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RECHERCHE DES MUTATIONS DU GENE CFTR CHEZ LES PATIENTS AFFECTES PAR
L’ATRESIE BILATERALE DES CANAUX DIFFERENTS (ABCD) DANS L'EST ET SUD

ALGERIEN
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Résumé

L’absence ou I’atrésie bilatérale des canaux déférents ABCD est une affection congénitale et
héréditaire de transmission autosomique récessive : Elle représente 1 — 2% des causes d’infertilité
masculine et 9 a 25 % des azoospermies obstructives. De nombreuses recherches ont confirmé que
I’ABCD est une conséquence d’anomalies du géne CFTR, par ailleurs il a été récemment suggéré que
ce méme gene pourrait étre impliqué dans certaines formes d’azoospermies obstructives non ABCD, et
dans certains cas d’oligozoospermies séveres. La présence du variant 5 T dans I’intron 8 du géne en
question, et avec I'implication d’autres facteurs génétiques conduit a un niveau d’expression
anormalement bas du messager CFTR, ce qui abouti apres I’étape de traduction a la production d’une
quantité réduite de la protéine CFTR fonctionnelle qui sera a I’origine de cette pathologie. Le peu
d’intérét porté & I’étude de la mucoviscidose et les diverses mutations de son gene en Afrique du Nord
particulierement en Algérie nous a poussé a orienter notre étude sur la recherche des mutations
impliquées dans cette forme de stérilité chez une partie de la population de ce pays. A cet effet, nous
avons étudié 18 sujets masculins chez qui le diagnostic d’ABCD a été confirmé par des analyses

biologiques et biochimiques du sperme et par une échographique approfondie de leur appareil urogénital.

Toutes les mutations délectées lors de notre étude ont d’ores et déja été identifiées chez des patients
atteints d’une ABCD dans d’autres populations du monde. Toutefois, une seule d’entre elles semble étre
spécifique a la maladie (A1364V).

Mots clés : ABCD, mutations CFTR, fibrose kystique, symptdmes cliniques.

Abstract

The lack or the bilateral Artesia or the vas deferens (CBAVD) is a congenital and hereditary
affection of recessif autosomic transmission. It represents 1 — 2% of masculine in infertility causes and 9
to 25% of obstructive azoospermia. Many research confirmed that CBAVD is the consequence of the
anomalies of the CFTR gene; Furthermore, it has been suggested recently that this same gene will be
implicated in certain forms of obstructive azoospermia non CBAVD and in certain cases of severe
oligozoospermies. The presence of the 5 T variant in the intron 8 of the gene in question and with the
implication of other genetic factors lead to a low abnormal expression level of the CFTR messenger,
witch conducts after the translation stage to the production of the a low quantity of the CFTR
functionnel protein wich will be at the origin of this pathology. The little interest turned to the study of
the mucoviscidosis and the diverses mutations of its gene in North Africa; particularly in Algeria put us
to orientate our work on the mutations research implicated in this form of sterility in a part of the
population of this country. At this fact, we have studied 18 masculine subgects in wich the diagnostic of
CBAVD has been confirmed by biological and biochemical analyses of the sperm, and uro-genital
apparatus. All the mutations detected the time of our study have already been identified in patients
affected by one of CBAVD in other populations of the world. However, one only seems to be specific of
the disease (A 1364V).
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"absence bilatérale congénitale des canaux déférents est

due a une régression bilatérale du canal mesonéphrotique,

elle est observée chez un homme adulte sur 1000 apres autopsie

testiculaire (Mack et al. 1993). Son expression phénotype est

variable, dans certains cas, il s’agit d’une absence compléte et

bilatérale des canaux déférents, associée a I’absence de la partie

18 distale de I’épididyme et une hypoplasie des vésicules séminales,

dans d’autres cas, I’atteinte est asymétrique avec absence

unilatérale compléte, ou le déférent controlatéral est présent mais

atrophié. Parfois I’atteinte est plus discréte avec uniquement une

absence de connexion entre les déférents ainsi que leurs

épididymes ou entre les testicules et I’épididyme (Oates and Amos.
1994).

