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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 héréditaire a transmission autosomique
récessive (11) affectant un sujet sur 2500 dans la race
blanche, ol un sujet sur 20 & 25 est porteur du géne
muté & I'état hétérozygote. Un dysfonctionnement
des glandes exocrines est responsable des diverses
manifestations et complications liées a cette affection

dont P’expression pulmonaire et digestive est habi-

tuellement caractéristique. On estime que la plupart
des sujets de sexe masculin atteints de mucoviscidose
“classique” ont des canaux déférents rudimentaires
ou absents.

Par ailleurs, I’agénésie bilatérale des canaux
déférents est une affection génétique autosomique
récessive (11), décrite chez des patients en bonne
santé, sans symptomatologie clinique de mucovisci-
dose.

La découverte du gene de la mucoviscidose en
1989 (6, 9, 10) ayant rendu possible I’étude de la
mutation qui en est principalement responsable
(AF508), une équipe francaise a eu I'idée de recher-
cher la présence de cette mutation dans un groupe de
patients présentant une agénésie des déférents (3, 8) :
8 sujets sur 19 étaient hétérozygotes pour la mutation
AF308, soit 42%, alors que la fréquence de cette
mutation dans la population générale est de 2,5 & 4%.

Il fallait cependant identifier deux génes mutants
chez chaque patient et non pas un seulement avant
d’affirmer que 1’agénésie bilatérale des canaux défé-
rents est liée & des mutations du géne de la mucovis-
cidose, ce qui vient d’étre réalisé (avril 1992) par une
équipe américaine (1).

L’agénésie bilatérale des canaux déférents, qui
était jusqu’ici une entité clinique distincte, devient
ainsi un phénotype “génital” de la mucoviscidose
grace 2 la génétique moléculaire. Au-dela de I'intéret
scientifique de cette découverte, les conséquences
pour la descendance doivent étre abordées, puisqu’il
est maintenant possible de traiter I'infertilité de ces
patients (12).

LE GENE RESPONSABLE DE LA MUCOVIS-
CIDOSE ET LA PROTEINE CFTR.

Le développement spectaculaire des techniques
de génétique moléculaire a permis I'utilisation de
I"approche dite de “génétique inverse” pour localiser
le géne CF. Grice 4 une analyse de liaison génétique
avec des marqueurs ADN définis par des polymor-
phismes de longueur de fragments de restriction, le
gene CF a pu étre localisé en 1985 sur le bras long du
chromosome 7 (13), puis cloné et séquencé en sep-
tembre 1989 (6, 9, 10).

Ce gene de grande taille comprend 250.000
nucléotides et renferme 27 régions codantes (exons)
séparées par des régions non codantes (introns). Le
messager ARN est constitué d’environ 6.500 nucléo-
tides et contient un cadre de lecture ouvert (4.500
nucléotides) correspondant & un polypeptide de 1480
acides aminés (Fig. 1). La structure de cette protéine,
appelée CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) présente de fortes similitudes
avec une famille de transporteurs membranaires
ATPdépendants. Le CFTR contient, comme ces der-
niers, deux régions transmembranaires ainsi que deux
sites de liaison & I’ATP, les “nucleotide binding fold”
(NBF). Un domaine supplémentaire (R) renfermant
de nombreux sites de phosphorylation par les pro-
téines kinases est spécifique du CFTR. On lui attri-
bue un role régulateur dans le fonctionnement du

CFTR, qui présente les caractéristiques d’une protéi-
ne jouant un role dans la régulation du transport
transmembranaire des ions.

LES MUTATIONS DU GENE CFTR.

Une délétion de trois paires de bases (un codon)
dans I’exon 10 est la cause majeure de la mucovisci-
dose. Cette altération de la séquence codante, appelée
AF508, a pour effet de faire disparaitre une phényla-
lanine dans le premier NBF du CFTR (Fig. 2). Les
études collaboratives internationales ont démontré
que la fréquence de la AFS08 varie selon un gradient
décroissant Nord-Sud : elle est présente sur 80% des
chromosomes mutés en Angleterre et au Danemark,
et seulement sur 40 & 50% des chromosomes dans les
populations originaires d’Italie ou d’Espagne (4). En
France, la AF508 est associée 4 80% des chromo-
somes CF en Bretagne-Ouest, et seulement & 63%
des chromosomes dans le Languedoc-Roussillon.

