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I- LA MUCOVISCIDOSE  

La mucoviscidose (ou fibrose cystique du pancréas) est la maladie génétique grave, à 

transmission autosomique récessive, la plus fréquente en France avec un individu atteint sur 

4000 naissances. En moyenne, une personne sur 30 possède un allèle de ce gène muté. Cette 

pathologie se caractérise par des anomalies de sécrétion d’eau et d’électrolytes. Elle atteint les 

organes exocrines, tels que les poumons, le foie et le pancréas, avec une diminution de la 

fluidité des sécrétions. De plus, les personnes atteintes de mucoviscidose ont des taux 

anormaux de sel dans la sueur (>60 mmol/L). La principale cause de décès est la colonisation 

des poumons par différents germes, tels que Staphylococcus aureus ou Pseudomonas 

aeruginosa, ce qui provoque une diminution de la capacité respiratoire. Les patients atteints 

par cette maladie ont une espérance de vie diminuée (entre 30 et 35 ans) et aucun traitement 

curatif n’est encore disponible pour les soigner. Seuls des traitements symptomatiques 

permettent d’améliorer la qualité de vie de ces personnes : traitements antibiotiques et 

kinésithérapie, permettant d’évacuer les sécrétions épaisses des poumons. Ces différents 

traitements ont permis d’augmenter fortement l’espérance de vie de ces personnes (de 5 ans 

en 1960 à 39 ans en 2010).  

La mucoviscidose est due au dysfonctionnement de la protéine CFTR (Cystic Fibrosis 

Transmembrane conductance Regulator), qui est un canal ionique de la famille des 

transporteurs ABC (ATP binding cassette) et qui permet le transport des ions chlorures dans 

les cellules épithéliales, de façon AMPc dépendante (Adénosine Monophosphate cyclique). 

Ce transport influence la qualité du mucus : chez un sujet sain, le mucus est fluide, alors que 

chez un malade atteint de la mucoviscidose, celui-ci est visqueux et épais.  
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La protéine CFTR est codée par le gène CFTR, identifié en 1989 (Riordan et al., 

1989). La gravité de la pathologie dépend de la ou des mutations présentes : les symptômes 

allant d’une infertilité masculine (Mercier et al., 1995) à une forme grave de mucoviscidose 

(Des Georges et al., 1998), en passant par des pancréatites chroniques et des problèmes 

respiratoires (Ziedalsky et al., 2006). Les formes moins sévères sont appelées des CFTR-RD 

(CFTR-related desease). 

II - LE GENE CFTR 

II- 1 Structure du gène CFTR

Le gène CFTR est localisé en 7q31.2 (Fig. 1A) (Riordan et al., 1989). Depuis la 

découverte du gène CFTR, de nombreux laboratoires étudient les diverses mutations 

responsables de la mucoviscidose. Ils se sont regroupés au sein d'un réseau d'échange 

d'informations, créé à l'initiative des découvreurs du gène, le "Consortium International 

d'Analyse Génétique de la mucoviscidose" (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). Cette 

structure a permis d'établir rapidement le spectre des mutations rencontrées dans les 

différentes populations étudiées dans le monde (figure 1). En 1989, le gène impliqué dans la 

mucoviscidose a été isolé (Kerem et al., 1989 ; Riordan et al., 1989 ; Rommens et al., 1989). 

Ce gène, dont l'analyse génétique a démontré la responsabilité dans la pathologie, contient 27 

exons s'étendant sur 250 kb du bras long du chromosome 7. Depuis l'identification du gène, 

plus de 1800 mutations et 250 polymorphismes ont été décrits 

(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/2010). En France, la mutation la plus fréquente est 

F508del qui représente 70% des mutations. 
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Figure 1 : Schéma du gène CFTR. (A) La localisation chromosomique. (B) Le gène CFTR

(250 kb d'ADN génomique) (C) Distribution des mutations du gène CFTR. 

(http://www.genet.sickkids.on.ca/Picture). 

