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CONGENITAL BILATERAL ABSENCE 
OF THE VAS DEFERENS : A PHENOTY- 
PIC CONCOMITANT OF CYSTIC 
FIBROSIS ? Because spermatogenesis is typi- 
cally normal in men with bilateral agenesis of 
the vas deferens, epididymal sperm recovery for 
subsequent use in in-vitro fertilization (IVF) has 
recently been proposed for such patients. The 
discovery of the presence of mutations in the 
cystic fibrosis gene in such patients has indica- 
ted that this disease might constitute a genital 
phenotypie concomitant of cystic fibrosis, and 
has profound genetic implications if the spouse 
is heterozygous. Testing for mutations of the 
cystic fibrosis gene, and the provision of gene- 
tic counselling as appropriate, should be perfor- 
med in patients, and their partners, when IVF is 
being considered for such couples presenting 
with infertility. The main characteristics of the 
cystic fibrosis gene and its mutations are dis- 
cussed, with particular reference to problems in 
identifying mutations among the 27 exons 
encoding the gene's product. Key words : 
Cystic fibrosis, bilateral agenesis of the vas 
deferens, genetic counselling. Andrologie 
1992, 2 : 53-55. 

La mucoviscidose (Cystic Fibrosis, CF) est une 
maladie htrtditaire ~t transmission autosomique 
rtcessive (11) affectant un sujet sur 2500 dans la race 
blanche, o~ un sujet sur 20 ~, 25 est porteur du g6ne 
mutt ~, l'ttat htttrozygote. Un dysfonctionnement 
des glandes exocrines est responsable des diverses 
manifestations et complications lites ~ cette affection 
dont l'expression pulmonaire et digestive est habi- 
tuellement caracttristique. On estime que la plupart 
des sujets de sexe masculin atteints de mucoviscidose 
"classique" ont des canaux dtftrents rudimentaires 
ou absents. 

Par ailleurs, l'agEntsie bilattrale des canaux 
dtftrents est une affection gtnttique autosomique 
rtcessive (11), dEcrite chez des patients en bonne 
santt, sans symptomatologie clinique de mucovisci- 
dose. 

La dtcouverte du gtne de la mucoviscidose en 
1989 (6, 9, 10) ayant rendu possible l'ttude de la 
mutation qui en est principalement responsable 
(AF508), une 6quipe francaise a eu l'idte de recher- 
cher la prtsence de cette mutation dans un groupe de 
patients prtsentant une agtntsie des dtftrents (3, 8) : 
8 sujets sur 19 6taient htttrozygotes pour la mutation 
AF508, stir 42%, alors que la frtquence de cette 
mutation dans la population gtntrale est de 2,5 h 4%. 

I1 fallait cependant identifier deux gtnes mutants 
chez chaque patient et non pas un seulement avant 
d'affirmer que l'agEntsie bilattrale des canaux dtft- 
rents est lite ~ des mutations du g~ne de la mucovis- 
cidose, ce qui vient d'etre rtalis6 (avril 1992) par une 
6quipe amEricaine (1). 

L'agtntsie bilattrale des canaux dtftrents, qui 
6tait jusqu'ici une entit6 clinique distincte, devient 
ainsi un phtnotype "gtnital" de la mucoviscidose 
grace a la gtnttique moltculaire. Au-del~ de l'inttret 
scientifique de cette dtcouverte, les constquences 
pour la descendance doivent ~tre abordtes, puisqu'il 
est maintenant possible de traiter l'infertilit6 de ces 
patients (12). 

LE GENE RESPONSABLE DE LA MUCOVIS- 
CIDOSE ET LA PROTI~INE CFTR. 

Le d6veloppement spectaculaire des techniques 
de g6n6tique mol6culaire a permis l'utilisation de 
l'approche dite de "g6n6tique inverse" pour localiser 
le gtne CF. Grfice ~t une analyse de liaison gtnttique 
avec des marqueurs ADN dtfinis par des polymor- 
phismes de longueur de fragments de restriction, le 
gbne CF a pu 6tre localis6 en 1985 sur le bras long du 
chromosome 7 (13), puis clon6 et stquenc6 en sep- 
tembre 1989 (6, 9, 10). 

