuite été 

traités à l’aide de l’outil SAMtools 0.1.18. Les scores de qualité des bases ont été recalibrés à 

l’aide de l’outil BaseRecalibrator GATK. Les variants SNP et Indel ont été recherchés à l’aide 

de Freebayes et comparés à la base de donnée dbSNP138. Les variants ont ensuite été annotés 

à partir des informations disponibles sur le nom et la fonction du gène dans la base de 

données Ensembl. 

Les paramètres utilisés pour extraire les variants d’intérêt dans l’outil fourni par 

SourceBioscience étaient les suivants pour les variants : Quality score <20, Population 

frequency <0.001, Severity : All, Genotype : All, Prediction :Deleterious, Variation type : 

Any, Consequence type : Any/Stop Gain/Stop Loss/Frameshift/Exonic Splice Site. Pour les 

variants homozygotes les critères utilisés étaient les suivants : Quality score <20, Population 

frequency <0.01, Severity : Serious, Genotype : Homozygou - n/n, Prediction : Any, Variation 

type : Any, Consequence type : Any. 
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E. Outils bioinformatiques 

Différents outils bioinformatiques et bases de données ont été utilisés pour la 

réalisation de ce travail. Ils sont rapportés dans le Tableau 15. 

Tableau 15. Ressources bio-informatiques utilisées pour l'élaboration et l'interprétation des 

données. 

Nom URL/Fabriquant Commentaires 

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Inclus PubMed, BLAST, 

dbSNP, Gene, OMIM 

UCSC https://genome.ucsc.edu/ Genome browser 

Ensembl http://www.ensembl.org/ 
Genome browser, 

données de SNP 

GeneCards https: www.genecards.org/ 
Données concernant les 

gènes 

Mobyle@Pasteur 
http://mobyle.pasteur.fr/cgi-

bin/portal.py?#forms::showseq 

Génération de séquences 

de références 

RepeatMasker 
http://www.repeatmasker.org/cgi-

bin/WEBRepeatMasker 

Identification des régions 

répétées du génome 

Primer3web http://bioinfo.ut.ee/primer3/ 
Elaboration des amorces 

pour la PCR-séquence 

Primer Premier Premier Biosoft 
Elaboration des amorces 

pour la QMPSF 

SeqScapev2.5 Applied Biosystems Analyse de séquence 

Gene Mapper Applied Biosystems Analyse de QMPSF 

Genome Studio Genotyping Illumina Analyse de puce SNP 

Genomic Oligoarray and 

SNP array evaluation tool 

http://firefly.ccs.miami.edu/cgi-

bin/ROH/ROH_analysis_tool.cgi 
Identification des gènes  

DGV https://dgv.tcag.ca/dgv/app/home 
Données concernant les 

CNV 

DECIPHER https://decipher.sanger.ac.uk/ 
Données concernant les 

CNV et les phénotypes 

VISTA Enhancer Browser http://enhancer.lbl.gov/frnt_page_n.shtml 
Données concernant les 

régions régulatrices 
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ECR Browser https://ecrbrowser.dcode.org/ 
Données concernant la 

conservation de séquence 

rVista 2.0 https://rvista.dcode.org/ 
Données concernant la 

conservation de séquence 

The Human Protein Atlas http://www.proteinatlas.org/ 
Données d'expression 

tissulaire 

ClustalW2 puis Clustal 

Omega  
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ 

Outil d'alignement de 

séquence 

Mutation Taster http://www.mutationtaster.org/ 
Outils de prédiction de 

variant 

PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ 
Outils de prédiction de 

variant 

SIFT http://sift.jcvi.org/ 
Outils de prédiction de 

variant 

Mutalyzer https://mutalyzer.nl/ 
Outils de prédiction de 

variant 

GeneSplicer http://ccb.jhu.edu/software/genesplicer/ 
Outils d'analyse de variant 

de splice site 

NNSplice https://omictools.com/nnsplice-tool 
Outils d'analyse de variant 

de splice site 

Human Splicing Finder http://www.umd.be/HSF/ 
Outils d'analyse de variant 

de splice site 

Gene eXpression Database http://www.informatics.jax.org/expression.shtml 

Expression des gènes dans 

la gonade en 

développement chez la 

souris 
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IV. Résultats et discussion 

A. Partie I : Recherche de nouveaux mécanismes moléculaires 

impliqués dans le développement testiculaire 

Dans le but d'identifier de nouveaux gènes candidats impliqués dans le développement 

gonadique, nous avons tout d'abord étudié une cohorte de patients présentant un DSD 46,XX 

avec développement testiculaire ou ovotesticulaire.  

1. Etude de la région RevSex en amont de SOX9 

a) Redéfinition de la région minimale critique RevSex en amont de 

SOX9 (Article 1) 

L'étude de la cohorte DSD 46,XX avec développement testiculaire ou ovotesticulaire a 

permis d'identifier trois CNVs pathogènes chez trois patients sur les 18 patients testés. Ces 

trois CNVs correspondent à des duplications situées en 17q24.3 au niveau de la région RevSex 

décrite précédemment par Benko et al. (Benko et al., 2011). La taille minimale de la 

duplication identifiée chez les patients T1 et T2 est de 77,1 kb et la taille maximale de 85,2 kb 

(région minimale dupliquée : 69,493,864-69,570,941 [Hg19]). La duplication identifiée chez 

le patient T3 est également située en 17q24.3, la région minimale dupliquée est de 140,5 kb et 

la région maximale de 152,5 kb (région minimale dupliquée : 69,441,277-69,581,849 [Hg19]) 

et englobe entièrement la duplication des patients T1 et T2 (Tableau 16). Le séquençage des 

points de cassure de la duplication chez le patient T2 a permis de préciser la taille exacte de la 

duplication : 69,491,366-69,575,195. 
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Tableau 16. Description clinique et histologique ainsi que les réarrangements identifiés chez 

les trois patients. 

 

Patients Sexe 
Age 

(Années) 
Signes cliniques 

Histologie des 
gonades 

Nombre de 
CNVs 

Région minimale 
dupliquée 

T1 M 42 Infertilité 
Tissu testiculaire sans 
cellules germinales 

4 
17:69,493,864-
69,570,941 

T2 M 41 
Infertilité, 
apparenté du 
patient T1 

Tissu testiculaire sans 
cellules germinales 

4 
17:69,493,864-
69,570,941 

T3 M 48 Infertilité ND 2 
17:69,441,277-
69,581,849 

 

Ces duplications sont situées dans la région RevSex en amont de SOX9. Xiao et al. ont 

publié en 2013, une duplication de la région d'une taille de 74 kb dont le point de cassure 

proximal était situé dans l'intervalle suivant : 69,533,305 - 69,534,526 (Xiao et al., 2013). Ces 

données associées à nos résultats permettent de redéfinir la région minimale dupliquée  avec 

une taille minimale de 40,7 kb et une taille maximale de 41,9 kb. Cette région contient deux 

possibles enhancers. Un premier est situé entre les positions 69,568,380 - 69,569,850. La 

chromatine dans cette région présente un site de liaison probable de CTCF qui est un élément 

régulateur de la conformation chromatinienne facilitant ainsi les interactions entre des 

séquences régulatrices de transcription (Murrell, 2011). Cette région contient également des 

marques épigénétiques habituellement associées à une activation génique : monométhylation 

de la lysine 4 de l'histone H3 (H3K4me1) et acétylation de la lysine 27 de l'histone H3 

(H3K27ac) (Eissenberg and Shilatifard, 2010; Smith and Shilatifard, 2014). Par ailleurs, un 

second enhancer situé à la position 69,544,206 - 69,546,005 et qui contient également des 

marques d'activation géniques contient un site de fixation de la protéine EP300, une histone 

acétyltransférase co-activatrice de l'expression génique dépendante de SOX9 (Furumatsu et 

al., 2009). Un alignement multi-espèce montre la présence de 12 éléments conservés et en 

particulier des éléments de liaison pour des facteurs fortement exprimés dans le testicule de 

souris au moment de la détermination de la gonade tel que NFIL3, PBX1 et GATA1. Il existe 

également des sites de fixation à l'ADN pour des facteurs de transcription impliqués dans le 

développement précoce de la gonade : WT1, SOX9, NR5A1 et LHX9 et également quatre 

sites de fixation pour le facteur de transcription DMRT1. 
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b) Etude de la région RevSex dans la cohorte DSD 46,XY et DSD 

46,XX 

L'identification de la duplication en amont de SOX9 chez les patients T1 et T2 a donc 

permis de redéfinir la région minimale impliquée dans les cas de DSD 46,XX avec 

développement testiculaire. Afin d'évaluer l'implication de ce remaniement chromosomique et 

redéfinir plus précisément la région, une cohorte de patients présentant soit un DSD 46,XY 

avec CGD ou un DSD 46,XX avec un développement testiculaire a été étudiée par PCR 

quantitative (qPCR) pour rechercher des cas de délétion chez les patients DSD 46,XY et de 

duplication chez les cas de DSD 46,XX.  

Caractéristiques de la cohorte 

Cette cohorte est constituée de 11 patients ayant un DSD 46,XY et de treize patients 

ayant DSD 46,XX avec un développement testiculaire. Parmi les 11 patients présentant un 

DSD 46,XY, dix d'entre eux ont une CGD ou une PGD et un patient présente une anorchidie. 
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Tableau 17. Description de la cohorte P testée pour la recherche d'un remaniement de la 

région minimale RevSex 

 

Patient Caryotype Phénotype 

P1 XX Male 

P4 XY CGD 

P7 XX Male 

P10 XY PGD 

P13 XX Male 

P16 XY DSD 

P23 XX Male 

P35 XX Male 

P41 XY DSD 

P42 XX Male 

P43 XX Male 

P46 XX Male 

P47 XX Male 

P49 XY DSD 

P50 XY DSD 

P52 XX Male 

P53 XX Male 

P54 XY CGD 

P55 XY Anorchidie 

P56 XX Male 

P61 XY CGD 

P64 XY DSD 

P66 XX Male 

P67 XY CGD 
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Résultats de qPCR 

Quatre qPCR TaqMan nommées CNV1-SOX9 à CNV4-SOX9 ont été réalisées 

initialement dans la région minimale dupliquée puis une 5
ème

 (CNV5-SOX9) a été testée 

couvrant un locus situé entre les locus CNV2 et CNV3. Le patient T1 a été utilisé comme 

témoin positif de la duplication.  