(ABCD)
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Sur le plan biochimique : L’éjaculat est de faible
volume < 1cm?® est de pH acide ; le liquide séminal se
caractérise par une azoospermie, et une forte réduction ou
une absence de fructose. Cependant, les valeurs des dosages
des gonadotrophines apparaissent normales, et les
spermatozoides prélevés dans la téte de I’épididyme
conservent leur pouvoir fécondant (Silber et al. 1994).

Il a été montré que I’ABCD est une forme incompléte
de la mucoviscidose a expression génitale, et dont les bases
moléculaires ne sont pas complétement comprises
(Holsclaw et al.1971). Le méme géne semblait pouvoir étre
impliqué dans des maladies a formes aussi diverses que
I’ABCD isolée et la fibrose kystique (Dumur et al. 1990,
Anguiano et al. 1992, Patrizio et al. 1993, Culard et al.
1994, Jarvi et al. 1995, Rave—Harel et al.1995).

Nos résultats ont permis de classer les patients en deux
groupes : Ceux qui ont 2 mutations alléliques (7/18) et ceux
qui ont une seule mutation identifiée (11/18).

La mutation AF 508 est la plus fréquente (6/25) suivie
par R-117H (3/25), cette derniere est tres souvent
rencontrée chez les patients atteints par I’ABCD (Gervais et
al.1993).

Selon nos résultats, I'implication de I'allele 5 T de
Iintron 8 du géne CFTR dans cette pathologie est
confirmée dans la population algérienne.

MATERIELS ET METHODES

Patients

Notre étude a été effectuée sur 18 sujets masculins
d’origines différentes et chez qui le diagnostic d’ABCD
avait été clairement établi par I’échographie de I’appareil
urogénital et par la biochimie du sperme ; sachant qu’aucun
des patients n’avait signalé avoir des symptémes évocateurs
de mucoviscidose (tableaux 2 et 3).
Protocole d'analyse génétique des mutations
CFTR

Pour la réalisation de cette étude, nous avons effectué
une extraction d’ADN a partir des leucocytes périphériques
(Miller et al. 1988), puis cet ADN est amplifié par la
technique de PCR dont les conditions ont été décrites par
(Fanen et al. 1992, Claustres et al. 1993).

Les produits PCR sont ensuite séparés par
électrophorése puis visualisés aux UV aprés action du
bromure d’éthidium (Chehab et al. 1992).

Les séquences polypyrimidiniques de I’intron 8 ont été
identifiées par la technique d’électrophorése en gradient de

gel dénaturant (DGGE) (Ficher et al.1983, Kiesewetter et al.

1993). Les conditions d’électrophorése ont été choisies de
facon a n’explorer que les trentes paires de bases qui
précédent I’exon 9. Une fois séquencées, elles nous ont
permis d’identifier chacune par le motif de répétition (TG),
m(T) ou n et m présentent respectivement le nombre de TG
et de T. n étant égal a 9,10,11,12 ou 13 et m égal a 5,7 ou 9.
Les alléles observés aprés migration dans un gel 10 — 60%
se rangent, selon une échelle progressivement dénaturée,
c'est-a-dire du moins stable au plus stable. Sachant que,
plus un alléle est composé de TG, plus il est stable et
inversement, plus un allele a de T, moins sa stabilité est
forte (Chu et al. 1993).
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RESULTATS ET DISCUSSION

L’analyse des résultats biochimiques (Tableau 1) nous a
révélé que I’éjaculat de ces patients est de faible volume (<
1cm?® aprés trois jours d’abstinence) est de pH < 7, leur
liquide séminal se caractérise par une azoospermie et une
tres forte diminution de fructose. L’acidification du liquide
séminal reflete I’absence de secrétions des vésicules
séminales qui contribuent normalement a produire un
liquide alcalin trés riche en fructose. Cependant, ils ne
présentaient aucun autre signe, tant au niveau pulmonaire
que digestif, et les résultats du test de la sueur étaient
normaux (Tableau 2).

Les résultats biochimiques sont confirmés par les
images échographiques: Les épididymes ont augmenté
d’épaisseur en raison de I’accumulation du liquide séminal
et les vésicules séminales sont anormales, et hypoplasiques
dans la plupart des cas voir absentes (Oates and Amos.
1994).