Ce gtne de grande taille comprend 250.000 
nucltotides et renferme 27 rtgions codantes (exons) 
sdpartes par des rdgions non codantes (introns). Le 
messager ARN est constitu6 d'environ 6.500 nuclto- 
tides et contient un cadre de lecture ouvert (4.500 
nucltotides) correspondant ~t un polypeptide de 1480 
acides amints (Fig. 1). La structure de cette prottine, 
appelte CFTR (cystic fibrosis transmembrane 
conductance regul~ator) prtsente de fortes similitudes 
avec une famille de transporteurs membranaires 
ATPdtpendants. Le CFrR contient, comme ces der- 
niers, deux rtgions transmembranaires ainsi que deux 
sites de liaison ~t I'ATP, les "nucleotide binding fold" 
(NBF). Un domaine suppltmentaire (R) renfermant 
de nombreux sites de phosphorylation par les pro- 
tdines kinases est sptcifique du CFrR. On lui attri- 
bue un rtle rdgulateur dans le fonctionnement du 

CFTR, qui prEsente les caracttristiques d'une protti- 
ne jouant un rtle dans la rtgulation du transport 
transmembranaire des ions. 

LES MUTATIONS DU GENE CFTR. 
Une dtlttion de trois paires de bases (un codon) 

dans l'exon 10 est la cause majeure de la mucovisci- 
dose. Cette alttration de la stquence codante, appelte 
AF508, a pour effet de faire dispara?tre une phtnyla- 
lanine dans le premier NBF du CFI'R (Fig. 2). Les 
6tudes collaboratives internationales ont dtmontr6 
que la frtquence de la &Iz508 varie selon un gradient 
dtcroissant Nord-Sud : elle est prtsente sur 80% des 
chromosomes mutts en Angleterre et au Danemark, 
et seulement sur 40 h 50% des chromosomes dans les 
populations originaires d'Italie ou d'Espagne (4). En 
France, la AF508 est associte h 80% des chromo- 
somes CF en Bretagne-Ouest, et seulement h 63% 
des chromosomes dans le Languedoc-Roussillon. 

A l'initiative du Professeur Lap-Chee Tsui de 
Toronto, un Consortium International d'ttude des 
mutations du g~ne CFTR a 6t6 cr66 en 1989, mettant 
en communication ttltcopite les laboratoires du 
monde entier admis au sein de ce Consortium. Grfice 

un effort de collaboration internationale sans prdct- 
dent, plus de 200 mutations difftrentes ont dtjh 6t6 
rtpertorides dans l'ensemble du g6ne CFTR, et en 
particulier dans les deux NBF. I1 s'agit essentielle- 
ment de mutations ponctuelles, affectant le plus sou- 
vent un seul nucltotide sur les 4500 que comporte la 
stquence codante, sauf exceptions. Approxima- 
tivement la moiti6 de ces mutations sont des muta- 
tions "faux-sens", conduisant ~ des substitutions d'un 
acide amin6 par un autre dans la prottine CFI'R : 
exemple : G551D (exon 11), remplaqant une glycine 
par un acide aspartique. 

Les mutations "non-sens" sont dues au remplacement 
d'un codon d'acide amin6 par un codon "stop", 
aboutissant ~t une terminaison prtmaturte du poly- 
peptide CFrR et rtsultant en une prottine tronqute, 
non fonctionnelle: 
exemple : G542X (exon 11), o~ il manque 938 acides 
amints dans la prottine. 

Fig. 1 : Le g~ne responsable de la Mucoviscidose : correspondance entre les exons et les domaines structuraux dEduits de la stquence codante. 
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Fig. 2 : ModUle d'organisation des domaines fonctionnels du 
CFTR 

Les autres mutations identifiees dans le g~ne CF 
comprennent des del6tions ou des insertions de 1 ~ 2 
nucleotides, ce qui decale le cadre de lecture et abou- 
tit aussi ~ une terminaison prematur~e: 

exemple : 1078 del T, identifi6e dans l'exon 7 par 
notre groupe. 

Un dernier type de mutations affecte les sites de. 
"splicing", alterant les signaux de reconnaissance de 
coupure des exons lors de la maturation de I'ARNm : 

exemple : 621 + 1 G->T (intron 4). 

A l'exception d'une quinzaine de mutations, qui 
sont retrouvees avec une certaine frdquence dans cer- 
taines populations, l'immense majoritd des mutations 
du CFrR sont "solitaires": elles n'ont 6te rencontrees 
que sur un tr~s petit nombre de chromosomes, le plus 
souvent un seul. 