L'interprétation a été possible pour les qPCR CNV1 et CNV4 uniquement. Pour les 

qPCR CNV2, CNV3 et CNV5, le résultat du patient T1 qui servait de témoin montrait 2 

copies seulement. Les résultats pour les CNV1 et 4 sont rapportés dans la Figure 15.  

Figure 15. Résultats de qPCR TaqMan pour les CNV1-SOX9 et CNV4-SOX9.  

 

Les résultats de qPCR TaqMan montrent la présence de trois copies des loci CNV1 et 

CNV4 pour chaque technique chez le patient P35 faisant suspecter une duplication de la 

région. En revanche, une seule copie des loci CNV1 et CNV4 est retrouvée pour les patients 

P54 et P55 faisant suspecter une délétion de la région. De manière intéressante, le patient 42 

présente une duplication du locus CNV1 et une délétion du locus CNV4. Deux patients (P16 

et P23) présentent une duplication uniquement du locus CNV1 et un patient (P47) présente 

une délétion du locus CNV4 uniquement. Enfin, le patient P4 présente une discordance pour 

le CNV1 puisque dans une technique il y a la présence de deux copies et dans l'autre 

technique la présence de trois copies.  Concernant le CNV4, il semble y avoir trois copies. 

La vérification par puce SNP Illumina a permis de confirmer la duplication chez le 

patient P35 (Figure 16). La région minimale dupliquée est de 179,4 kb (région minimale 
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dupliquée : chr17: 69,515,705 - 69,695,133). Cette duplication est plus grande que la région 

minimale dupliquée déjà identifiée. Concernant le patient P4 et P42, la puce n'a pas confirmé 

la duplication. La qualité d'ADN n'a malheureusement pas permis l'interprétation de la puce 

pour les patients P16, P23, P54 et P55.  

Au total, dans une cohorte de 24 patients, nous avons pu confirmer une duplication 

chez un patient ayant un DSD 46,XX avec un développement testiculaire. Il existe une forte 

probabilité que deux patients ayant un DSD 46,XY avec une CGD et une anorchidie aient une 

délétion de la région RevSex. 

 

 

 

 

Figure 16. Profil SNP array de la région 17q24.3 chez le patient P35 montrant une 

augmentation du logR et l’apparition d’une fréquence de l’allèle B de 0.33 et 0.66. 

 

c) Discussion 

L'identification de deux duplications à environ 600 kb en amont de SOX9 chez trois 

patients de notre cohorte DSD 46,XX nous a permis de redéfinir la région minimale critique 

nécessaire pour l'activation de SOX9 chez des patients 46,XX avec développement testiculaire 

à une taille comprise entre 40,6 et 41,9 kb. Cependant le mécanisme par lequel le 

réarrangement de cette région entraîne l'activation de SOX9 n'est pas complètement identifié.  

La région minimale dupliquée contient un motif enhancer capable de lier l'histone 

acétyl-transférase EP300, un régulateur de la transcription par le biais du remodelage de la 

chromatine. Ce facteur est important pour la prolifération cellulaire et la différenciation 

(Ogryzko et al., 1996). EP300 est fortement exprimé dans les cellules somatiques et les 

cellules germinales des embryons XX et XY au moment de la détermination gonadique et 

peut être un co-activateur de NR5A1 et SOX9 (Furumatsu et al., 2009; Ito et al., 1998; 
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Munger et al., 2013). Il est possible que l'expression de SOX9 soit régulée par cet élément et 

impliquant à la fois SF1 et EP300. Par ailleurs, cet enhancer est situé entre deux sites 

possibles de fixation de DMRT1. DMRT1 contrôle de multiples aspects du développement 

testiculaire chez la souris et chez l'homme. Il est impliqué notamment dans la différenciation, 

la prolifération, la migration et le maintien de la pluripotence des cellules germinales ainsi 

que dans la prolifération et la différenciation des cellules de Sertoli (Matson and Zarkower, 

2012). Chez l'homme, l'haploinsuffisance de DMRT1 est responsable d'anomalies du 

déterminisme de la gonade chez les patients 46,XY tandis que chez la souris, il joue un rôle 

essentiel dans le maintien du déterminisme testiculaire en antagonisant les gènes du 

développement ovarien (Matson et al., 2011; Ottolenghi and McElreavey, 2000). Chez les 

oiseaux en revanche, DMRT1 est nécessaire à l'expression de SOX9, faisant de celui-ci le 

meilleur gène candidat pour le déterminisme testiculaire (Lambeth et al., 2014; Smith et al., 

2009). Des études de ChIPseq sur des cellules testiculaires de souris au stade P28 montrent 

que DMRT1 se fixe en amont et en aval de Sox9 ainsi qu'à proximité des gènes Wnt4, Foxl2 

et Rspo1 suggérant que DMRT1 peut initier ou maintenir la différenciation testiculaire en 

activant directement Sox9 et en réprimant les gènes de la voie du déterminisme féminin 

(Matson et al., 2011; Murphy et al., 2010). C'est pourquoi la localisation de sites de fixation 

de DMRT1 au sein d'un probable élément enhancer dans la région RevSex ouvre la possibilité 

que le développement testiculaire associé à ces duplications se fasse par l'intermédiaire de 

DMRT1. 

Nous avons dans une deuxième partie étudié par qPCR une cohorte de patients 

présentant un DSD 46,XX ou un DSD 46,XY dans le but d'identifier de nouveaux patients 

avec un remaniement de la région RevSex. Initialement, quatre qPCR TaqMan ont été 

réalisées mais les résultats obtenus pour les CNV2 et CNV3 ont été systématiquement 

erronés. En effet, la reproduction de la technique de manière indépendante a mis en évidence 

à chaque fois deux copies de la région chez le patient témoin alors qu'il y a bien trois copies 

identifiées en puce SNP. Il est difficile d'expliquer cette discordance de résultat. En effet, les 

amorces utilisées pour ces deux qPCR sont bien situées dans la région RevSex et ont été 

choisies en dehors de régions répétées. L'utilisation d'une troisième qPCR TaqMan entre les 

CNV2 et CNV3 a mené exactement au même résultat. En revanche les qPCR pour les CNV1 

et CNV4 situés à proximité des bornes de la duplication chez notre patient témoin a montré la 

présence de trois copies dans chaque expérience rendant les résultats interprétables. Nous 

avons donc mis en évidence un remaniement chez trois patients mais seul un remaniement a 
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pu être confirmé du fait d'un défaut de qualité de l'ADN pour les deux patients. En prenant ces 

résultats avec ceux de la cohorte DSD 46, XX avec développement testiculaire, on peut 

évaluer que les remaniements de la région RevSex permettent d'expliquer au moins 10% des 

cas de DSD avec anomalie du développement de la gonade (DSD 46,XX et DSD 46,XY). 

Ceci est en adéquation avec la littérature récente puisque Vetro et al. ont également identifié 

un remaniement de cette région dans 10,5% des cas de DSD 46,XX avec développement 

testiculaire de leur cohorte (Vetro et al., 2015). 

Au total les remaniements de la région RevSex sont responsables d'environ 10% des 

cas de DSD 46,XX SRY- avec développement testiculaire. Cependant d'autres études sont 

nécessaires afin d'identifier les mécanismes précis responsables du développement 

testiculaire.  

2. Cohorte DSD 46,XX 

a) Caractéristiques de la cohorte 

La cohorte de patients pour cette étude était constituée de 18 patients dont les trois 

patients rapportés précédemment. Ils ont été recrutés au sein du laboratoire de cytogénétique 

de l'hôpital Trousseau, suite au résultat de leur caryotype ou de l'étude de microdélétion du 

chromosome Y pour cinq patients. Trois échantillons de patients ont été adressés par les 

services de génétique des hôpitaux d'Angers, Montpellier et Poitiers suite à l'obtention d'un 

caryotype 46,XX associé à l'absence du locus SRY en FISH. Dix patients ont été adressés par 

le service d'endocrinologie pédiatrique de l'hôpital Robert Debré. Les caractéristiques 

cliniques de cette cohorte sont rapportées dans le Tableau 18. 
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Tableau 18. Caractéristiques cliniques de la cohorte DSD 46,XX. 

Patients Sexe 
Age 

(Années) 
Signes cliniques Histologie des gonades 

T4 M 4 

A 1 mois : bourgeon génital de 27x10 mm, 
bourrelets génitaux striés et fusionnés, 
hypospadias pénien 1/3 moyen, gonades 
intra-scrotales 

ND 

T5 M 4 Infertilité ND 

T6 M 5 

Bourgeon génital de 45x20 mm, hypospadias 
pénoscrotal, bourrelets génitaux striés et 
pigmentés fusionnés en postérieur, gonades 
intrascrotales 

Ovotestis bilatéral avec des 
tubes séminifères sans 
cellules germinales et des 
follicules ovariens contenant 
un ovocyte sans limite nette  

T7 M 24 Infertilité ND 

T8 M 33 Infertilité ND 

T9 M 16 
A 16 ans : bourgeon génital de 40 mm, 
bourrelets génitaux striés, pigmentés et 
fusionnés, hypospadias périnéal 

ND 

T10 M 16 

Bourgeon génital de 40 mm très coudé, 
bourrelets génitaux hyperplasiques non 
plissés, non pigmentés, hypospadias périnéal, 
gonades intra-abdominales 

Ovotestis bilatéral avec 80-
90% de tissu ovarien et 10-
20% de tissu testiculaire avec 
une limite assez nette 

T11 M 6 

A la naissance : bourgeon génital de 32 mm 
coudé, bourrelets génitaux striés, pigmentés 
et fusionnés, orifice unique périnéal, gonades 
intra-scrotales 

Tissu testiculaire avec tubes 
séminifères et probables 
cellules de Leydig 

T12 F 1 

A la naissance : bourgeon génital de 25 mm, 
bourrelets génitaux striés, pigmentés et 
fusionnés en postérieur, orifice unique 
périnéal 
Présence d'un utérus et un vagin 

ND 

T13 M  Infertilité ND 

T14 F 1 

A la naissance : bourgeon génital de 28x15 
mm, bourrelets génitaux striés, pigmentés et 
fusionnés, 2 orifices périnéaux, gonades intra-
abdominales 

Ovotestis bilatéral, tissu 
testiculaire majoritaire avec 
un croissant en périphérie de 
tissu ovarien 

T15 M 16 

A 6 ans : bourgeon génital de 45x20 mm, 
bourrelets génitaux non fusionnés, 1 orifice 
unique vulviforme, gonades intra-
abdominales 
Présence de résidus mullériens 

Gonade droite : ovotestis 
Gonade gauche : ovaire et 
résidus mulleriens 

T16 F 20 

A 15 ans : bourgeon génital de 60x35 mm, 
bourrrelets génitaux striés, pigmentés, 
fusionnés au 1/3 supérieur, 2 orifices, 
gonades intra-abdominales 

Gonade gauche : ovaire sur 
biopsie 
Gonade droite : ovotestis avec 
limite nette 

T17 F 10 

A la naissance : bourgeon génital de 25x12 
mm coudé, bourrelets génitaux fusionnés en 
postérieur, orifice unique périnéal, gonade 
droite inguinale, gonade gauche intra-
abdominale 

Gonade gauche : ovaire 
Gonade droite : ovotestis 

T18 F 10 

A la naissance : bourgeon génital 20x11 mm, 
bourrelets génitaux pigmentés et plissés non 
fusionnés en postérieur, 2 orifices à la base du 
bourgeon génital, gonades intra-abdominales  

Gonade droite : ovotestis avec 
présence de follicules 
primordiaux et tubes 
séminifères matures  
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b) Résultats  

(a) Etude pangénomique par puce SNP  

Nous avons étudié cette cohorte par puce SNP pour rechercher des 

microremaniements et des ROHs (Regions of homozygosity). Les ROHs correspondent à des 

régions du génome où les deux copies héritées des parents sont identiques, chez les patients 

consanguins.  