II-2 Séquence polymorphe du gène CFTR: poly-T, poly-TG 

La séquence polymorphe [poly-T (Tn), et poly-TG (TG)m], située dans la région du 

site accepteur d'épissage de l'intron 8 (figure 2) existe en trois versions avec 5, 7 ou 9 

thymidines (T5, T7 et T9, respectivement) (Kiesewetter et al., 1993). Les allèles T7 et T9 

génèrent un épissage normal, tandis que le variant T5 induit la synthèse de deux messagers, 

un normal avec l'exon 9 intact et l'autre avec une délétion en phase de l'exon 9 (Chillon et al., 

1995). Le produit obtenu est apparemment dépourvu de conductance chlorure activée par 

l'AMPc.  
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Figure 2 : Effets du site polymorphe (Tn) sur l’épissage du transcrit de CFTR (d’après Chillon 

et al., 1995). 

Le nombre de TG influe aussi sur l'épissage de l'exon 9, et quand sur le même allèle le 

polymorphisme (T)5 (TG)13 est présent, la proportion de messagers CFTR anormaux (sans 

exon 9) est augmentée (figure 3). 

Figure 3 : Effet d'un allèle spécifique sur l’activité CFTR. L'effet de chaque allèle sur 

l'activité du canal CFTR est indiqué. La diminution des quantités de protéines CFTR 

fonctionnelles est présentée de haut en bas. La zone grisée indique la forme sévère de la 

maladie (Selon Radpour et al., 2008). 
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De nombreuses études indépendantes ont montré que la fréquence de l'allèle T5 des 

patients ABCD (absence bilatérale congénitale des canaux déférents) est significativement (4 

fois) plus élevée que celle de la population générale (4-5%) (Chillon et al., 1995 ; Costes et 

al., 1995 ; Cuppens et al., 1998 ; Groman et al., 2004). Cette mutation à pénétrance variable 

(Rave-Harel et al., 1997 ; Teng et al., 1997) induit un épissage qui diffère d’un individu à un 

autre et chez un même individu d’un organe à un autre. 

Environ 10% des individus à travers le monde portent le variant T5 (Kiesewetter et al., 1993), 

qui est associé à une absence bilatérale congénitale des canaux déférents (ABCD), une forme 

de stérilité masculine (Kiesewetter et al., 1993 ; Osborne et al., 1994 ; Chillón et al., 1995 ; 

Jarvi et al., 1995 ; Zielenski et al., 1995). De plus, de rares homozygotes T5 ont été décrits 

comme patients atteints de mucoviscidose (Noone et al., 2000), ce qui suggère que l’allèle T5 

est un allèle partiellement pathogène pour les CF. 

II-3 Duplication des séquences de l’exon 9 dans le génome humain 

Le gène CFTR peut faire l’objet de grands réarrangements chromosomiques (Taulan et 

al., 2007), en particulier au niveau de l’exon 9 et de ses régions adjacentes qui se retrouvent 

sur plusieurs autres chromosomes, parfois en plusieurs exemplaires (Rozmahel et al., 1997). 

L’étude de ces duplications a révélé que cette région fait partie d’un ensemble appelé LCR7-

20. Des expériences de FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) ont révélé que les signaux, 

correspondant à la détection de ces régions amplifiées (figure 4a), sont observés sur plusieurs 

chromosomes (Liu et al., 2004) : chromosome 20 (20p11.1, 20q11.1), 12 (12q11.1), 17 

(17p.11.1), 9 (région centromérique), 14 (14q11.1), 13 (13q1) et 15 (15q15). Les signaux les 

plus importants sont présents sur le chromosome 7 (gène CFTR) et 20. Ces résultats ont été 
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confirmés par une seconde technique (Comet FISH des lymphocytes humains normaux, figure 

4B).  

Figure 4 : (A) FISH des chromosomes en métaphase de l'homme avec le cosmide Icos 41B10 

Les flèches montrent les signaux d’hybridation sur des chromosomes différents. (B) Analyse 

en Comet FISH des lymphocytes humains normaux avec le cosmide Icos41B10. Les flèches 

indiquent les signaux d'hybridation (rouge). Le cosmide Icos 41B10 contient l’extrémité 5’ de 

la région LCR7-20 dupliquée contenant l’exon 9 et ses régions adjacentes. (Liu et al., 2004) 
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III- PROTEINE CFTR 

III- 1- structure de la protéine CFTR 

Chez l’homme, le gène CFTR code pour un messager de 6,5kb, qui est traduit en une 

protéine membranaire de 1480 acides aminés. Cette protéine est composée de plusieurs 

domaines (figure 5) : deux domaines hydrophobes, transmembranaires (TMD = Trans-

Membrane Domain), deux domaines cytoplasmiques (NBD = Nucleotide Binding Domain) 

qui fixent l’ATP (Adénosine Triphosphate) et permettent ainsi de l’hydrolyser, et un domaine 

hydrophile R possédant un grand nombre de sites de phosphorylation, cibles de la protéine 

kinase A (PKA).  