TECHNIQUES DE DI~TECTION ET D'IDENTIFI- 
CATION DES MUTATIONS CFTR. 

Plusieurs types de methodologies viennent d'etre 
developpees pour explorer le g~ne CF. Toutes sont 
basees sur l'etude de I'ADN amplifi6 par la tech- 
nique PCR (Polymerase Chain Reaction), qui permet 
d'obtenir en quelques heures des milliers de copies 
identiques de la partie du genome humain que l'on 

Fig. 3 : Detection de la mutation AF 508 : 61ectrophorbse des 
produits PCR de l'exon 10 sur polyacrylamide. 
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d6sire 6tudier. I1 suffit pour cela de disposer de deux 
"amorces" (courts segments de 20 h 30 nucleotides 
de synth~se) complementaires de chaque brin d'ADN 
et d'utiliser les proprietes d'une enzyme, la Taq poly- 
merase, qui recopie la sequence cible situee entre les 
deux amorces. La sequence des portions interessantes 
du gbne CF a 6te mise/~ la disposition des labora- 
toires par l'equipe de Tsui (14). 

1- D~tection de la mutation AF508. 
A partir d'ADN genomique total extrait des cel- 

lules nucleees du sang, la region de l'exon 10 conte- 
nant cette mutation est selectivement amplifiee. On 
separe ensuite les produits de la PCR par une 61ectro- 
phor~se en gel de polyacrylamide: les fragments plus 
courts migrent le plus vite. Un sujet porteur de la 
AF508 ~t l'etat heterozygote poss6de deux types 
d'exons 10: l'exon mute est plus court de 3 nucl6o- 
tides, ce qui est suffisant pour qu'il soit distinctement 
separ6 de l'exon normal (Fig. 3). 

2- D~tection et identification des autres mutations 
(connues ou inconnues) du g~ne CF. 

Le developpement de la genetique moleculalre 
etant tr~s recent, il n'existe pas encore de technique 
ideate pour explorer les gbnes. Le choix de ces tech- 
niques depend en outre de la connaissance prealable 
ou non que l'on a de la (ou des) mutations h recher- 
chef. 

- La mutation est connue ?t l 'avance: 

Si elle altbre un site de restriction sur I'ADN, il 
sera facile de la detecter en soumettant le produit 
PCR ~t l'action de l'enzyme puis en separant les pro- 
duits par dectrophor~se: la presence de la mutation 
se traduira par des fragments de longueurs differentes 
(PCR-restriction). 

Sinon, on utilise la reconnaissance spdcifique de 
l'all~le mute ou de l'all6le normal par une oligosonde 
radiomarqude: seule la cible strictement complemen- 
taire de la sonde formera une hybridation stable avec 
celle-ci. 
- La mutation n 'es tpas  connue ~ l'avance: 

Trois ou quatre techniques sont actuellement dis- 
ponibles, dont deux semblent donner les meilleurs 
rdsultats, en terme de fiabilit6 et de reproductibilit6: 
la methode DGGE (denaturing gradient gel electro- 
phorese) et la methode SSCP (single strand confor- 
mation polymorphism). Elles permettent de deceler 
des differences extremement subtiles dans de courtes 
sequences d'ADN amplifie: deletions ou insertions 
de un ou deux nucleotides, mais aussi simple substi- 
tution d'un nucleotide par un autre. Ces differences 
de sequence entre I'ADN "sauvage" et "mute" sont 
perceptibles sous forme de variations tres fines dans 
la migration des fragments d'ADN dans des gels de 
polyacrylamide tres rdsolutifs (Fig. 4). 

Notre laboratoire s'est spdcialis6 dans la tech- 
nique SSCP (7), en raison de sa facilit6 et de son coot 
abordable, et nous avons depuis un an explore systd- 
matiquement chaque gene, exon apr~s exon, des 
patients du Languedoc-Roussillon presentant une 
mucoviscidose "classique". Aprbs un an et demi de 
recherches, nous avons identifie plus de 85% des 
mutants CFFR de cette population, et ddcrit 15 nou- 

velles mutations et 3 nouveaux variants rares, contri- 
buant ainsi aux resultats du Consortium International. 

Fig. 4 : Detection de mutations rares ou inconnues par la 
technique SSCP (migrations differentielles des exons ampli- 
fies). 
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Si cette diversite genetique est passionnante sur 
le plan scientifique, elle pose de serieux probl~mes 
sur le plan diagnostique: nous avons dejh repertori6 
plus de 26 mutations differentes responsables de 
mucoviscidose en Languedoc-Roussillon, et il reste 
encore 15% des mutations ~ identifier. I1 devient dis 
lors trbs difficile de proposer une strategic efficace de 
depistage de masse. 