L'étude a mis en évidence 95 CNVs chez l'ensemble des patients avec un nombre 

moyen de 6,5 CNVs par patient et une taille moyenne de 64.1 kb. Aucun gène candidat n'a été 

mis en évidence dans ces 95 CNVs. En effet, ils étaient soit répertoriés dans les bases de 

données comme polymorphismes soit situés dans des régions non codantes sans gène d'intérêt 

dans un intervalle de 1 Mb en amont ou en aval du CNV. Un résumé des résultats est rapporté 

dans le Tableau 19 et l'ensemble des CNVs identifiés est rapporté dans l'Annexe 1. 

Par ailleurs, l'étude a montré la présence de plusieurs ROHs supérieurs à 2 Mb chez 

sept patients. Le nombre de régions de ROHs ainsi que les gènes d'intérêt en rapport avec le 

développement gonadique sont rapportés dans le Tableau 19.  
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Tableau 19. CNVs identifiés dans la cohorte DSD 46,XX avec développement testiculaire. 

Patients Nombre de CNVs 
Nbe ROH>2Mb  
(Taille totale) 

Gènes d'intérêt  
dans les ROH 

T4 1 -  - 

T5 1 -  - 

T6 4 -  - 

T7 3 -  - 

T8 3 -  - 

T9 4 -  - 

T10 2 2 (5Mb)  - 

T11 22 26 (313 Mb) FOXL2 

T12 6 1 (4Mb)  - 

T13 2 - - 

T14 18 9 (38 Mb) CYP19A1 

T15 9 -  - 

T16 6 3 (15 Mb)  - 

T17 8 6 (21 Mb) RSPO2 

T18 6 2 (5 Mb)  - 

 

Nous avons également recherché s'il existait des régions communes de ROHs chez ces 

patients. Sept régions minimales communes ont été trouvées, elles sont rapportées dans le 

Tableau 20. Aucun gène d'intérêt n'a été identifié dans ces régions communes. 

Tableau 20. Régions de ROH communes à au moins deux patients. 

Patients Région minimale commune Taille de la région (pb) Nombre de gènes 

T12/T14 chr6:57217336-57776162 558,827 10 

T12/T14/T18 chr6:61891638-63173804 1,282,167 3 

T10/T12 chr14:66620128-67658895 1,038,768 3 

T11/T17 chr18:62517764-64898982 2,381,219 6 

T12/T16 chrX:48349873-49419664 1,069,792 56 

T14/T16 chrX:64698852-67089063 2,390,212 22 

T12/T14/T18 chrX:74111360-76059596 1,948,237 21 
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(b) Etude d'exome 

Dix patients de la cohorte ont eu également une analyse d'exome. Le nombre de 

variants identifiés et les gènes d'intérêt pour chaque patient sont rapportés dans le Tableau 21. 

Concernant le patient T11, l'analyse de l'exome n'a pas montré de variants dans le gène 

FOXL2. Pour le patient T13, l'analyse a montré la présence de séquences s'alignant sur le 

chromosome Y. L'analyse par PCR classique n'avait pas montré la présence de séquence de 

SRY.  

Tableau 21. Nombres de variants identifiés lors du séquençage d'exome pour les 10 patients 

de la cohorte DSD avec développement testiculaire. 

Patient 
Nombre de variants 

Hétérozygotes/Homozygotes 
Gènes d'intérêt 

Séquences du 
chromosome Y 

T4 957/2289 - Non 

T5 885/2222 - Non 

T6 1052/2430 - Non 

T7 833/2060 - Non 

T8 2104/2447 
LGR5 

p.V885M+/+ 
(c.2653G>A:A) 

Non 

T9 1127/2483 - Non 

T10 1113/2430 - Non 

T11 1235/2724 - Non 

T12 1063/2377 - Non 

T13 783/2168 - Oui 
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c) Discussion  

Nous avons analysés 18 patients ayant un DSD 46,XX avec développement 

testiculaire ou ovotesticulaire à l'aide d'une plateforme SNP permettant de mettre en évidence 

des microremaniements et des régions d'homozygotie. La majorité des CNVs identifiés 

correspondent à des polymorphismes rapportés dans les bases de données. Trois CNVs 

concernant la région RevSex ont été rapportés précédemment et aucun autre CNV n'a été mis 

en évidence dans cette étude. En revanche, il existait des régions d'homozygotie > 2 Mb chez 

sept patients. Le développement gonadique est un processus finement régulé avec une balance 

permanente entre des facteurs pro-testiculaires et pro-ovariens. La plupart des gènes déjà 

impliqués dans les DSD sont des gènes dont l'altération d'une seule copie entraîne un 

déséquilibre de la balance conduisant à une anomalie du développement de la gonade chez 

l'homme (Eggers and Sinclair, 2012). Cependant, concernant RSPO1 l'altération des deux 

copies est nécessaire pour avoir un développement testiculaire chez des patients 46,XX 

(Parma et al., 2006). L'utilisation d'une puce SNP permettant de mettre en évidence des 

régions d'homozygotie est un bon outil pour identifier des gènes dont l'altération des deux 

copies serait responsable d'un phénotype anormal. L'étude de ces régions de ROH a mis en 

évidence trois gènes d'intérêt. 

Le gène FOXL2 est impliqué dans la différenciation des cellules de la granulosa. Les 

souris Foxl2
-/-

 n'ont pas d'anomalie de développement gonadique mais uniquement des 

anomalies de la folliculogenèse (Uda, 2004). De la même manière chez l'homme, les 

mutations hétérozygotes ou homozygotes sont responsables du syndrome BPES de type I ou 

de type II mais également d'IOP non syndromique. Le séquençage de ce gène dans une 

cohorte de 23 patients ayant un DSD 46,XX SRY- avec développement testiculaire n'avait pas 

montré de mutation (De Baere et al., 2002). Le patient T11 ayant eu une analyse 

complémentaire par séquençage d'exome aucun variant dans le gène FOXL2 n'a été identifié. 

Ceci nous incite à conclure que FOXL2 n'est probablement pas un gène impliqué dans le 

développement testiculaire chez les hommes 46,XX SRY-. 

Le gène CYP19A1 code pour l'aromatase une enzyme nécessaire à la synthèse des 

œstrogènes à partir des androgènes. Les mutations homozygotes de CYP19A1 sont associées à 

un taux élevé d'androgènes et un déficit en œstrogènes (Harada et al., 1992). Chez les fœtus 

de sexe chromosomique féminin, l'excès d'androgènes est responsable de la virilisation des 
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organes génitaux externes et pourrait donc donner un phénotype clinique comparable à celui 

retrouvé chez cette patiente (T14) (Bulun, 1996). Cependant l'étude histologique des gonades 

a montré la présence de tissu testiculaire ce qui n'est pas le cas dans les déficits en aromatase. 

L'analyse de la séquence codante par PCR-séquence avait été réalisée avant le résultat de 

l'étude histologique des gonades et a logiquement montré l'absence de mutations.  

Le gène RSPO2 appartient à la famille des R-spondines comme le gène RSPO1 qui est 

un acteur majeur du développement ovarien. Les protéines de la famille des R-spondines sont 

des activateurs de la voie WNT/ β-catenine. Les membres de cette famille partagent entre 

40% et 60% d'homologie (Figure 17). Le gène RSPO2 a tout d'abord été impliqué dans la 

myogenèse chez Xénopus et des études récentes montrent son rôle dans l'ossification via la 

voie de signalisation WNT/ β-catenine et ses récepteurs LGR4 à LGR6 (Kazanskaya et al., 

2004; Takegami et al., 2016; Zhu et al., 2016). L'étude de l'expression de Rspo2 chez 

l'embryon de souris montre qu'il n'est pas exprimé dans les crêtes génitales ou dans la gonade 

à la différence de Rspo1. Ce gène ne semble pas être un gène impliqué dans le développement 

gonadique chez les mammifères. 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Schéma de la structure des différents membres de la famille des protéines R-

spondines. 