Figure 5 : Structure de CFTR (Serohijos et al., 2008). (A) modèle schématisé 

(http://www.unc.edu/~awrs/images/Fig2.jpg). (B) modèle représentant la structure tertiaire. 

L’énergie nécessaire pour transporter les molécules est fournie par l’hydrolyse de 

l’ATP : il est admis que cette hydrolyse par NBD1 ouvre CFTR, alors que l’hydrolyse de 

l’ATP par NBD2 ferme le canal (pour revue Becq, 2003). En effet, le domaine NBD1 permet 
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une liaison stable avec l’ATP, tandis que NBD2 entraîne une dégradation rapide de l’ATP 

(Aleksandrov et al., 2002). L’ouverture du canal est donc permise grâce à l’hydrolyse de 

l’ATP et son activité est contrôlée par la phosphorylation du domaine R (pour revue Becq, 

2003). Il existe plusieurs isoformes de la protéine en fonction de son état de glycosylation, ces 

isoformes correspondent à des niveaux de maturation différents de la protéine. 

III.2 Les différents domaines de CFTR 

III.2.1 Les domaines transmembranaires 

Les domaines transmembranaires (TMD) contiennent des hélices transmembranaires 

qui forment le pore du canal. Les domaines transmembranaires interagissent avec les 

domaines cytoplasmiques. Cette hypothèse a été soutenue par des études de mutagenèse qui 

ont indiqué que les différentes boucles cytoplasmiques, qui relient les hélices 

transmembranaires dans TMD1 et TMD2, interagissent avec les domaines de liaison aux 

nucléotides (Xie et al., 1995 ; Seibert et al., 1996 ; Seibert et al., 1997 ; Cotton et al., 1996). 

Des études complémentaires sont toutefois nécessaires pour élucider la nature des interactions 

entre ces domaines. 

II.2.2 Les domaines de liaison des nucléotides (NBD)  

Les deux domaines de liaison aux nucléotides montrent seulement 29% d'homologie 

globale d'acides aminés, mais contiennent des motifs nécessaires à la liaison de l’ATP et son 

hydrolyse : le motif Walker A (GXXGXGKT / S), le motif Walker B (R/KX7-8h4D) et la 

région de liaison (LSGGQ) (où X désigne un acide aminé quelconque et h un résidu 
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hydrophobe) (Vankeerberghen et al., 2002). Après l'activation du canal chlorure par la 

protéine kinase AMPc dépendante (PKA), la liaison à l'ATP et l'hydrolyse peut se produire au 

niveau de NBD1 et, par conséquent, le canal est ouvert. La liaison de l'ATP à NBD2 

augmente l’état d'activation, puis l’hydrolyse de l'ATP par NBD2 ferme le canal. Une 

interaction entre les deux domaines de fixation des nucléotides semble être nécessaire pour 

l’activité du canal (Baukrowitz et al., 1994). 

III-2.3 le domaine régulateur cytoplasmique (R) 

Les limites exactes de ce domaine demeurent un sujet de discussion. Initialement, le 

domaine R a été défini comme la partie de la protéine CFTR codée par l'exon 13. La 

comparaison des domaines R provenant de différentes espèces a indiqué que la partie N-

terminale, jusqu'à l'acide aminé 650, est très conservée et des mutations situées dans cette 

région induisent un défaut de maturation de la protéine (Vankeerberghen et al., 1998). 

Toutefois, selon Annereau et al., (1997a,b), cette partie 5’ de l'exon 13 code pour le domaine 

NBD1, et non pas pour le domaine R.  