RELATIONS GI~NOTYPE t PHI~NOTYPE 
La symptomatologie, la severite, et l'evolution 

de la mucoviscidose sont tr~s variables d'un patient 
un autre, y compris parfois au sein d'une m~me 
famille. I1 est bien connu que 85% des patients pre- 
sentent une insuffisance de la fonction exocrine du 
pancreas alors que 15% ne necessitent aucune sup- 
plementation en enzymes pancreatiques. 

De nombreuses etudes ont cherch6 ~t determiner 
si certaines mutations sont "severes" et d'autres 
"moderees", afin d'expliquer les differents degres 
d'expression phenotypique et 6ventuellement de pre- 
dire le pronostic. 

Apr~s plusieurs resultats contradictoires, on 
admet actuellement que les formes homozygotes 
pour la AF508 ne sont pas plus "graves" que les 
formes heterozygotes pour la AF508 ou encore tes 
formes dues h deux mutations non-AF508, sauf en ce 
qui concerne l'insuffisance pancreatique, qui est net- 
tement plus frequente chez les sujets homozygotes 
pour la AF508 (5). 

L'expression de la mucoviscidose etant pluri-tis- 
sulaire, il est trbs difficile d'etablir des comparaisons 
objectives concernant l'effet des mutations, car de 
trbs nombreux parambtres cliniques pulmonaires et 
digestifs doivent ~tre examines lorsqu'on veut relier 
le genotype et le phenotype. I1 est vraisemblable que 
d'autres facteurs genetiques et epigenetiques doivent 
intervenir pour moduler l'evolution de la maladie, en 
particulier ceux qui agissent sur la croissance. 
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Plusieurs dtudes sont actuellement en cours pour 
tenter de ddterminer les mutations des sujets qui ne 
prdsentent que l'agdndsie bilatdrale des canaux ddfd- 
rents. S'agit-il de mutations "spdcifiques" b, ce phe- 
notype gdnital ou bien va-t-on retrouver les memes 
mutations que dans la population "classique" des 
sujets mucoviscidosiques ? 

AGI~NI~SIE DI~FI~RENTIELLE~ I~TUDE DE 
L'ADN ET CONSEIL GENETIQUE. 

Puisqa'une agdndsie congdnitale des canaux 
ddf~rents peut ~tre la manifestation g6nitale d'une 
authentique mucoviscidose, il est prudent de recher- 
cher d'dventuelles mutations dans le g~ne CF chez 
les patients et leur conjointe avant de proposer une 
aspiration du sperme avec FIV pour remddier 
l'infertilit6. En pratique, il convient d'organiser pour 
ces couples une consultation de conseil gdndtique 
aupr~s d'un gdn6ticien compdtent en biologic mol~- 
culaire et capable de calculer, selon les r~sultats du 
laboratoire, le risque de transmission des gbnes 
mutds ~. la descendance. 

Toute analyse de gdndtique moldculaire est 
"familiale", et requiert I'ADN du sujet atteint, de ses 
dventuels frbres et soeurs, de ses parents, et de son 
6pouse. L'ADN est extralt des cellules nuclddes du 
sang total ( 10 ml) recueilli sur EDTA. 

Deux types d'dtudes de I'ADN sont rdalisds 
conjointement : 

- l'dtude de marqueurs proches du gone CF, appelds 
"polymorphismes de longueur de fragments de res- 
triction" ou RFLPs, qui permettent de ddfinir des 
"haplotypes" (combinaisons d'alldles) ~ risque. 
Certains alleles de ces marqueurs sont en effet en 
ddsdquilibre de liaison avec certaines mutations du 
g~ne CF, ce qui peut orienter le biologiste moldculai- 
re vers la recherche de certaines mutations plut6t que 
d'autres. D'autre part, la ddtermination de ces haplo- 
types est ndcessaire aux calculs de risque. 

Cette partie de l'dtude moldculaire est rapide 
(quelques jours ou semaines) mais ndcessite urge 
dtude familiale de I'ADN. 

- la recherche des mutations CFTR. 