Le pourcentage d'homologie par rapport à RSPO1 est indiqué pour chaque domaine (d'après 

(Kumar et al., 2014)). 
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Le développement des techniques de séquençage massif en parallèle a permis de faire 

des avancées dans le diagnostic et l'identification de nouveaux variants et de nouveaux gènes 

en pathologie et en particulier dans les DSD. Différentes approches sont possibles 

actuellement allant du séquençage de panel ciblé jusqu'au séquençage entier du génome 

(WGS). Nous avons réalisé chez 11 patients, une étude de l'exome qui correspond aux régions 

codantes du génome soit 1 à 2% du génome uniquement. Toutes les régions non codantes ne 

sont pas analysées mais jusqu'à maintenant la majorité des variants identifiés responsables de 

pathologies concernent les régions codantes (Tobias and McElreavey, 2014). Les techniques 

de séquençage d'exome permettent de mettre en évidence des SNVs (Single Nucleotide 

Variations) ou bien des insertions et délétion (indels). L'analyse de la couverture et de la 

profondeur de séquençage permet également d'identifier des CNVs (Wang et al., 2014a; Zhao 

et al., 2013). Nous avons mis en évidence chez un patient la présence de séquence du 

chromosome Y alors que des PCRs ciblant SRY, AZFa, AZFb et AZFc n'avait pas mis en 

évidence d'amplification. Des études en NGS ont permis de mettre en évidence des mutations 

en mosaïque très faible (jusqu'à 5%) qui n'avaient pas été identifiées par les techniques 

classique de Sanger (Qin et al., 2016). Le résultat retrouvé chez notre patient fait évoquer une 

chimère avec la présence de deux lignées cellulaires différentes provenant de la fusion de 

deux embryons 46,XX et 46,XY. Plusieurs cas de chimère 46,XX/46,XY ont été rapportés 

dans la littérature, le diagnostic ayant été fait grâce au caryotype. La présentation clinique 

chez les patients ayant un tel caryotype est très variable, allant d'un phénotype masculin 

normal ou féminin normal à la présence d'anomalies de la différenciation des organes 

génitaux externes (Bromilow and Duguid, 1989; Freiberg et al., 1988; Hadjiathanasiou et al., 

1994; Malan et al., 2007). Dans une étude récente, il a été montré qu'un caryotype 

46,XX/46,XY était retrouvé dans environ 1% des cas de DSD (Cox et al., 2014). Différents 

mécanismes permettent d'expliquer la formation d'une chimère (Malan et al., 2006). Dans le 

cas de ce patient, on peut évoquer une chimère par fécondation de l'ovocyte et du globule 

polaire (E. dans la Figure 18). La lignée cellulaire contenant le chromosome Y serait 

majoritairement située au niveau des gonades permettant un développement testiculaire. 

L'azoospermie retrouvée chez ce patient peut s'expliquer par le fait que les cellules germinales 

proviennent de la lignée cellulaire 46,XX et donc dépourvue des facteurs AZF permettant le 

développement des spermatozoïdes. Afin de pouvoir confirmer ce résultat, il serait nécessaire 

de réaliser une biopsie testiculaire chez le patient. Ce résultat laisse penser que des chimère 
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avec une lignée XY à un taux très faible pourraient être responsables de DSD 46,XX avec 

développement testiculaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. Mécanisme de formation des chimères d'après Malan et al. (Malan et al., 2006). 

 

Par ailleurs, la variation p.V885M (c.2653G>A) dans le gène LGR5 (NM_003667.3) a 

été mise en évidence à l'état homozygote chez le patient T8. Le gène LGR5 (leucine rich 

repeat containing G protein-coupled receptor 5) code pour une protéine appartenant à la 

superfamille des récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés à une protéine G 

(GPCR). C'est un récepteur des R-spondines qui est donc impliqué dans la voie de 

signalisation WNT/β-caténine. Cette variation n'a été retrouvée que 39 fois sur les 5005 

allèles séquencés et le génotype homozygote AA n'a jamais été observé dans les études 1000 

génomes. Cette variation n'est pas située dans le site de fixation au ligand ou dans un des 

domaines transmembranaires. Elle est située dans la région C-terminale de la protéine dans la 

région intra-cellulaire après le dernier domaine transmembranaire (Figure 19). L'analyse in 

silico de cette variation ne semble pas être délétère (score SIFT = 0,22, score 
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Polyphen = 0,007). Les études chez la souris montrent une expression de LGR5 au niveau de 

la gonade féminine spécifiquement à partir de 12,5 dpc puis au  niveau du stroma 

mesenchymateux de l'ovaire et des cellules germinales à 13,5 dpc (Hermey et al., 1999; Nef et 

al., 2005). Des études ont montrées que LGR5 est capable de fixer RSPO1 spécifiquement, 

permettant l'activation de la voie WNT/β-caténine (Carmon et al., 2012). En revanche, 

l'absence d'expression de LGR5 chez la souris est responsable d'anomalies du développement 

mandibulaire et de la face conduisant à une létalité néonatale mais aucun phénotype 

gonadique n'est observé (Morita et al., 2004). L'ensemble de ces données suggèrent que 

LGR5 pourrait être un gène candidat pour le développement ovarien mais des études 

complémentaires seraient nécessaire pour établir son rôle dans la survenue d'un DSD 46,XX 

avec développement testiculaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19. Schéma de la protéine LGR5  

A. Représentation globale de la structure de la protéine transmembranaire. 

B.Structure de la protéine avec dans la région 5' le peptide signal (en jaune), suivie par les 17 

domaines LRR (leucin-rich repeats) (en vert) puis les sept domaines transmembranaires (en 

rouge), (d'après (Kumar et al., 2014)). 
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B. Partie II : Recherche de nouveaux gènes impliqués dans l'IOP  

Afin d'identifier des remaniements chromosomiques et des gènes candidats 

responsables de la survenue d'une insuffisance ovarienne prématurée, les patientes consultant 

en endocrinologie ont une étude du caryotype et une étude par puce à ADN au sein du 

laboratoire.  

1. Etude du gène CPEB1 (Article 2) 

L'étude par puce SNP chez une patiente présentant une aménorrhée primaire associée à 

une déficience intellectuelle progressive a mis en évidence la présence de huit CNVs (Tableau 

22). L'étude approfondie de ces CNVs a permis de mettre en évidence un gène candidat 

responsable de l'IOP chez cette patiente, le gène CPEB1 située en 15q26.2. 

Tableau 22. CNVs identifiés chez le cas index (patiente 1). 

Interprétation 
Type de 

remaniement 
Localisation Taille Formule 

Likely benign  Duplication  
2: 218 551 751 - 
219 067 865  

516,1 Kb  
arr[hg19] 2q35(218,551,751-
219,067,865)x3 

Benign  Duplication  
3: 2 038 992 - 
2 200 873  

161,9 Kb  
arr[hg19] 3p26.3(2,038,992-
2,200,873)x3 

Benign  Duplication  
3: 2 829 097 - 
3 124 328  

295,2 Kb  
arr[hg19] 3p26.2(2,829,097-
3,124,328)x3 

Benign  Duplication  
5: 32 110 735 - 
32 158 429  

47,7 Kb  
arr[hg19] 5p13.3(32,110,735-
32,158,429)x3 

Benign  Deletion  
8: 7 169 491 - 
7 786 708  

617,2 Kb  
arr[hg19] 8p23.1(7,169,491-
7,786,708)x1 

Benign  Duplication  
8: 13 558 024 - 
13 828 384  

270,4 Kb  
arr[hg19] 8p22(13,558,024-
13,828,384)x3 

Benign  Duplication  
11: 55 377 911 - 
55 450 788  

72,9 Kb  
arr[hg19] 11q11(55,377,911-
55,450,788)x3 

Pathogenic  Deletion  
15: 83 214 013 - 
85 728 844  

2 514,8 Kb  
arr[hg19] 15q25.2q25.3(83,214,013-
85,728,844)x1 
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a) CPEB1  

Le gène CPEB1 (cytoplasmic polyadenylation element binding protein 1) code pour 

une protéine appartenant à la famille des protéines de liaison à l'élément de polyadénilation 

cytoplasmique. Ces protéines se fixent sur une séquence d'ARN appelée cytoplasmic 

polyadenylation element (CPE) situé dans la région 3'UTR de certains ARNm. CPEB1 permet 

la régulation de la transcription d'ARNm ainsi que le processing de ces ARNm au niveau 

nucléolaire ou cytoplasmique.  

Les études chez la souris ont montré que CPEB1 joue un rôle dans le développement 

ovarien. En effet, les souris femelles KO pour Cpeb1 présentent toutes une infertilité. L'étude 

anatomique et histologique montre soit une absence d'ovaire soit la présence d'ovaires 

rudimentaires dépourvus d'ovocytes (Tay and Richter, 2001). L'étude des ovaires chez des 

embryons de souris à 18,5 dpc ne met pas en évidence de différence de taille ou de 

morphologie, en revanche, l'analyse histologique révèle l'absence d'ovocytes au stade 

pachytène et diplotène qui sont nombreux habituellement à ce stade chez les souris WT. Les 

auteurs ont donc ensuite examiné des ovaires à 16,5 dpc, ils ont identifié la présence 

d'ovocytes au stade pachytène mais dont les noyaux présentent un ADN fragmenté. 

L'observation de ces noyaux contenant de l'ADN fragmenté au stade pachytène suggère que 

CPEB1 régule la traduction d'ARNm critiques pour la poursuite de la méiose. Plusieurs de ces 

ARNm critiques correspondent aux protéines du complexe synaptonémal (SYCP1, SYCP2 et 

SYCP3) qui est responsable du maintien des chromosomes homologues au stade pachytène. 

Les auteurs ont montré le rôle de CPEB1 dans la polyadénylation et la régulation de la 

traduction de SYCP1 et SYCP3 nécessaire à la mise en place du complexe synaptonémal et à 

la différenciation des cellules germinales chez la souris. 

Le phénotype des souris Cpeb
-/-

 étant similaire à celui des patientes présentant une 

IOP, nous avons étudié le gène CPEB1 dans une cohorte de patientes ayant une aménorrhée 

primaire ou secondaire. 
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b) Séquençage du gène CPEB1 

La séquence codante et les régions introniques flanquantes du gène CPEB1 ont été 

analysées par une technique de séquençage Sanger classique dans une cohorte de 95 patientes 

ayant soit une aménorrhée primaire soit une aménorrhée secondaire. Cette analyse a mis en 

évidence 21 polymorphismes déjà décrits dans les bases de données (Tableau 23). En 

revanche, aucun nouveau variant n'a été identifié. De manière intéressante, 27 patientes 

présentaient une homozygotie pour l'ensemble de leur polymorphismes ou bien aucun 

polymorphisme. Afin de déterminer s'il n'existait pas une délétion d'un allèle chez ces 

patientes, une étude quantitative par QMPSF a été réalisée dans un second temps.  

Tableau 23. Polymorphismes identifiés dans le gène CPEB1 dans la cohorte de 95 patientes 

présentant une aménorrhée primaire ou secondaire. 