Néanmoins, la majorité des spermatozoides prélevés

dans la téte de I’épididyme conservent leur pouvoir
fécondant. A noter aussi que certaines anomalies des
spermatozoides sont décrites et qui sont attribuées
beaucoup plus a un dysfonctionnement de I’épididyme qu’a
un probleme primaire des testicules (Silber et al. 1994).
A I’issue de la recherche des mutations du gene CFTR de
ces sujets ABCD (Tableau 3), [I'analyse des 36
chromosomes ABCD a donné : 7/18 (38,88%) des patients
présentant une double mutation hétérozygote, et 11/18
(61,12%) avec une seule mutation ce qui explique la grande
fréquence des mutations du géne CFTR dans cette
pathologie (Patricio et al.1993, Oates and Amos. 1994,
Braekeleer de et al. 1996), par ailleurs, aucune mutation
homozygote n’a été révélée.

La fréquence de la délétion AF 508 est la plus élevée
(24 %) (Dumur et al. 1990, Anne D M et al. 1997), et a été
identifiée sur 6 chromosomes. En plus de la mutation AF
508, de nombreux autres défauts moléculaires ont été
observés, tel que la R 117 H décelée sur 3 chromosomes
confirmant son apparition réguliére dans cette pathologie
(Gervais et al.1993). Les autres mutations n’ont pas affecté
plus d’un chromosome ; tandis que 11 chromosomes ne
présentent aucune mutation.

En fait, tous les types de mutations obtenus lors de notre
étude ont été retrouvés chez les sujets présentant une
ABCD isolée, et la plupart de ces mutations ont été déja
identifiées chez des patients atteints de mucoviscidose,
(Anne DM et al. 1997, Dohle GR et al.1999). Ceci a permis
a de nombreux auteurs de définir I’ABCD comme étant une
mucoviscidose a expression génitale (Anguiano et al.1992,
Ferec et al.1996).

La mutation (A 1364 V) qui semble étre parmi celles
qui sont spécifiques a I’ABCD selon de nombreux auteurs
(Anne DH et al. 1997) a été détectée chez un seul patient.
En plus, on constate qu’aucun patient ne porte un génotype
homozygote pour AF 508, ou un génotype hétérozygote
pour deux mutations sévéres .Ce qui confirme I’idée qu’un
phénotype ABCD hétérozygote résulte de la combinaison
de deux alléles, un de nature sévére et I’autre de nature
modérée ou peu sévere « Mild ».
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Ainsi, les mutations peu sévéres ont un effet dominant
par rapport aux mutations sévéres (Braeckeleer de et al.
1996, Dohle et al. 1999). A propos du variant 5T, 16,16%
des chromosomes ABCD analysés (6/36) sont porteurs
d’une séquence répétée 5T.

Cet alléle 5T n’est pas retrouvé chez les sujets porteurs
de 2 mutations sur le gene CFTR. En revanche, 6/11 des
patients chez qui nous n’avons pu trouver qu’une seule
mutation sont porteurs de cet alléle 5T. La présence du
variant 5T en question au niveau du site de branchement de
I’intron 8 est considéré comme le défaut moléculaire le
plus commun chez les patients ABCD, (Chu et al. 1993,
Chillon et al. 1995), conduisant a certains transcrits CFTR
délités de I’exon 9, ce qui peut permettre I’expression
d’une quantité suffisante de protéine CFTR pour éviter le
phénotype de mucoviscidose, mais pas réellement
suffisante pour éviter I’apparition de formes frontieres
comme I’absence de déférents.

L’explication physiopathologique mise en avant serait
un épaississement muqueux a I’intérieur du canal déférent
conduisant & une obstruction précoce intracanalaire et une
involution intra-utérine de ces canaux ( Chillon M et al.
1995). La pénétrance de ce variant n’est pas totale et des

études de transmission des haplotypes dans ces familles
montrent que d’autres genes ou d’autres facteurs génétiques
sont probablement impliqués dans cette maladie comme le
variant M470V (Estivill X.1996, Anne de Meeus et al.
1998).

Tableau 1 : Analyse biologique et biochimique du liquide séminal
chez les 18 patients ayant une ABCD.