III-3- Fonctions de la protéine CFTR: 

III-3.1. canal chlorure 

CFTR est une ATPase / ABC-transporteur qui fonctionne comme un canal chlorure 

qui se caractérise par une faible conductance (7-10 pS) et une relation linéaire courant-

tension. Il est sélectif pour les anions sur les cations, et la perméabilité des anions présente la 

séquence suivante: Br-> Cl-> I-> F-. La régulation du canal chlorure est très complexe. Des 
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kinases multiples peuvent activer le canal CFTR mais seulement la protéine kinase A-

activation dépendante de la protéine CFTR a été décrite en détail.  

Dès 1994, un modèle simplifié du canal a été établi par Gadsby et Nairn et la figure 6 

représente de façon schématique les fixations de l’ATP et son hydrolyse (Davidson et Dorin, 

2001). Le domaine R est phosphorylé par la PKA. Cette première étape permet la liaison de 

l'ATP à NBD1. Quand l'ATP est hydrolysé par NBD1, le canal s'ouvre et les anions peuvent 

s'écouler, selon le gradient électrochimique, à travers le pore formé par les domaines 

transmembranaires. Lorsque le domaine R est totalement phosphorylé, l’ATP peut se lier à 

NBD2. Cet événement stabilise l'état ouvert du canal chlore.  

Figure 6 : Modèle simplifié des fixations et hydrolyse de l’ATP sur la protéine CFTR au 

niveau de la membrane cellulaire, Davidson et Dorin (2001). 
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Lorsque, par la suite, l’ATP est hydrolysé au niveau de NBD2 en libérant de l'ADP et 

du Pi des deux NBD, le canal se referme (Carson et al., 1995). Tant que le domaine R est 

phosphorylé, la fixation et l'hydrolyse de l'ATP peuvent se poursuivre et, par conséquent, 

l'ouverture et la fermeture du canal. Toutefois, lorsque le domaine R est déphosphorylé par 

des phosphatases comme PP2A et PP2C (Travis et al., 1997 et Luo et al., 1998), les NBD ne 

sont plus en mesure de lier l'ATP et le canal restera fermé jusqu'à ce que le domaine R soit 

phosphorylé à nouveau par la PKA. 

III.3.2 CFTR est plus qu'un canal chlorure 

En plus de sa fonction en tant que canal Cl-, CFTR est reconnu comme un régulateur 

d'autres canaux et de transporteurs (Schwibert et al., 1999). Ainsi, CFTR joue un rôle dans la 

régulation des canaux Na+ Épithéliaux (ENaCs) (Knowles et al., 1983 ; Boucher et al., 1986 ; 

Stutts et al., 1995), des canaux apicaux K+ des cellules épithéliales rénales (ROMK) 

(McNicholas et al., 1996 ; Cahill et al., 2000),…. 

IV - Biosynthèse, adressage, recyclage et dégradation de CFTR 

La synthèse de la protéine et son adressage jusqu’à la membrane plasmique, puis son 

recyclage et sa dégradation sont représentés dans la figure 7. Les molécules CFTR de type 

sauvage, comme les autres glycoprotéines de la membrane plasmique, traversent le RE, puis 

l'appareil de Golgi, où elles acquièrent des chaînes d'oligosaccharides complexes avant le 

transit vers la membrane plasmique par transport vésiculaire. Une fois à la membrane, ces 

molécules ont une demi-vie plus longue que leurs précurseurs (T1/2 ~ 16h contre T1/2 ~ 

1/2h), mais elles subissent un cycle d'endocytose-exocytose (Prince et al., 1994) et finissent 

par atteindre le lysosome, où elles sont dégradées.
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Figure 7 : Biosynthèse et trafic de CFTR (Riordan, 1999). Flèche pleine et petite flèche en 

pointillée à partir des endosomes : trafic de CFTR WT. Grande flèche en pointillée à partir du 

RE : trafic de CFTR F508del. 

Certain es mutations faux-sens de CFTR peuvent affecter la voie de sécrétion ou 

d'endocytose et de recyclage. L'étape de transit du RE au Golgi est le plus souvent détectée 

par SDS-PAGE, en suivant l'ajout de chaînes d'oligosaccharides complexes à la protéine 

CFTR. La cinétique de la conversion peut également être étudiée par microscopie à 

fluorescence en temps réel par l'utilisation des fusions GFP-CFTR. Bien que la majorité des 

résultats indique que la protéine mutée F508del reste dans le RE, Gilbert et al., (1998) ont 

signalé qu'elle peut atteindre le compartiment intermédiaire (ERGIC) entre le RE et le Golgi. 