Variation polymorphisme 
Nombre 

d'individus 
Hét/Hom  

population MAF 

c.10C>T (p.Pro4Ser) rs372164501 1/0 ESP6500:European_American 0,002 

c.15+81C>A: rs182071420 2/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,013 

c.16-13T>C rs144574454  2/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,013 

c.61G>A (p.Ala21Thr) rs61733713 1/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,010 

c.190+116C>T rs138778202 2/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,005 

c.191-11T>G rs783544 29/55 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,196 

c.191-14C>T rs138210706 1/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,001 

c.191-22G>A rs73436995 3/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,013 

c.378G>A rs201493089 1/0 ESP6500:European_American 0,000 

c.607-36G>A rs137878127 1/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,040 

c.783G>A rs1145171 93/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,005 

c.974-141insA rs11390316 24/8 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,179 

c.974-35C>T rs117970733 2/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,013 

c.1064-26G>T   28/9 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,182 

c.1064-24G>C rs117172003 1/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,005 

c.1495-17delT rs35309965 1/0 
ESP6500:European_American 
ESP6500:African_American 

0,000 
0,014 

c.1495-53C>T c.1530A>G:A/G 3/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,002 

c.1515A>G rs1267657 39/17 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,421 

c.1575+28C>T rs142217377 1/0 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,013 

c.1575+57G>A rs62009918 21/7 01000GENOMES:phase_1_ALL 0,113 

c.*63C>T rs2303846 14/4 YUSUKE:JBIC-allele 0,206 
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c) QMPSF 

Pour cette analyse, trois exons du gène CPEB1 étaient étudiés : exon 3, exon 4 et exon 

12. L'analyse a mis en évidence la présence d'une délétion des trois exons chez la patiente I2 

(Figure 20). Cette délétion a été confirmée par une étude en puce SNP qui a montré la 

présence d'une délétion d'une taille identique à celle retrouvée chez la première patiente 

(région minimale délétée : 83,213,963 - 85,728,834).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Résultat de l'analyse par QMPSF pour la patiente 2 montrant une délétion des trois 

exons testés de CPEB1: E3, E4 et E12. Le gène DMD codant pour la dystrophine située sur le 

chromosome X sert de témoin. 

 

Nous avons donc poursuivi cette étude par l'analyse en QMPSF de 97 nouvelles 

patientes présentant une aménorrhée primaire ou secondaire mais aucune nouvelle délétion n'a 

été mise en évidence dans ce groupe. 
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d) Délétion de CPEB1 dans un cas familial d'IOP 

Une troisième délétion a été mise en évidence dans un cas familial d'IOP par une 

analyse par puce SNP. La délétion identifiée chez cette patiente était d'une taille inférieure à 

celle des deux premières patientes (taille minimale délétée : 83,223,425 - 84,832,932) (Figure 

21). La recherche de la délétion chez la sœur présentant également une IOP et chez la mère 

non atteinte a montré l'absence de la délétion.  

Afin d'éliminer une autre cause génétique d'IOP, 23 gènes impliqués dans l'IOP ont été 

séquencés chez les deux sœurs et la mère. Cette étude a montré la présence d'un 

polymorphisme (p.R222H) dans le gène GPR3 (G protein-coupled receptor 3) et une 

mutation (p.L148P) dans le gène BMP15 chez les deux sœurs mais absents chez la mère. La 

mutation p.L148P a déjà été rapportée dans la littérature et les études fonctionnelles montrent 

une altération de la fonction de la protéine responsable d'IOP chez les patientes porteuses de 

cette mutation. 

 

 

 

 

Figure 21. Résultat puce SNP patiente 3 montrant une délétion d'environ 1,6 Mb sur le 

chromosome 15 en 15q26.2. 
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e) Discussion 

Ce travail rapporte les cas de trois patientes, présentant une IOP précoce survenue vers 

l’âge de 20 ans ou une aménorrhée primaire, porteuses d'une microdélétion 15q25.2 contenant 

le gène CPEB1. Cette région 15q25.2 contient quatre LCRs (Low Copy Repeats). Dans le 

génome humain, ces LCR prédisposent à des recombinaisons homologues non alléliques 

(NAHR) qui peuvent être ou non responsables de syndromes reconnaissables. Dans les trois 

cas que nous rapportons, le point de cassure proximal des délétions est situé dans le LCR 

15q25.2B et les points de cassure distaux sont situés dans le LCR 15q25.2D pour les patientes 

1 et 2 et dans le LCR 15q25.2C pour la patiente 3. Par ailleurs, aucune délétion ou duplication 

de cette région n'est rapportée dans la base de données DGV. 

Des cas de délétion 15q25.2 ont été rapportés précédemment dans la littérature. Cinq 

cas correspondaient à des enfants présentant des malformations congénitales et/ou des 

déficiences intellectuelles et qui étaient pré-pubères. Le sixième cas correspondait à une 

microdélétion découverte parmi 17 microduplications et  sept microdélétions identifiées dans 

une cohorte de patiente ayant une IOP. La microdélétion identifiée en 15q25.2 avait la même 

taille que celle de notre patiente 3, cependant il n'y avait pas de renseignement clinique précis 

concernant l'âge de survenue de l'IOP (McGuire et al., 2011). 

La région minimale commune chez nos trois patientes contient 26 gènes dont 12 gènes 

OMIM. Parmi ceux-ci, seul le gène CPEB1 était un bon candidat car il était le seul impliqué 

en reproduction. En effet, comme nous l'avons vu précédemment, les souris KO pour Cpeb 

présentent un arrêt de développement des ovocytes au stade pachytène avec une absence de 

formation des complexes synaptonémaux entraînant une absence de follicules chez les souris 

femelles adultes responsable d'une infertilité (Tay and Richter, 2001). En prenant en compte 

ces données et le fait que les patientes ont soit une aménorrhée primaire soit une aménorrhée 

secondaire vers l'âge de 20 ans, on peut suggérer que l'haploinsuffisance de CPEB1 est 

responsable de la survenue d'une IOP précoce chez l'humain. Ceci est renforcé par la 

présentation de l'IOP dans la famille de la patiente 3. En effet, la sœur qui présente également 

une IOP, mais de survenue beaucoup plus tardive à l'âge de 38 ans, présente une mutation 

dans BMP15 mais pas de délétion de CPEB1 tandis que la patiente 3 porteuse de la mutation 

dans BMP15 et la délétion de CPEB1 présente une aménorrhée secondaire très précoce à l'âge 
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de 21 ans, suggérant que l’haploinsuffisance touchant CPEB1 pourrait être un facteur 

aggravant d’autres causes d’IOP.  

Nos données associées à celle de McGuire suggèrent que la microdélétion comprenant 

CPEB1 est impliquée dans environ 1% des IOP idiopathiques. 

Ce travail a donc permis de mettre en évidence une nouvelle microdélétion associée à 

une IOP. Cette microdélétion reste rare mais correspond à une microdélétion récurrente 

puisqu'elle est médiée par des LCRs situés dans la région. Ce travail montre l'importance de 

l'utilisation de puces à ADN pour le diagnostic et le conseil génétique des patientes présentant 

une IOP. 

2. Cohorte FAMIOP (données non publiées) 

Nous avons vu dans le paragraphe précédent qu'une délétion de CPEB1 a été identifiée 

chez une patiente dont la sœur présente également  une IOP. Cette délétion a été identifiée au 

sein d'une cohorte constituée dans le cadre d'un PHRC portant sur les formes familiales d'IOP. 

a) Résultats de l’étude SNP 

Cette cohorte est constituée de 37 cas index (CI), de 31 apparentés atteints (AA) et de 

23 apparentés non atteints (ANA). Une étude en puce SNP a pu être réalisée pour l'ensemble 

des cas index ainsi que des apparentés atteints.  

Nous avons mis en évidence 381 CNVs au total avec une médiane de 5,5 CNVs par 

patientes. La taille des CNVs allait de 4,4 kb à 1,8 Mb. Sur l’ensemble de ces CNVs, six 

CNVs (y compris la délétion incluant le gène CPEB1 précédemment décrite) non rapportés 

comme pathogène ou polymorphique dans les bases de données ont été identifiés chez des cas 

index (Tableau 24). Une duplication située en 17q25 d'environ 490 kb a été identifiée chez un 

cas index et chez l'apparenté atteint mais la taille de la duplication chez l'apparenté n'est que 

de 487 kb. Cette duplication contient six gènes dont un microRNA (miRNA). Aucun gène 

compris dans cette duplication ne semble être un gène candidat pour expliquer l'IOP. 

 

 



 

Résultats - Discussion 

115 

Délétion 15q25 

Cette délétion contient le gène CPEB1 et a déjà été décrite dans la partie portant sur 

CPEB1. 

Délétion 4q35 

Une délétion d'environ 723 kb a été mise en évidence chez un cas index mais pas chez 

l'apparenté atteint. Aucun apparenté non atteint n'a pu être inclus dans l'étude, le caractère de 

novo ou non n'a pas pu être établi. Cette délétion contient le gène CASP3 codant pour la 

caspase 3, une protéine impliquée dans l'apoptose cellulaire. 

Autres CNV 

Les trois autres CNVs identifiés sont situés en 1q44, 4p15 et 16p13.3. Aucun gène 

exprimé dans la gonade ou associé au développement folliculaire n'est présent dans ces 

remaniements. De la même manière aucun gène appartenant aux voies de signalisation 

impliquées dans le développement folliculaire n'est retrouvé. 
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Tableau 24. CNVs n'étant pas rapportés comme pathogène ou non pathogène dans les bases 

de données. 