ABCD Témoin (valeurs
n=18 de référence)
> 6
Spermatozoides 0 1087320/);]1'0
Volume du liquide
séminal (ml)
aprés3jours | 497403 18458
d’abstinence T ’ '
Citrate (U moles) | 58,43+12,10 > 47
Fructose (4 moles) | 0,17+0,12 >21
pH du liquide 6.52 +0 2 74
séminal e '

Tableau 2 : Observations échographiques de I’appareil urogénital des patients ayant une ABCD, et apreés le test de la sueur.

. . Age Test de la sueur Vésicules séminales Epididyme m.m N
Patients Origine (ans) mEg/| mD/G D/G Anomalies rénales
Pl Ouargla 26 50 2,5/0,7 11/12 RAS
P2 . 34 RAS
P3 Djelfa 27 68 5/6 10/12 RAS
Ain Beida 49 0,5/1,1 10/11
P4 38 RAS
P5 Annaba 33 55 nv/2 11143 Kyste sur le rein droit
Ghardaia 38 1,3/0,9 10/10 y
P6 - 30 RAS
Biskra 38 2,711,1 9/11
P7 - - 39 RAS
Ain mlila 62 0,8/nv 10/10
P8 . 29 RAS
Setif 60 nv/nv 10/12
P9 . 31 RAS
Ghardaia 53 0,8/0,4 8/10
P10 27 RAS
Batna 36 6/0,6 11/13
P11 28 RAS
Batna 39 8/0,5 9/11 . .
P12 40 Kyste sur le rein droit.
Batna 53 7/ nv 13/10
P13 29 RAS
Tebessa 48 nv/1,5 11/9
P14 37 RAS
Tougourt 40 2/nv 12/11
P15 32 RAS
Batna 45 2/0,5 9/9
P16 25 RAS
Khenchela 49 2,8/0,6 11/11
P17 39 RAS
P18 Souk ahras 41 39 0.4/nv 12112 Kyste sur le rein gauche et
Guelma 48 33/35 9/11 y ot 9

Valeurs prises comme références : Vésicules séminales 5 a 6 ml, Epididymes : environ 10 mm d’épaisseur, nv : non vu, RAS : Rien a

signaler, D : droit G : Gauche.
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Tableau 3 : Différentes mutations CFTR chez 18 patients ayant une ABCD.
Patients | Caractéristiques cliniques | Mutations du géne CFTR | Etalement de T sur I’intron 8
" 2 P3 RAS AF508 / M952 | 9/7
S §8 P7 Sinusité chronic A445E/R117H o7
'g g P8 RAS 1556V / Q 1352 H 77
g g P10 RAS D 443Y/ G 542 X 7/9
X 2 P13 RAS AF 508 /A 1364 V 97
A = P14 Diarrhées AF 508 /R117 H 97
© P15 RAS W 1282X / D1152 H 717
° P1 RAS AF 508 / - 9/5
g P2 RAS R553 X / - 77
£ P4 RAS V232D/- 9/5
'g P5 RAS V562 1/ - 7/5
2 X P6 RAS D1152 H/ - 717
S3[ P RAS 2184 del A/ - 7/5
ES P11 RAS G1069 R/ - 77
% P12 RAS R117H/ - 77
@ P16 RAS AF 508/ - 9/5
5 P17 Allergie AF 508/ - 9/5
P18 RAS E 60X/ - 9/7
CONCLUSION technology for carrier screening. Hum Genet, 1992, 89,

En Algérie, le test de la sueur, reste le seul moyen de
diagnostic clinique de la mucoviscidose (test de la sueur
considéré pathologique au dela de 60 mEg/I).

En fait, la maladie ne sera évoquée que si le patient
présente une atteinte pulmonaire typique ou bien une
insuffisance pancréatique exocrine associée ou non a
I’atteinte pulmonaire.

La détection des formes frontiéres de cette pathologie
telle que I’atrésie bilatérale des canaux déférents ou le
patient ne présente souvent aucune anomalie sudorale n’est
qu’a son début.

Notre travail constitue un pas vers I’instauration au sein
de nos hépitaux d’un diagnostic fiable. D’autant plus que
les résultats obtenus de I’étude du géne CFTR de quelques
patients ABCD confirment la présence de ses mutations au
sein de la population algérienne.

Par ailleurs, d’autres mutations restent a rechercher et
qui seraient probablement spécifiques a I’ Algérie.
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