I1 n'est pas possible de rechercher toutes les 
mutations ddj~t rdpertorides. En pratique, on com- 
mence par rechercher les mutations les plus rdpan- 
dues darts une population donnde. Les laboratoires 
rdgionaux sont done indispensables pour connahre 
les mutations locales. Dans la rdgion Languedoc- 
Roussillon, nous testons systdmatiquement les cinq 
mutations qui, pour l'instant, semblent le plus frd- 
quentes : 

AF508 (exon 10): (63%) 

G542X (exon 11): (5.6%) 

AI507 (exon 10), 1078 defT (exon 7), N1303K (exon 
21): 4%. 

Notre laboratoire a entrepfis cette annde, en col- 
laboration avec le service d'Urologie du Professeur 
H. Navratil (N~mes), l'dtude du gdne CF ches les 
patients atteints d'agdndsie ddfdrentielle consultant 
pour infertilitd. Sur une sdrie de 9 patients, les pre- 
miers rdsultats sont les suivants: trois patients portent 

des mutations CFTR h l'dtat hdtdrozygote (2 AF508 
e t t  G542X). Un patient prdsente la AF508 sur un 
chromosome et la substitution R347H sur l'autre 
chomosome. I1 convient cependant d'etre certain que 
la mutation R347H est bien une mutation pathog~ne 
et non un variant trds rare. 

Afin d'identifier les autres mutations (rares) du 
gene CFTR qui permettront d'dtablir ddfinitivement 
que l'agdndsie des canaux ddfdrents est un phdnotype 
gdnital de la mucoviscidose, il faut explorer systdma- 
tiquement toute la sdquence codante du gene CFFR, 
exon aprbs exon, ainsi que les parties introniques 
adjacentes. Nous avons choisi la technique SSCP, et 
ce travail, mend par Marie Desgeorges, a ddjh rdv616 
des anomalies dans plusieurs exons. La sdquence des 
ADN correspondants est en cours. 

Cette seconde dtape est particuli6rement longue 
et difficile: les patients doivent 6tre avertis des ddlais 
tr6s importants de ce type de recherche, d'autant 
qu'il faudra ensuite ddterminer si la mutation trouvde 
est pathogdne ou non. 

Par ailleurs, une dtude collaborative avec l'dqui- 
pe de Lille nous a pemlis de mettre en dvidence une 
mutation particuli~rement frdquente chez ces 
patients. 

Chaque fois qu'une mutation pathog6ne est 
identifide chez un patient, il convient de la rechercher 
aussi chez ses frdres et soeurs, dont le risque d'hdtd- 
rozygotie est de 2/3 avant l'dtude de I'ADN. Pour la 
fratrie, le risque de transmettre la mucoviscidose lors 
d'une grossesse est en effet loin d'dtre ndgligeable : 

2/3 x 1 x 1:1/150 (avant 6tude de I'ADN) 

25 4 

I I 
Risque d'hdtdrozygotie de la fratrie du patient 

I I 
Risque d'hdtdrozygotie du conjoint 

I 
Risque de transmission au foetus. 

Enfin, il semble logique d'entreprendre, chez les 
patients atteints d'agdndsie des canaux ddfdrents, une 
investigation poussde des poumons et du systbme 
digestif, afin d'dtablir une description phdnotypique 
aussi compldte que possible. De m6me, la rdalisation 
d'un ou plusieurs tests ~ la sueur s'impose. 
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RESUME : La spermatogdn~se des sujets 
atteints d'agdndsie bilatdrale des canaux 
ddfdrents dtant habituellement normale, un 
prdl6vement de sperme au niveau de l'6pidi- 
dyme suivi d'une fdcondation in vitro vient 
d'Etre rdcemment propos6 aux couples 
concernds. La ddmonstration, (publide en 
avril 1992), chez ces patients, de la prdsence 
de mutations dans le g~ne de la mucoviscido- 
se, identifie cette maladie comme un phdno- 
type gdnital probable de mucoviscidose et 
pose le probl6me du risque pour la descen- 
dance si l'dpouse est hdtdrozygote. Nous rap- 
pelons les principales caractdristiques de ce 
gbne et de ses mutations, et attirons Fatten- 
tion sur la ndcessit6 de prEvoir un conseil 
gdndtique adaptd ~ ces couples qui consultent 
pour infertilit6. Mots-cl~s : Mucoviscidose, 
Agdndsie bilat6rale des canaux ddfErents, 
Conseil gdndtique. Andrologie 1992, 2 : 
53-55. 
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