Patient Statut Localisation Taille Remaniement Gènes 

001AO00 CI 
1: 245 950 642 
- 247 845 256 

1,8 Mb Délétion 

SMYD3,CHCHD4P5,RNU6-
1283P,LOC255654,TFB2M,CNST,LOC100
887078,SCCPDH,RPL35AP6,LINC01341,A
HCTF1,ZNF695,ZNF670-
ZNF695,LOC100419806,ZNF670,LOC100
420880,ZNF669,C1orf229,FGFR3P6,ZNF
124,VN1R16P,LOC100131465,ZNF731P,
MIR3916,RNA5SP82,LOC343165,VN1R1
7P,VN1R5,ZNF496,NLRP3,OR2B11,OR2
W5,GCSAML,GCSAML-
AS1,OR2C3,OR2G2,OR2G3,OR14L1P,OR
3D1P,OR13G1 

008DL00 CI 
4: 23 160 661 - 
23 579 235 

418 kb Duplication RFPL4AP3 

001BS00 CI 
4: 185 531 158 
- 186 254 126 

723 kb Délétion 
LVCAT8,CASP3,PRIMPOL,CENPU,ACSL1,
SLED1,MIR3945HG,MIR3945,LINC01093
,MIR4455,HELT,SLC25A4,CFAP97,SNX25 

001MS00 CI 
15: 83 213 963 
- 84 832 932 

1,6 Mb Délétion 

CPEB1,CPEB1-AS1,AP3B2, 
LOC100421235,LOC338963,ACTG1P17,S
NHG21,FSD2,SCARNA15,WHAMM,HOM
ER2,FAM103A1 

005MM00 CI 
16: 5 698 006 - 
6 820 960 

1,1 Mb Duplication RBFOX1,RNU7-99P 

004RM00 CI 
17: 75 177 261 
- 75 668 077 

490 kb Duplication 
SEC14L1,CYCSP40,LOC105371907,SEPT9
,MIR4316,LOC100507351 

004RM12 AA 
17: 75 180 432 
- 75 668 077 

487 kb Duplication 
SEC14L1,CYCSP40,LOC105371907,SEPT9
,MIR4316,LOC100507351 

 

Régions de ROH 

Plusieurs régions de ROH ont été identifiées. Les régions communes de ROH chez les 

CI et les AA sont rapportées dans le Tableau 25. Aucun gène d'intérêt n'a été mis en évidence 

dans les régions communes de ROH chez les cas index et les apparentés.  
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Tableau 25. Régions communes de ROH chez les patients et les apparentés. 

 

Patient 
Nbe 
de 

ROH 

Taille 
(Mb) 

Min-
Max 

Coef de 
consan
guinité 

Gènes OMIM 
Nbe de 
régions 

communes 
Régions communes 

Nbe de 
gènes 
région 

commune 

Dont 
OMIM 

Gènes 
d'intérêt 

Taille 
régions 

communes 

25001AO11 28 101 1-14,2 1/16 1953 864 

7 

chr3:82024432-87101747, 
chr4:8729137-9916180, 
chr6:62675670-63893492, 
chr6:27098027-28984512, 
chr17:9714086-13678172, 
chr17:54179382-63429977, 
chr17:39902271-54158115 

773 327 - 37 Mb 

25001AO00 27 90 1-16,5 1/16 1479 595 

01001ER12 21 45 1-10,3 1/32 774 274 

1 chr5:44632008-45840303 4 
 

- 1,2 01001ER13 13 38 1-12,6 1/32 611 216 

01001ER00 22 56 1-12,6 1/32 846 326 

01011RE00 25 137 1-23,9 3/32 1723 494 

8 

chr8:50044748-51949268, 
chr10:36862892-38364693, 
chr10:75411198-75702131, 
chr11:3488541-6011761, 
chr11:30780931-31793051, 
chr11:48234357-49960141, 
chr12:65400603-89376538, 
chr19:36651499-38472344 

492 121 - 35 

01011RE12 27 114 1-37,7 3/32 1778 575 

05001BS00 36 183 1-29,9 1/8 1971 690 

1 chr12:88362392-89462206 10 2 - 1 

05001BS11 24 45 1-5,5 1/32 705 265 
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Patient 
Nbe 
de 

ROH 

Taille 
(Mb) 

Min-
Max 

Coef de 
consan
guinité 

Gènes OMIM 
Nbe de 
régions 

communes 
Régions communes 

Nbe de 
gènes 
région 

commune 

Dont 
OMIM 

Gènes 
d'intérêt 

Taille 
régions 

communes 

07003ZJ00 34 127 1-14 3/32 1940 718 

7 

chr1:106394002-113391029, 
chr2:31271882-31527853, 
chr2:87091247-88371441, 
chr5:100132083-101191593, 
chr8:50279613-51328497, 
chr12:20961322-21991620, 
chr20:25260931-26293985 

214 88 - 13 

07003ZJ11 28 120 1-19,9 3/32 1636 610 
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b) Discussion 

L'analyse par puce SNP dans la cohorte FAMIOP de patientes présentant une IOP 

familiale, a mis en évidence deux CNVs contenant chacun un gène d'intérêt. Le premier CNV 

concerne la région 15q25.2 et le gène CPEB1 déjà rapporté dans la partie précédente. Le 

deuxième CNV situé en 4q35 contient le gène CASP3. Cette délétion n'est retrouvée que chez 

le cas index. Cependant nous avons vu précédemment avec l'exemple de CPEB1 qu'il pouvait 

y avoir différents facteurs impliqués dans la survenue d'une IOP au sein d'une même famille.  

Le gène CASP3 code pour la protéine Caspase 3. Nous avons vu que la voie des 

Caspases est impliquée dans la régulation du pool de follicule primordiaux et en particulier la 

Caspase 3. En 2001, Matikainen et al. ont étudié in vivo et in vitro les effets de l'absence 

d'expression de Casp3 chez la souris. L'étude histologique des ovaires chez des souriceaux 

âgés de 4 jours ne montre pas de différence dans l'architecture des gonades et la quantité de 

follicules primordiaux, primaire et pré-antraux non atrétiques entre les souris WT et les souris 

Casp
-/-

. En revanche, l'étude de la structure des follicules montre la présence de follicules 

atrétiques anormaux ayant une taille réduite ou totalement désorganisés avec la présence ou 

parfois d'un infiltrat de cellules sanguines. Par ailleurs, les ovocytes sont également 

anormaux. Certains ovocytes sont activés présentant une reprise de méiose tandis que d'autres 

ovocytes ont dégénéré (Matikainen et al., 2001). CASP3 semble être nécessaire à la régulation 

du pool de follicules primordiaux mais joue également un rôle dans le développement et 

l'atrésie des follicules chez les souris adultes.  

Une délétion beaucoup plus grande de 7,18 Mb comprenant 64 gènes dont le gène 

CASP3 est rapporté dans la base de données DECIPHER chez une patiente présentant de 

multiples anomalies et malformations et en particulier une aplasie ovarienne. Concernant les 

autres cas de délétion comprenant CASP3, aucun renseignement sur le phénotype gonadique 

des patients n'est rapporté. Par ailleurs, le score d'haploinsuffisance rapporté dans DECIPHER 

pour le gène CASP3 est de 0,24% correspondant à un score très élevé indiquant que 

l'haploinsuffisance de CASP3 est potentiellement délétère. Des mutations somatiques de 

CASP3 sont rapportées dans différents types de cancer mais aucune mutation constitutionnelle 

n'a été rapportée jusqu'à maintenant (Soung et al., 2004). L'ensemble de ces données font de 

CASP3 un bon gène candidat pour a survenue d'une IOP. Cependant afin de confirmer ce 

résultat, des études complémentaires seront à réaliser.  
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Les autres CNVs identifiés ne contiennent pas de gènes d'intérêt. En revanche, quatre 

d'entre eux contiennent des miRNA. Les miRNA correspondent à des petits ARN non codants 

d'environ 19 à 24 nucléotides qui jouent un rôle important dans l'expression des gènes (Bartel, 

2004). Ils régulent la traduction et l'expression des gènes en se fixant sur une séquence 

spécifique de la région 3'UTR de l'ARNm cible conduisant au clivage de l'ARNm et donc à la 

répression de l'expression du gène (Virant-Klun et al., 2016). Un miRNA peut cibler plusieurs 

ARNm et un ARNm peut être régulé par plusieurs miRNA. De nombreuses études se sont 

intéressées à l'expression de ces miRNA dans l'ovaire et le testicule. Ces études ont montré 

une expression préférentielle ou exclusive de quelques miRNA dans les ovaires de différentes 

espèces : let-7 family, miR-21, miR-99a, miR-125b, miR-126, miR-143, miR-145, et miR-

199b. Ils ont également montré qu'il existait un biais d'expression entre la gonade masculine 

et la gonade féminine indiquant un rôle spécifique de ces miRNA dans chaque gonade 

(Hossain et al., 2012). Aucun des miRNA identifié chez nos patients n'appartient à ces 

familles de miRNA. Il est donc difficile de conclure que ces miRNA jouent un rôle dans la 

survenue de l'IOP chez nos patientes. 

Au total cette étude n'a pas mis en évidence de gènes responsable de forme familiale 

d'IOP. En revanche, nous avons identifié CASP3 comme gène candidat responsable d'IOP. 

Des études complémentaires sont néanmoins nécessaires pour confirmer son implication. 
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Conclusion 

Le sujet de cette thèse était d'identifier de nouveaux gènes impliqués dans le 

développement et le fonctionnement de la gonade masculine et féminine en partant de l'étude 

d'une population de patient ayant un DSD 46,XX avec un développement testiculaire ou 

ovotesticulaire et d'une population de patientes ayant une insuffisance ovarienne prématurée. 

Nous avons mis en évidence par une analyse en puce SNP des micro-remaniements 

chromosomiques dans une région située en amont de SOX9, dans un désert génique. Ceci 

nous a permis de redéfinir la région minimale critique impliquée dans l'activation de 

l'expression de SOX9 en l'absence de SRY. Une étude portant sur un plus grand nombre de 

patient a permis de montrer que le remaniement de cette région était probablement impliqué 

dans le développement testiculaire chez environ 10% des patients ayant un caryotype 46,XX, 

SRY négatif. 

De manière intéressante, l'analyse de l'exome chez les patients ayant une étude en puce 

SNP normale a permis de mettre en évidence la présence de séquences du chromosome Y 

chez un patient grâce aux techniques de NGS. Ceci suggère que certains cas de DSD 46,XX 

avec développement testiculaire pourraient être expliqué par la présence d'une chimère 

46,XX/46,XY avec une lignée XY minoritaire présente au niveau des gonades permettant le 

développement testiculaire. Cette étude a également permis de mettre en évidence un variant 

homozygote dans le gène LGR5 qui appartient à la voie de régulation WNT/β-catenine mais 

des études complémentaires sont nécessaire pour impliquer ce gène dans la survenue d'un 

DSD. L'étude des autres patients n'a pas permis d'identifier de nouveaux gènes candidats qui 

pourraient jouer un rôle dans le développement gonadique. 