A Tinitiative du Professeur Lap-Chee Tsui de
Toronto, un Consortium International d’étude des
mutations du géne CFTR a été créé en 1989, mettant
en communication télécopiée les laboratoires du
monde entier admis au sein de ce Consortium. Grace
4 un effort de collaboration internationale sans précé-
dent, plus de 200 mutations différentes ont déja €té
répertoriées dans 1’ensemble du géne CFTR, et en
particulier dans les deux NBF. Il s’agit essentielle-
ment de mutations ponctuelles, affectant le plus sou-
vent un seul nucléotide sur les 4500 que comporte la
séquence codante, sauf exceptions. Approxima-
tivement la moitié de ces mutations sont des muta-
tions “faux-sens”, conduisant a des substitutions d’un
acide aminé par un autre dans la protéine CFTR :
exemple : G551D (exon 11), remplagant une glycine
par un acide aspartique .

Les mutations “non-sens” sont dues au remplacement
d’un codon d’acide aminé par un codon “stop”,
aboutissant & une terminaison prématurée du poly-
peptide CFTR et résultant en une protéine tronquée,
non fonctionnelle:

exemple : G542X (exon 11), ol il manque 938 acides
aminés dans la protéine.

Fig. 1 : Le géne responsable de la Mucoviscidose : correspondance entre les exons et les domaines structuraux déduits de la séquence codante.

Membrane-spanning
] 0.8 vl va g val s}

oom 123 4 5 6a 66 7 8 9 10 ti 12

NBF 2

Membrane-spanning
e [l ea]

13 14a 14b151617a17b18 19 20 2123 23 24

A

NH2
f

HEIEEN

[ ]

[ L] o

53

1480 aa



Fig. 2 : Modele d'organisation des domaines fonctionnels du
CFIR

D'aprés Riordan (8)

Les autres mutations identifiées dans le géne CF
comprennent des délétions ou des insertions de 1 a 2
nucléotides, ce qui décale le cadre de lecture et abou-
it aussi & une terminaison prématurée:

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

Un dernier type de mutations affecte les sites de .

“splicing”, altérant les signaux de reconnaissance de
coupure des exons lors de la maturation de ' ARNm :
exemple : 621 + 1 G->T (intron 4) .

A Texception d’une quinzaine de mutations, qui
sont retrouvées avec une certaine fréquence dans cer-
taines populations, I'immense majorité des mutations
du CFTR sont “solitaires™: elles n’ont été rencontrées
que sur un tres petit nombre de chromosomes, le plus
souvent un seul.

TECHNIQUES DE DETECTION ET D’IDENTIFI-
CATION DES MUTATIONS CFTR.

Plusieurs types de méthodologies viennent d’étre
développées pour explorer le gene CF. Toutes sont
basées sur 1’étude de I’ADN amplifié par la tech-
nique PCR (Polymerase Chain Reaction), qui permet
d’obtenir en quelques heures des milliers de copies
identiques de la partie du génome humain que 1’on

Fig. 3 : Détection de la mutation AF 508 : électrophorése des
produits PCR de I'exon 10 sur polyacrylamide.
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désire étudier. 11 suffit pour cela de disposer de deux
“amorces” (courts segments de 20 a 30 nucléotides
de syntheése) complémentaires de chaque brin d’ ADN
et d’utiliser les propriétés d’une enzyme, la Taq poly-
merase, qui recopie la séquence cible située entre les
deux amorces. La séquence des portions intéressantes
du gene CF a ét¢ mise & la disposition des labora-
toires par 1’équipe de Tsui (14).

1 - Détection de la mutation AF508.

A partir ’ADN génomique total extrait des cel-
lules nucléées du sang, la région de 1’exon 10 conte-
nant cette mutation est sélectivement amplifiée. On
sépare ensuite les produits de la PCR par une électro-
phorése en gel de polyacrylamide: les fragments plus
courts migrent le plus vite. Un sujet porteur de la
AF508 a 1’état hétérozygote possede deux types
d’exons 10: 'exon muté est plus court de 3 nucléo-
tides, ce qui est suffisant pour qu’il soit distinctement
séparé de ’exon normal (Fig. 3).

2- Détection et identification des autres mutations
(connues ou inconnues) du gene CF.

Le développement de la génétique moléculaire
étant trés récent, il n’existe pas encore de technique
idéale pour explorer les génes. Le choix de ces tech-
niques dépend en outre de la connaissance préalable
ou non que I'on a de la (ou des) mutations a recher-
cher.

- La mutation est connue a I'avance:

Si elle altére un site de restriction sur I’ADN, il
sera facile de la détecter en soumettant le produit
PCR 2 Iaction de I'enzyme puis en séparant les pro-
duits par électrophorése: la présence de la mutation
se traduira par des fragments de longueurs différentes
(PCR-restriction).

Sinon, on utilise la reconnaissance spécifique de
I’allele muté ou de I'allele normal par une oligosonde
radiomarquée: seule la cible strictement complémen-
taire de la sonde formera une hybridation stable avec
celle-ci.

