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RESUME

Le syndrome de persistance des canaux de Miiller
(PMDS) est une forme rare de pseudohermaphro-
disme masculin caractérisé par la présence de
dérivés Miillériens chez un sujet 46, XY normale-
ment virilisé. Les circonstances de découverte
sont chirurgicales, a I’occasion d’une intervention
pour une cryptorchidie ou pour une cure de hernie
inguinale.

Une étude génetique réalisée sur 76 familles de
sujets porteurs d’un PMDS a montré que des ano-
malies de I'hormone anti-Millérienne (AMH) ou de
'un de ses récepteurs (AMHR-Il) étaient observées
chez 85% des familles étudiées, ce syndrome se
transmettant selon un mode autosomique récessif.
Pour les 15% des cas restants, I'origine du PMDS
reste encore inconnue, aucune anomalie n’ayant
été trouvée sur ces deux génes.

L’AMH est synthétisée par les cellules de Sertoli
dés le début de la différenciation testiculaire. Cette
glycoprotéine, qui fait partie de la famille du Trans-
forming Growth Factor-B (TGF-B), présente une
mutation chez 47% des familles de PMDS.

Le récepteur de type Il de PAMH (AMHR-II) est
exprimé par les cellules mésenchymateuses entou-
rant le canal de Miiller. Il n’a qu’un seul domaine
transmembranaire et posséde une activité
sérine/thréonine kinase. Chez 38% des familles
PMDS étudiées, une anomalie de ce récepteur a été
observée.
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L. INTRODUCTION

Le testicule feetal synthétise deux hormones qui partici-
pent activement a la différenciation sexuelle, la testostéro-
ne et ’hormone anti-Miillérienne. La testostérone produi-
te par les cellules de Leydig maintient et permet 1’évolu-
tion des canaux de Wolff en épididymes, canaux déférents
et vésicules séminales. Cet androgéne entraine également
la virilisation du sinus urogénital et des organes génitaux
externes.

L’hormone anti-Miillérienne (AMH) appelée aussi Miille-
rian inhibiting substance (MIS) a été mise en évidence
grice aux travaux d’Alfred Jost {10] réalisés dans les
années cinquante. Cette hormone synthétisée par les cellu-
les de Sertoli trés t8t aprés la différenciation de la gonade

(vers la 7M€ semaine chez I’homme) est seule capable de
faire régresser les canaux de Miiller, ébauches des trom-
pes, utérus et partie supérieure du vagin chez la femme
(Figure 1). Elle est synthétisée en quantité importante
durant la vie feetale puis sa concentration sérique diminue
jusqu’a la puberté, I’AMH n’est ensuite détectable qu’en
treés faible quantité dans le liquide spermatique.

L’ AMH fait partie de la famille du Transforming Growth
Factor-B (TGF-B) qui rassemble différentes molécules
régulant la croissance et la différenciation cellulaire (Fig-
ure 2). Cette glycoprotéine homodimérique de 140 kDa,
composée de 560 acides aminés, subit comme les autres
membres de la famille du TGF-8 un clivage protéolytique
dans le deuxiéme tiers de la molécule. Le complexe ainsi
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formé est constitué d’un fragment C-terminal de 109 aci-
des aminés biologiquement actif et d’un long fragment
représentant la partie N-terminale de la protéine. Cette
extrémité ne possede pas d’activité biologique propre mais
peut potentialiser I’effet du fragment C-terminal |16].

Le géne de I’AMH cloné en 1986 chez I’homme [1] est
situé sur le chromosome 19 (bande p13.3) [3]. Long de 2,8
kpbases, il comprend 5 exons. La partie C-terminale biolo-
giquement active est codée par le dernier tiers du 5¢éme
exon.