L'association des résultats des données de puces et d'exomes laisse penser que les 

études génétiques dans le cadre des DSD, dans l'avenir, ne devront plus seulement s'intéresser 

aux régions codantes. Des études génomes entiers permettront peut-être de mettre en évidence 

des mutations ou des remaniements dans des régions régulatrices comme c'est le cas pour la 

région RevSex en amont de SOX9. Concernant cette région, nous avons proposé un 

mécanisme permettant d'expliquer le rôle de ce microremaniement dans l'activation de SOX9 

mais des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer le mécanisme exact. La 

difficulté actuelle pour répondre à ce problème réside dans le fait qu'il est impossible d'avoir 
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accès à la gonade au moment de son développement. C'est pourquoi, l'utilisation de cellules 

IPS de patients ayant un remaniement de cette région, associée à des techniques de capture de 

conformation chromatinienne pourrait peut-être permettre de répondre en partie à cette 

question. 

L'étude en puce SNP dans la cohorte de patiente présentant une IOP nous a permis 

d'identifier une nouvelle microdélétion récurrente contenant le gène CPEB1 suggérant le rôle 

de l'haploinsuffisance de celui-ci dans la survenue d'une IOP précoce. L'étude de la séquence 

du gène n'a pas permis de mettre en évidence de mutation, cependant le modèle de souris KO 

présente un phénotype strictement identique et il existe d'autres exemples de pathologie où 

c'est la délétion du gène et donc son haploinsuffisance qui est responsable d'un phénotype 

anormal. Cette délétion du gène CPEB1 permet d'expliquer environ 1% des cas d'IOP 

idiopathiques. Ceci en fait une cause rare mais récurrente d'IOP. 

Par ailleurs, nous avons mis en évidence une délétion du gène CASP3 qui est un bon 

candidat pour la survenue d'une IOP, les souris KO ayant un phénotype tout à fait comparable 

à celui retrouvé chez l'humain. Cependant afin de confirmer l'implication de CASP3 dans la 

survenue d'une IOP, l'étude de la cohorte par séquençage du gène pourrait être réalisée pour 

rechercher des mutations qui altéreraient la fonction de la protéine. 

Ce travail confirme l'intérêt de l'étude par puce SNP pour le diagnostic et la prise en 

charge des patients présentant une IOP. 
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Annexe 1  

Table des CNVs identifiés dans la cohorte de patients DSD 46,XX avec développement testiculaire ou ovotesticulaire. 

Patient Interprétation Type de remaniement Chromosome Début Fin Taille (pb) Formule 

T1 

Benign Deletion 2 89943629 90247720 304092 arr[hg19] 2p11.2(89,943,629-90,247,720)x1 

Benign Homozygous deletion 16 223626 225653 2028 arr[hg19] 16p13.3(223,626-225,653)x0 

Benign Duplication 17 34444121 34630969 186849 arr[hg19] 17q12(34,444,121-34,630,969)x3 

Pathogenic Duplication 17 69493864 69570941 77078 arr[hg19] 17q24.3(69,493,864-69,570,941)x3 

T2 

Benign Deletion 2 90027811 90247720 219910 arr[hg19] 2p11.2(90,027,811-90,247,720)x1 

Pathogenic Duplication 17 69493864 69570941 77078 arr[hg19] 17q24.3(69,493,864-69,570,941)x3 

Benign Duplication 19 15785643 15837869 52227 arr[hg19] 19p13.12(15,785,643-15,837,869)x3 

Benign Duplication 19 53522101 53548950 26850 arr[hg19] 19q13.41(53,522,101-53,548,950)x3 

T3 
Benign Duplication 7 76134203 76137375 3173 arr[hg19] 7q11.23(76,134,203-76,137,375)x3 

Pathogenic Duplication 17 69441277 69581849 140573 arr[hg19] 17q24.3(69,441,277-69,581,849)x3 

T4 Benign Deletion 13 57820868 57888986 68119 arr[hg19] 13q21.1(57,820,868-57,888,986)x1 

T5 Benign Duplication 8 8101642 8145440 43799 arr[hg19] 8p23.1(8,101,642-8,145,440)x3 

T6 

Benign Duplication 10 69359021 69448289 89269 arr[hg19] 10q21.3(69,359,021-69,448,289)x3 

Benign Deletion 11 25134742 25284208 149467 arr[hg19] 11p14.3(25,134,742-25,284,208)x1 

Benign Duplication 11 87939593 87948151 8559 arr[hg19] 11q14.2(87,939,593-87,948,151)x3 

Benign Duplication 17 34438213 34630969 192757 arr[hg19] 17q12(34,438,213-34,630,969)x3 

T7 

Benign Duplication 4 9370908 9456977 86070 arr[hg19] 4p16.1(9,370,908-9,456,977)x3 

Benign Deletion 10 55121585 55371601 250017 arr[hg19] 10q21.1(55,121,585-55,371,601)x1 

Benign Duplication 17 5457838 5723782 265945 arr[hg19] 17p13.2(5,457,838-5,723,782)x3 

T8 

Benign Deletion 14 20684277 20731130 46854 arr[hg19] 14q11.2(20,684,277-20,731,130)x1 

Benign Homozygous deletion 16 223625 225653 2029 arr[hg19] 16p13.3(223,625-225,653)x0 

Benign Deletion 16 33795687 34020957 225271 arr[hg19] 16p11.2(33,795,687-34,020,957)x1 
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T9 

Benign Homozygous deletion 2 6304638 6307401 2764 arr[hg19] 2p25.2(6,304,638-6,307,401)x0 

Benign Deletion 10 56957207 56996554 39348 arr[hg19] 10q21.1(56,957,207-56,996,554)x1 

Benign Deletion 10 135257091 135378802 121712 arr[hg19] 10q26.3(135,257,091-135,378,802)x1 

Benign Duplication 20 50684980 50699305 14326 arr[hg19] 20q13.2(50,684,980-50,699,305)x3 

T10 
Benign Multiplication 1 155194980 155203060 8081 arr[hg19] 1q22(155,194,980-155,203,060)x4 

Benign Duplication 20 50684653 50697019 12367 arr[hg19] 20q13.2(50,684,653-50,697,019)x3 

T11 

Benign Homozygous deletion 1 69944198 69951760 7563 arr[hg19] 1p31.1(69,944,198-69,951,760)x0 

Benign Homozygous deletion 2 215501876 215514980 13105 arr[hg19] 2q35(215,501,876-215,514,980)x0 

Benign Homozygous deletion 3 131399961 131409530 9570 arr[hg19] 3q22.1(131,399,961-131,409,530)x0 

Benign Homozygous deletion 3 158001555 158030382 28828 arr[hg19] 3q25.32(158,001,555-158,030,382)x0 

Benign Homozygous deletion 3 186108018 186126310 18293 arr[hg19] 3q27.3(186,108,018-186,126,310)x0 

Benign Homozygous deletion 3 187896912 187898593 1682 arr[hg19] 3q27.3(187,896,912-187,898,593)x0 

Benign Homozygous deletion 3 190035825 190037414 1590 arr[hg19] 3q28(190,035,825-190,037,414)x0 

Benign Duplication 4 70003963 70013537 9575 arr[hg19] 4q13.2(70,003,963-70,013,537)x3 

Benign Homozygous deletion 6 142076325 142112455 36131 arr[hg19] 6q24.1(142,076,325-142,112,455)x0 

Benign Homozygous deletion 7 114784028 114792582 8555 arr[hg19] 7q31.2(114,784,028-114,792,582)x0 

Benign Homozygous deletion 8 73736766 73741773 5008 arr[hg19] 8q13.3(73,736,766-73,741,773)x0 

Benign Homozygous deletion 8 79526456 79548197 21742 arr[hg19] 8q21.12(79,526,456-79,548,197)x0 

Benign Homozygous deletion 9 103353017 103366326 13310 arr[hg19] 9q31.1(103,353,017-103,366,326)x0 

Benign Deletion 10 47543322 47650490 107169 arr[hg19] 10q11.22(47,543,322-47,650,490)x1 

Benign Homozygous deletion 14 72755506 72760708 5203 arr[hg19] 14q24.2(72,755,506-72,760,708)x0 

Benign Homozygous deletion 16 11477919 11481845 3927 arr[hg19] 16p13.13(11,477,919-11,481,845)x0 

Benign Homozygous deletion 18 56211453 56213438 1986 arr[hg19] 18q21.32(56,211,453-56,213,438)x0 

Benign Homozygous deletion 18 57525833 57532084 6252 arr[hg19] 18q21.32(57,525,833-57,532,084)x0 

Benign Homozygous deletion 19 17394504 17399476 4973 arr[hg19] 19p13.11(17,394,504-17,399,476)x0 

Benign Homozygous deletion 19 24175453 24182287 6835 arr[hg19] 19p12(24,175,453-24,182,287)x0 

Benign Homozygous deletion 19 43028621 43035370 6750 arr[hg19] 19q13.2(43,028,621-43,035,370)x0 

Benign Duplication X 62321 220770 158450 arr[hg19] Xp22.33(62,321-220,770)x3 
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T12 

Benign Deletion 9 11967114 12013711 46598 arr[hg19] 9p23(11,967,114-12,013,711)x1 

Benign Duplication 9 119525648 119533737 8090 arr[hg19] 9q33.1(119,525,648-119,533,737)x3 

Benign Deletion 10 47543322 47650490 107169 arr[hg19] 10q11.22(47,543,322-47,650,490)x1 

Benign Duplication 14 40138562 40461852 323291 arr[hg19] 14q21.1(40,138,562-40,461,852)x3 

Benign Duplication 19 53332039 53344701 12663 arr[hg19] 19q13.41(53,332,039-53,344,701)x3 

Benign Duplication 22 25707443 25909255 201813 arr[hg19] 22q11.23q12.1(25,707,443-25,909,255)x3 

T13 
Benign Duplication 13 95538248 95721660 183412 arr[hg19] 13q32.1(95,538,248-95,721,660)x3 

Benign Homozygous deletion 17 31642707 31655082 12375 arr[hg19] 17q11.2(31,642,707-31,655,082)x0 

T14 

Benign Deletion 1 196712624 196901753 189130 arr[hg19] 1q31.3(196,712,624-196,901,753)x1 

Benign Homozygous deletion 2 214885653 214908936 23284 arr[hg19] 2q34(214,885,653-214,908,936)x0 

Benign Homozygous deletion 4 28958205 28972033 13829 arr[hg19] 4p15.1(28,958,205-28,972,033)x0 

Benign Homozygous deletion 4 95170839 95262665 91827 arr[hg19] 4q22.3(95,170,839-95,262,665)x0 

Benign Homozygous deletion 4 172944925 172950660 5736 arr[hg19] 4q34.1(172,944,925-172,950,660)x0 