- La mutation n’est pas connue a I’avance:

Trois ou quatre techniques sont actuellement dis-
ponibles, dont deux semblent donner les meilleurs
résultats, en terme de fiabilité et de reproductibilité:
la méthode DGGE (denaturing gradient gel electro-
phorese) et la méthode SSCP (single strand confor-
mation polymorphism). Elles permettent de déceler
des différences extrémement subtiles dans de courtes
séquences d’ADN amplifié: délétions ou insertions
de un ou deux nucléotides, mais aussi simple substi-
tution d’un nucléotide par un autre. Ces différences
de séquence entre I’ADN “sauvage” et “muté” sont
perceptibles sous forme de variations trés fines dans
la migration des fragments d’ADN dans des gels de
polyacrylamide trés résolutifs (Fig. 4).

Notre laboratoire s’est spécialisé dans la tech-
nique SSCP (7), en raison de sa facilité et de son cofit
abordable, et nous avons depuis un an exploré systé-
matiquement chaque géne, exon aprés exon, des
patients du Languedoc-Roussillon présentant une
mucoviscidose “classique”. Aprés un an et demi de
recherches, nous avons identifi¢ plus de 85% des
mutants CFTR de cette population, et décrit 15 nou-
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velles mutations et 3 nouveaux variants rares, contri-
buant ainsi aux résultats du Consortium International.

Fig. 4 : Détection de mutations rares ou inconnues par la
technique SSCP (migrations différentielles des exons ampli-
fiés).
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Si cette diversité génétique est passionnante sur
le plan scientifique, elle pose de séricux problemes
sur le plan diagnostique: nous avons déja répertorié
plus de 26 mutations différentes responsables de
mucoviscidose en Languedoc-Roussillon, et il reste
encore 15% des mutations 2 identifier. If devient dés
lors trés difficile de proposer une stratégie efficace de
dépistage de masse.

RELATIONS GENOTYPE / PHENOTYPE

La symptomatologie, la sévérité, et I'évolution
de la mucoviscidose sont trés variables d’un patient a
un autre, y compris parfois au sein d’une méme
famille. II est bien connu que 85% des patients pré-
sentent une insuffisance de la fonction exocrine du
pancréas alors que 15% ne nécessitent aucune sup-
plémentation en enzymes pancréatiques.

De nombreuses études ont cherché 2 déterminer
si certaines mutations sont “séveres” et d’autres
“modérées”, afin d’expliquer les différents degrés
d’expression phénotypique et éventuellement de pré-
dire le pronostic.

Apres plusieurs résultats contradictoires, on
admet actuellement que les formes homozygotes
pour la AF508 ne sont pas plus “graves” que les
formes hétérozygotes pour la AFS08 ou encore les
formes dues & deux mutations non-AF508, sauf en ce
qui concerne I'insuffisance pancréatique, qui est net-
tement plus fréquente chez les sujets homozygotes
pour la AF508 (5).

L’expression de la mucoviscidose étant pluri-tis-
sulaire, il est trés difficile d’établir des comparaisons
objectives concernant 'effet des mutations, car de
trés nombreux parametres cliniques pulmonaires et
digestifs doivent étre examinés lorsqu’on veut relier
le génotype et le phénotype. Il est vraisemblable que
d’autres facteurs génétiques et épigénétiques doivent
intervenir pour moduler I'évolution de la maladie, en
particulier ceux qui agissent sur la croissance.



Plusieurs études sont actuellement en cours pour
tenter de déterminer les mutations des sujets qui ne
présentent que 1'agénésie bilatérale des canaux défé-
rents. §’agit-il de mutations “spécifiques” a ce phé-
notype génital ou bien va-t-on retrouver les mémes
mutations que dans la population “classique” des
sujets mucoviscidosiques ?

AGENESIE DEFERENTIELLE, ETUDE DE
L‘ADN ET CONSEIL GENETIQUE.

Puisqu’une agénésie congénitale des canaux
déférents peut étre la manifestation génitale d'une
authentique mucoviscidose, il est prudent de recher-
cher d’éventuelles mutations dans le géne CF chez
les patients et leur conjointe avant de proposer une
aspiration du sperme avec FIV pour remédier a
I'infertilité. En pratique, il convient d’organiser pour
ces couples une consultation de conseil génétique
auprés d’un généticien compétent en biologie molé-
culaire et capable de calculer, selon les résultats du
laboratoire, le risque de transmission des génes
mutés a la descendance.

Toute analyse de génétique moléculaire est
“familiale”, et requiert I’ ADN du sujet atteint, de ses
éventuels freres et soeurs, de ses parents, et de son
épouse. L’ADN est extrait des cellules nucléées du
sang total { 10 ml) recueilli sur EDTA.