La cascade de transduction du signal des membres de la
famille du TGF-B fait participer deux récepteurs & un seul
domaine transmembranaire possédant chacun une activité
sérine/thréonine kinase. Le récepteur dit de type II se lie au
ligand puis recrute le récepteur de type I qu’il phosphoryle
au niveau d’une région riche en glycines et sérines, appe-
lée domaine GS. Le signal est ensuite transmis par le
recrutement d’une protéine cytoplasmique Smad, qui une
fois phosphorylée par le récepteur de type I, s’associe a
une autre molécule appelée Co-Smad. Le complexe ainsi
formé est transloqué dans le noyau et peut activer la trans-
cription des génes cibles [11] (Figure 3).

Le récepteur de type 1l de ' AMH (AMHR-I]) a été cloné
en 1995 chez I’homme [6], le poids moléculaire de la pro-
téine mature est de 82 kDa [4]. Localisé sur le chromoso-
me 12 (bande q13), il comporte 11 exons sur 8 kpb. Les
exons 1 a 3 codent pour le peptide signal et la partie extra-
cellulaire de la molécule, I’exon 4 pour le domaine trans-
membranaire, les exons 5 a 11 pour le domaine intracellu-
laire. Le récepteur de type I n’a pu étre cloné par les tech-
niques classiques de biologie moléculaire. Cependant, des
approches différentes ont montré qu’ils pouvaient s’agir de
récepteurs déja clonés de la famille des Bone Morphogene-
tic Proteins, BMPR-IB [5], BMPR-IA (8] ou ALK2 [2, 15].

Le syndrome de persistance des canaux de Miiller (PMDS)
ou syndrome des hommes a utérus est un pseudoherma-
phrodisme masculin caractérisé par la présence d’un utérus
et de trompes de Fallope chez des garcons 46, XY dont les
organes génitaux externcs sont parfaitement virilisés (Figu-
re 4). Une cryptorchidie soit bilatérale soit unilatérale asso-
ciéc a une hernie inguinale ol se trouvent 1’utérus et le tes-
ticule est souvent observée [14]. La prévalence de ce syn-
drome méconnu — de 1’ordre d’une naissance sur 100 000
garcons en France — est probablement sous estimée.

Depuis une dizaine d’années, des recherches ont été déve-
loppées afin de connaitre I’origine moléculaire de ce syn-
drome. Cet article est une syntheése des derniers résultats
obtenus.

II. MATERIEL ET METHODES

L’étude a été réalisée sur des prélévements biologiques de
76 familles PMDS originaires du monde entier.

Une mesure de I’AMH sérique de ces patients a été effec-
tuée en utilisant une trousse de dosage commercialisée par
Beckman-Coulter [12]. Brievement, ce dosage ELISA per-
met de fixer I’AMH présente dans I’échantillon biologique
entre deux anticorps monoclonaux, la quantité d’hormone
est proportionnelle a I’intensité de la réaction colorimé-
trique développée.

L’ADN génomique, extrait des lymphocytes circulant, a
servi de matrice pour amplifier par la technique d’amplifi-
cation génique in vitro ou par réaction de polymérisation
en chaine (PCR) différentes portions du géne de I’ AMH ou
de I’AMHR-II, fragments comprenant les exons et les sites
donneur et accepteur d’épissage [7]. La recherche de muta-
tions a été effectuée par séquencage direct sur les produits
de PCR purifiés, technique permettant d’identifier les ano-
malies génétiques présentes sur les deux alléles d’un gene
donné.

II1. RESULTATS

Des mutations des genes de I’AMH et de I’AMHR-II sont
observées chez les familles de PMDS, elles se transmettent
selon un mode autosomique récessif.

1. Dosage de ’AMH sérique de patients PMDS

Les patients présentant une anomalie de I’AMH ont une
concentration fortement abaissée pour 1’age, par contre
ceux qui présentent des mutations du récepteur de type Il
ont une concentration sérique normale (Figure 5).