Benign Homozygous deletion 6 105203774 105230729 26956 arr[hg19] 6q16.3(105,203,774-105,230,729)x0 

Benign Homozygous deletion 7 112601599 112636408 34810 arr[hg19] 7q31.1(112,601,599-112,636,408)x0 

Benign Homozygous deletion 8 17580791 17581700 910 arr[hg19] 8p22(17,580,791-17,581,700)x0 

Benign Homozygous deletion 10 20311913 20318802 6890 arr[hg19] 10p12.31(20,311,913-20,318,802)x0 

Benign Deletion 10 63300506 63336317 35812 arr[hg19] 10q21.2(63,300,506-63,336,317)x1 

Benign Homozygous deletion 12 24299945 24313450 13506 arr[hg19] 12p12.1(24,299,945-24,313,450)x0 

Benign Homozygous deletion 12 24416903 24432497 15595 arr[hg19] 12p12.1(24,416,903-24,432,497)x0 

Benign Homozygous deletion 13 70399003 70422282 23280 arr[hg19] 13q21.33(70,399,003-70,422,282)x0 

Benign Homozygous deletion 13 93570669 93582208 11540 arr[hg19] 13q31.3(93,570,669-93,582,208)x0 

Benign Deletion 15 62128861 62340126 211266 arr[hg19] 15q22.2(62,128,861-62,340,126)x1 

Benign Homozygous deletion 18 29193385 29207155 13771 arr[hg19] 18q12.1(29,193,385-29,207,155)x0 

Benign Homozygous deletion 18 67206541 67217271 10731 arr[hg19] 18q22.2(67,206,541-67,217,271)x0 

Benign Homozygous deletion 22 23288277 23291613 3337 arr[hg19] 22q11.22(23,288,277-23,291,613)x0 

T15 
Benign Duplication 1 155180466 155203060 22595 arr[hg19] 1q22(155,180,466-155,203,060)x3 

Benign Duplication 9 72036369 72047599 11231 arr[hg19] 9q21.11(72,036,369-72,047,599)x3 
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Benign Duplication 11 96629896 96666819 36924 arr[hg19] 11q21(96,629,896-96,666,819)x3 

Benign Duplication 11 134576216 134598043 21828 arr[hg19] 11q25(134,576,216-134,598,043)x3 

Benign Deletion 14 27577719 27732976 155258 arr[hg19] 14q12(27,577,719-27,732,976)x1 

Benign Duplication 17 400959 463043 62085 arr[hg19] 17p13.3(400,959-463,043)x3 

Benign Duplication 17 34453522 34475131 21610 arr[hg19] 17q12(34,453,522-34,475,131)x3 

Benign Duplication 19 22422889 22438069 15181 arr[hg19] 19p12(22,422,889-22,438,069)x3 

Benign Duplication 22 36649966 36702300 52335 arr[hg19] 22q12.3(36,649,966-36,702,300)x3 

T16 

Benign Duplication 5 17745762 17780459 34698 arr[hg19] 5p15.1(17,745,762-17,780,459)x3 

Benign Duplication 6 78848097 79039234 191138 arr[hg19] 6q14.1(78,848,097-79,039,234)x3 

Benign Deletion 8 4617810 4814303 196494 arr[hg19] 8p23.2(4,617,810-4,814,303)x1 

Benign Deletion 10 56957207 56996554 39348 arr[hg19] 10q21.1(56,957,207-56,996,554)x1 

Benign Deletion 11 56326343 56352417 26075 arr[hg19] 11q12.1(56,326,343-56,352,417)x1 

Benign Homozygous deletion 19 20631948 20682055 50108 arr[hg19] 19p12(20,631,948-20,682,055)x0 

T17 

Benign Deletion 1 152984397 153101488 117092 arr[hg19] 1q21.3(152,984,397-153,101,488)x1 

Benign Duplication 2 18116319 18192841 76523 arr[hg19] 2p24.2(18,116,319-18,192,841)x3 

Benign Deletion 6 67017494 67047294 29801 arr[hg19] 6q12(67,017,494-67,047,294)x1 

Benign Deletion 7 8827959 8856074 28116 arr[hg19] 7p21.3(8,827,959-8,856,074)x1 

Benign Deletion 9 16931342 16987379 56038 arr[hg19] 9p22.2(16,931,342-16,987,379)x1 

Benign Duplication 10 47412588 47702515 289928 arr[hg19] 10q11.22(47,412,588-47,702,515)x3 

Benign Duplication 10 135252347 135377448 125102 arr[hg19] 10q26.3(135,252,347-135,377,448)x3 

Benign Duplication 12 124115811 124195483 79673 arr[hg19] 12q24.31(124,115,811-124,195,483)x3 

T18 

Benign Duplication 2 133280890 133308437 27548 arr[hg19] 2q21.2(133,280,890-133,308,437)x3 

Benign Duplication 3 19562980 19684181 121202 arr[hg19] 3p24.3(19,562,980-19,684,181)x3 

Benign Duplication 16 75539436 75575410 35975 arr[hg19] 16q23.1(75,539,436-75,575,410)x3 

Benign Duplication 19 15776945 15783630 6686 arr[hg19] 19p13.12(15,776,945-15,783,630)x3 

Benign Duplication 19 15797484 15830869 33386 arr[hg19] 19p13.12(15,797,484-15,830,869)x3 

Benign Duplication 20 50684653 50697019 12367 arr[hg19] 20q13.2(50,684,653-50,697,019)x3 
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Résumé : 
Les anomalies du développement sexuel peuvent se révéler soit par des anomalies génitales à la naissance, soit 

par des anomalies pubertaires mais également, chez l’adulte, par une infertilité. Les hommes XX (DSD 46,XX 

avec développement testiculaire) présentent dans la majorité des cas un développement testiculaire normal, lié à 

la présence de la séquence SRY sur un des chromosomes X, et sont dépistés à cause de leur infertilité. En 

revanche dans environ 10% des cas, la cause de cette anomalie n’est pas retrouvée. Chez les femmes, les 

anomalies du développement sexuel peuvent se révéler par une insuffisance ovarienne prématurée (IOP) dont 

l’origine n’est identifiée que dans 20% des cas.  

L’objectif de cette thèse a été d’identifier de nouveaux mécanismes moléculaires impliqués dans le 

développement gonadique, testiculaire et ovarien, ainsi que dans son fonctionnement. Les méthodes utilisées ont 

été des techniques d’étude globale du génome de type puce SNP et de séquençage d’exome ainsi que des 

techniques de séquençage ciblé. 

L’étude d’une cohorte de patients DSD 46,XX SRY négatifs avec développement testiculaire a mis en évidence 

une duplication de la région RevSex située dans un désert génique très en amont du gène SOX9 chez quatre 

patients ce qui représente environ 10% des patients testés. La plus petite duplication identifiée a permis de 

redéfinir la région minimale impliquée dans l'activation de l'expression de SOX9 à une taille maximale de 41.9 

kb et de proposer un mécanisme permettant cette expression chez des hommes XX. Le séquençage d’exome chez 

dix patients de la cohorte n’a pas mis en évidence de mutations dans des gènes déjà impliqués dans les DSD ni 

dans de nouveaux gènes d’intérêt. Ce résultat associé à l'absence de mutations dans des gènes d'intérêts pose la 

question du rôle des régions régulatrices dans la survenue des DSD. 

L’analyse d’une cohorte de patientes ayant une IOP a permis d'identifier des délétions incluant le gène CPEB1, 

faisant de ce dernier un candidat à la survenue d'une IOP. Cette hypothèse a été renforcée par des études 

précédentes chez la souris montrant son implication dans le développement folliculaire. Le séquençage du gène 

CPEB1 dans la cohorte n'a pas mis en évidence de mutation pathogène. Ce travail a permis de montrer que la 

délétion impliquant le gène CPEB1est une cause rare mais récurrente d'IOP et concerne environ 1% des 

patientes. Une microdélétion contenant le gène CASP3 un gène de la voie des caspases impliquée dans la 

régulation du pool folliculaire a également été identifiée chez une patiente. Des études complémentaires sont 

néanmoins nécessaires pour confirmer son rôle dans la survenue d'une IOP.  

L'ensemble de ces résultats montre l'intérêt de l'étude génétique des patients présentant une anomalie du 

développement de la gonade ou de son fonctionnement par des techniques d'étude globale du génome. 

Mots clés : Anomalie du développement sexuel, SOX9, Insuffisance ovarienne prématurée, CPEB1, CASP3 

 

Genetic study of gonadal development in human 

Disorders of Sex Development (DSD) can be identified in new-born and during infancy but also in adults 

because of infertility. Most 46,XX testicular DSD have a normal testicular development due to the presence of 

the SRY gene at the tip of one of their X chromosome and they are usually diagnosed because of their infertility. 

However, the genetic causes of 46,XX-SRY negative testicular DSD remain poorly defined. In women, disorders 

of gonadal development can be responsible for primary ovarian insufficiency (POI) and genetic causes are 

identify in only 20% of cases.  

The aim of this thesis was to identify molecular mechanisms involved in gonadal development and in its 

functioning. In order to identify new genes, whole genome analysis techniques were used as SNP array and 

whole exome sequencing as well as targeted sequencing. 

The cohort study of 46,XX testicular DSD identified four patients with a duplication in the previously reported 

RevSex region located about 550 kb upstream of SOX9. One duplication allowed us to refine the minimal region 

associated with 46,XX-SRY negative DSD to a 40.7–41.9 kb element. Exome sequencing of 10 patients from the 

cohort did not show any mutation in genes implicated in DSD or in new candidate genes. These results raise 

questions about the role of the regulatory sequences in the onset of DSD. 

The cohort study of POI patients identified three patients carrying a microdeletion including CPEB1 a good 

candidate gene for POI as study in mice showed the implication of CPEB1 in follicular development. 

Sequencing CPEB1 gene did not identified any mutation. Therefore, heterozygous deletion of CPEB1 gene 

leading to haploinsufficiency could be responsible for POI in humans. This microdeletion is rare but recurrent 

and was identified in about 1% of patients with POI. Another microdeletion containing CASP3 gene that belongs 

to the caspase family, which is implicated in the regulation of the follicular pool, was identified in a patient. 

Further studies are needed to confirm the role of CASP3 in POI.  

These results demonstrate the importance of genetic study of patients presenting with DSD or POI using whole 

genome techniques. 

Keywords : Disorders of sex development, SOX9, Primary ovarian failure, CPEB1, CASP3 