Lorsque sa protéolyse est inhibée, des formes hautement agrégées sont accumulées et ont été 

appelées «aggresomes» (Johnston et al., 1998). 
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V -Mutations du gène CFTR  

V-1 les différentes classes 

L'étude des mutations du gène CFTR a fourni des renseignements importants dans le 

régulation de presque tous les aspects de la biologie de CFTR. En effet, les anomalies 

moléculaires ont des conséquences variables sur la protéine CFTR et sa fonction. Une 

classification de ces anomalies par rapport à la fonction canal Cl- a été proposée dès 1993 et 

quatre classes ont été décrites (Welsh et Smith, 1993). 

Classe 1 : mutations altérant la production de la protéine. Ces mutations résultent en une 

absence totale ou partielle de la protéine. Cette classe inclut les mutations non-sens et celles 

qui induisent l’apparition d’un codon stop prématuré (anomalies d'épissage et mutations 

décalant la phase de lecture). Dans certains cas, l'ARNm muté est instable et dégradé et ne 

produit pas de protéine. Dans les autres cas, la protéine anormale produite sera probablement 

instable et rapidement dégradée, et aura peu ou pas de fonction. En conséquence, les 

mutations de classe I peuvent entraîner une perte d'activité du canal chlorure CFTR. 

Classe 2 : mutations perturbant le processus de maturation cellulaire de la protéine. De 

nombreuses mutations altèrent la maturation de la protéine et son ciblage vers la membrane 

apicale. Ainsi, la protéine est soit absente, soit présente en quantité réduite dans la membrane 

apicale. Les mutations de cette classe représentent la majorité des allèles CF (avec comme 

modèle F508del). 

Classe 3 : mutations perturbant la régulation du canal Cl-. Ces mutations sont le plus souvent 

situées dans les domaines de liaison à l'ATP (NBD).  
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Classe 4 : mutations altérant la conduction du canal Cl-. Certains segments des domaines 

transmembranaires participent à la formation du pore ionique. Les mutations faux-sens situées 

dans ces régions produisent une protéine correctement positionnée qui présente une activité 

canal Cl--AMPc dépendante. Mais les caractéristiques de ces canaux sont différentes de celles 

du canal CFTR endogène avec une diminution du flux d'ions et une sélectivité modifiée. C’est 

le cas des mutations R117H, R334W et R234P. Cette classe de mutations dans la plupart des 

cas est associée à un phénotype clinique peu sévère (Koch et al., 2001). 

Deux autres classes ont été ensuite décrites (Fulmer et al., 1995 ; Estivill, 1996). 

Classe 5 : mutations altérant la stabilité de l'ARNm CFTR. La synthèse est réduite, il y a donc 

une diminution de la quantité de protéine CFTR fonctionnelle à la membrane apicale. Ces 

mutations affectent souvent les sites d'épissage; c'est le cas du polymorphisme (TG)13T5 dans 

l’intron 8 (Cuppens et al., 1998). 

Classe 6 : mutations altérant la stabilité de la protéine mature. La protéine CFTR est 

fonctionnelle mais instable à la membrane apicale (Zielenski, 2000). Vankeerberghen et al., 

(2002) présente dans la classe VI des altérations nucléotidiques qui affectent les propriétés 

régulatrices de CFTR. De plus, la classe VI serait renommée V selon la re-classification de 

Welsh (2001). 

La figure 8 regroupe les 6 classes de mutations possibles de CFTR (Meredith et al., 2009). 
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Figure 8 : Classification des mutations de CFTR. (Meredith et al., 2009) 

Les stratégies thérapeutiques actuelles visent à réparer les défauts des protéines CFTR 

mutantes dans le but de les corriger in vivo (Pedemonte, et al., 2005a ; Van Goor et al., 2006). 