Deux types d’études de I’ADN sont réalisés
conjointement :

- l'étude de marqueurs proches du gene CF, appelés
“polymorphismes de longueur de fragments de res-
triction” ou RFLPs, qui permettent de définir des
“haplotypes™ (combinaisons d’ali¢les) a risque.
Certains alléles de ces marqueurs sont en effet en
déséquilibre de liaison avec certaines mutations du
géne CF, ce qui peut orienter le biologiste moléculai-
re vers la recherche de certaines mutations plutét que
d’autres. D’ autre part, la détermination de ces haplo-
types est nécessaire aux calculs de risque.

Cette partie de I’étude moléculaire est rapide
{(quelques jours on semaines) mais nécessite une
étude familiale de I’ ADN.

- la recherche des mutations CFTR.

Il n’est pas possible de rechercher toutes les
mutations déja répertoriées. En pratique, on com-
mence par rechercher les mutations les plus répan-
dues dans une population donnée. Les laboratoires
régionaux sont donc indispensables pour connaitre
les mutations locales. Dans Ia région Languedoc-
Roussillon, nous testons systématiquement les cing
mutations qui, pour I'instant, semblent le plus fré-
quentes :

AF508 (exon 10): (63%)
G542X (exon 11): (5.6%)

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

Notre laboratoire a entrepris cette année, en col-
laboration avec le service d’Urologie du Professeur
H. Navratil (Nimes), I’étude du géne CF ches les
patients atteints d’agénésie déférentielle consultant
pour infertilité. Sur une série de 9 patients, les pre-
miers résultats sont les suivants: trois patients portent

des mutations CFTR a I'état hétérozygote (2 AF508
et 1 G542X). Un patient présente la AF508 sur un
chromosome et la substitution R347H sur I'autre
chomosome. Il convient cependant d’étre certain que
la mutation R347H est bien une mutation pathogene
et non un variant tres rare.

Afin d’identifier les autres mutations (rares) du
géne CFTR qui permettront d'établir définitivement
que I"agénésie des canaux déférents est un phénotype
génital de la mucoviscidose, il faut explorer systéma-
tiquement toute la séquence codante du géne CFTR,
exon apres exon, ainsi que les parties introniques
adjacentes. Nous avons choisi la technique SSCP, et
ce travail, mené par Marie Desgeorges, a déja révélé
des anomalies dans plusieurs exons. La séquence des
ADN correspondants est en cours.

Cette seconde étape est particulierement longue
et difficile: les patients doivent &tre avertis des délais
trés importants de ce type de recherche, d’autant
qu’il faudra ensuite déterminer si la mutation trouvée
est pathogene ou non.

Par ailleurs, une étude collaborative avec I"équi-
pe de Lille nous a permis de mettre en évidence une
mutation particulierement fréquente chez ces
patients.

Chaque fois qu’une mutation pathogéne est
identifiée chez un patient, il convient de la rechercher
aussi chez ses freres et soeurs, dont le risque d’hété-
rozygotie est de 2/3 avant I’étude de I’ADN. Pour la
fratrie, le risque de transmettre la mucoviscidose lors
d’une grossesse est en effet loin d’étre négligeable :

2/3 x1x 1: 1/150 (avant étude de I'ADN)

25 4
||

Risque d’hétérozygotie de la fratrie du patient

Risque d’hétérozygotie du conjoint

Risque de transmission au foetus.

Enfin, il semble logique d’entreprendre, chez les
patients atteints d’agénésie des canaux déférents, une
investigation poussée des poumons et du systéme
digestif, afin d’établir une description phénotypique
aussi complete que possible. De méme, la réalisation
d’un ou plusieurs tests & la sueur s’ impose.
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RESUME : La spermatogénése des sujets
atteints d’agénésie bilatérale des canaux
déférents étant habituellement normale, un
prélevement de sperme au niveau de I’épidi-
dyme suivi d’une fécondation in vitro vient
d’étre récemment proposé aux couples
concernés. La démonstration, (publiée en
avril 1992), chez ces patients, de Ia présence
de mutations dans le géne de la mucoviscido-
se, identifie cette maladie comme un phéno-
type génital probable de mucoviscidose et
pose le probléme du risque pour la descen-
dance si I'épouse est hétérozygote. Nous rap-
pelons les principales caractéristiques de ce
géne et de ses mutations, et attirons 1’atten-
tion sur la nécessité de prévoir un conseil
génétique adapté a ces couples qui consultent
pour infertilité. Mots-clés : Mucoviscidose,
Agénésie bilatérale des canaux déférents,
Conseil génétique. Andrologie 1992, 2 ;
53-55.