2. Le géne de PAMH

Dans 47% des ces familles, 35 mutations différentes du
gene de I’ AMH ont été identifiées dans les différents exons

exceptés le 4°M€ ainsi que dans certains sites d’épissage. Il
s’agit de mutations faux-sens ou non-sens, d’anomalies
perturbant le cadre de lecture telles que des délétions ou
des additions de bases, ainsi que de mutations modifiant
I’épissage. Neuf d’entre elles sont récurrentes dans deux
ou trois familles différentes (Figure 6A).

Du fait d’une forte proportion de patients originaires d’A-
frique du Nord et de pays Méditerranéens ol la consangui-
nité existe a un taux élevé, les anomalies sont observées
majoritairement a I’état homozygote [9].

3. Le géne du récepteur de type Il de TAMH

Vingt-cinq mutations différentes ont été identifiées chez
38% des patients PMDS. Cinq sont récurrentes (Figure
6B), elles ne sont observées que dans quelques familles.
Cependant la d6331-6357 fait exception. Cette délétion de
27 paires de bases, dans le 10éme exon, est observée dans
prés de la moitié des familles présentant unc anomalie de
ce récepteur, que ce soit au stade homozygote ou hétérozy-
gote, associée a une mutation faux-sens.
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Figure 4 : Schéma anatomique et photographie opératoire d’un patient atteint du syndrome de persistance des canaux de Miiller (PMDS).

Les testicules sont liés aux dérivés Miillériens.
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4. Les patients ne présentant aucune anomalie des
génes de PAMH et de PAMHR-II

Les patients qui n’ont pas d’anomalies de I’AMH et de
I’ AMHR-II ont une concentration d’ AMH sérique normale
ou légerement inférieure a ce qui est attendu (Figure 5).

IV. DISCUSSION

Les échantillons biologiques (sérums et ADNs géno-
miques) des 76 familles PMDS ont été collectés sur une
dizaine d’années. Dans 85% des cas, une anomalie du géne
de I’AMH ou de son récepteur de type II a été observée
chez ces patients, avec le méme phénotype.

Le dosage de I’AMH sérique est un outil essentiel dans

x  Pas de mutation des génes
AMH et AMHR-II

Figure 5 : Concentrations de ’AMH sérique dosée par
un test immuno-enzymatique chez les patients PMDS
en fonction de leur dge.

Chez le sujet normal, la variation des taux est repré-
sentée en jaune. Les valeurs trouvées en cas de muta-
tion du géne de 'PAMH sont représentées par un carré
20 bleu, de son récepteur de type Il par un triangle rose,
et en ’absence d’anomalies génétiques par une croix
verte.

I’investigation biologique du PMDS. En pratique, il permet
d’orienter le diagnostic moléculaire chez les patients pré-
puberes. Si la concentration d’AMH est nulle ou trés basse,
une mutation de cette hormone est probable. Si cette valeur
est normale, une anomalie de son récepteur AMHR-II est
attendue. Chez les patients adultes, le dosage ELISA n’est
pas informatif car sa valeur est toujours basse, la testosté-
rone inhibant la syntheése de I’AMH [13].

Les mutations du géne de I’AMH n’affectent pas que la
seule partie de I’exon 5, une région codant pour le domaine
C-terminal de la molécule porteur de ’activité biologique.
De nombreuses autres anomalies ont été observées sur le
géne en particulier dans la premiére partie de I’exon 1.

Dans presque 50% des familles de PMDS porteurs d’une
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Figure 6 : (A) Mutations du géne de ’AMH, (B) Mutations du géne du récepteur de type I (AMHR-II). Les exons sont grisés.

Les mutations récurrentes sont soulignées, la mutation récurrente la plus fréquente (d6331-6357) observée sur le géne de PAMHR-II est
encadrée.
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anomalie de I'’AMHR-II, une délétion de 27 paires de
bases, d6331-6357, est observée. Lorsque la concentration
d’AMH sérique est normale pour 1'4ge, il est judicieux de
commencer la recherche de cette délétion par PCR, au lieu
de réaliser le séquengage complet du géne de I’AMHR-II
d’emblée.

Aucune anomalie des génes de ’AMH et de I’AMHR-II
n'a été observée pour 15% des familles de PMDS, leur
taux d’AMH est intermédiaire voire légérement abaissé.
Certains de ces patients présentent des malformations
extra-génitales, urinaires et abdominales. Sont elles dues
des anomalies génétiques de 1’enzyme de clivage de
I’AMH ou a d’autres éléments de la cascade de transduc-
tion du signal de cette hormone (Figure 3) ? Des études
génétiques complémentaires seront nécessaires pour répon-
dre a cette question ; elles devront porter sur un plus grand
nombre de patients couplées & une analyse clinique com-
pléte. Le diagnostic de PMDS est difficile et probablement
sous cstimé. La présence dans un méme canal inguinal de
deux testicules, une constatation faite par échographie, est
par exemple trés évocatrice [17]. Le traitement de la cryp-
torchidie est trés important pour prévenir le risque de dégé-
nérescence testiculaire. Le pronostic d’un PMDS dans
lequel la cryptorchidie est d’origine génétique, permettra
d’attirer I’attention du clinicien et des parents sur la néces-
sité d’un contrdle chez les gar¢ons nés et a naitre.
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ABSTRACT

A genetic form of cryptorchidism:

Persistent Miillerian duct syndrome

Corinne BELVILLE, Jacques GONZALES, Nathalie
JOSSO, Nathalie DI CLEMENTE, Jean-Yves PICARD

Persistent Miillerian duct syndrome (PMDS), a rare
form of male peudohermaphrodism, is characteri-
zed by lack of regression of Miillerian derivatives.
These patients are externally phenotypic males in
whom the presence of a uterus and Fallopian tubes
is discovered during surgical correction of cryptor-
chidism and/or inguinal hernia. Molecular studies,
in a total of 76 PMDS families, were performed by
automatic sequencing after amplification by poly-
merase chain reaction (PCR) of different parts of the
gene.

AMH, synthesized by Sertoli cells, is a member of
the Transforming Growth Factor-§ superfamily. The
560 amino-acid glycoprotein is formed by two 70
kDa monomers linked by disulfide bonds. This hor-
mone is cleaved at a proteolytic site 109 amino
acids upstream of the C-terminus, yielding the bio-
active C-terminal domain and a N-terminus which is
not itself bioactive, but which enhances the bioacti-
vity of the C-terminus. The gene, composed of five
exons, is located on chromosome 19 (band p13.3).
AMH gene mutations are present on the whole
length of the gene in 47% of PMDS families. Sixty-
one per cent were homozygous due to a high pro-
portion of patients from Arabic or Mediterranean
countries, characterized by a high rate of consan-
guinity. The serum AMH level, assessed by a com-
mercially available enzyme immunoassay technique
(ELISA), is extremely low in the great majority of
patients, even before puberty when AMH levels are
normally high.

AMH binds to two distinct membrane-bound recep-
tors, both serine/threonine kinases. The type || AMH
receptor (AMHR-II) binds to the ligand, and this
complex recruits receptor type |, which acts as a
signal transducer by activating specific cytoplasmic
substrates, the Smad molecules.

AMHR-l|, coded by a 8 kbp gene on chromosome 12
(band q13), contains 11 exons. Exons 1-3 encode
the extracellular domain, exon 4 encodes the trans-
membrane part and exons 5-11 encode the intracel-
lular serine/threonine kinase domain. An AMHR-II
mutation was detected in 38% of PMDS families,
characterized by a normal AMH level for the patien-
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t's age. A particular mutation, a deletion of 27 bp in
exon 10, was present in 45% of families of this

group.
No mutation of either AMH or the AMHR-Il gene
could be detected in 11 PMDS families.

Key-Words: anti-Millerian hormone, sexual differentia-
tion, genital tract, persistent Miillerian duct syndrome,
pseudohermaphroditism, mutation