V-2 La mutation F508del 

La mutation la plus commune de CFTR entraînant une mucoviscidose (70% des allèles 

CF, Tsui, 1995) est la suppression de 3 nucléotides, qui induit la suppression d'une seule 

phénylalanine (F) en position 508 (F508del) (Kerem et al., 1989 ; Davis et al., 1996). Le 

mutant F508del-CFTR est associé à une forme sévère de la maladie. Plus de 90% des patients 

atteints de mucoviscidose ont au moins un allèle F508del. On estime de plus qu'environ la 

moitié des patients atteints de mucoviscidose sont homozygotes pour cette mutation. Cet 

allèle code pour une protéine instable et inefficace, la conséquence majeure étant 
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l’accumulation de la protéine mutante dans le réticulum endoplasmique (RE) et son absence 

au niveau de la membrane plasmique (Cheng et al., 1990 ; Thomas et al., 1992 ; Welsh et 

Smith, 1993). En conséquence, la protéine mutante retenue dans le RE est rapidement 

dégradée (Cheng et al., 1990 ; Ward et al., 1995). 

La réversion du phénotype apparaît lorsque les protéines mutantes sont incubées à 

faible température (Denning et al., 1992), ou en présence de molécules de faible poids 

moléculaires comme le glycérol (Sato et al., 1996 ; Brown et al., 1996), suite à un repliement 

correct de la protéine.  

V-3 Les allèles complexes 

L'existence d'au moins deux mutations ou variations de séquence sur le même allèle 

dans le gène CFTR a été nommé allèles complexes (Savov et al., 1995 ; Fanen et al., 1999 ; 

Romey et al., 1999 ; Clain et al., 2001 ; Rohlf et al., 2002 ; Clain et al., 2005). La plupart des 

allèles complexes peuvent représenter l'association d'une variation de séquence bénigne avec 

une mutation pathogène dans le même gène (Rowntree et Harris, 2003). La combinaison de 

deux mutations sévères pourrait aussi entraîner un phénotype moins sévère alors que des 

mutations modérées une fois associées en cis peuvent induire un phénotype plus sévère (Clain 

et al., 2001). Plusieurs exemples où la mutation du deuxième site peut moduler l'effet de la 

mutation principale ont été décrits (Dork et al., 1991 ; Hung et al., 1998 ; Romey et al., 

2000).  

Les résultats concernant les allèles complexes ont montré l'importance des 

implications pour les patients atteints de mucoviscidose. En effet, des mutations faux-sens     

« neutres » peuvent considérablement altérer la fonction de CFTR lorsqu’elles sont héritées 

en cis avec une mutation sévère. Cela peut expliquer en partie les difficultés à établir des 
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corrélations génotype-phénotype et souligne clairement la nécessité du dépistage de mutations 

supplémentaires quand une discordance entre génotype et phénotype est observée.  

L'analyse des mutations du gène CFTR par le Laboratoire de Poitiers, a conduit à la 

détection de certaines personnes ou certains patients porteurs de deux ou trois mutations sur le 

même allèle : un polymorphisme R668C et une mutation G576A, associés en cis soit à 

D443Y, soit à G149R. Chacune de ces mutations avait précédemment été observée 

indépendamment chez des patients atteints de mucoviscidose et chez ceux qui souffrent de 

ABCD. L’allèle complexe G576A-R668C a été signalé chez une personne avec un test à la 

sueur normal, alors que certains membres de la famille présentaient un phénotype atténué CF 

(Rowntree et Harris, 2003). Les études récemment publiées par Castellani et al., (2008) 

indiquent que la mutation G576A seule provoque la mucoviscidose ou des troubles liés à 

CFTR, alors que l'allèle complexe R668C-G576A-D443Y a été classifié comme induisant un 

CFTR-RD (Abramowicz et al., 2000).  

V-4- les mutations d’épissage et les différents modes d’épissage alternatif 

V-4-1 les mutations d’épissage 

L’épissage exige des séquences conservées de site consensus d’épissage aux frontières 

exon-intron ainsi que divers éléments agissants en cis dans les exons et les introns (Fu, 2004 ; 

Matlin et al., 2005). Les mutations pathogènes dans les sites d'épissage ou éléments exoniques 

perturbent souvent l'épissage, entraînant une perte de fonction de l'allèle affecté (Cartegni et 

al., 2002 ; Faustino et Cooper, 2003). De plus, des Single-Nucleotide Polymorphisms (SNP) 

ont le potentiel d’affecter l'efficacité de l’épissage et de modifier la gravité de la maladie 

(Steiner et al., 2004 ; Nielson et al., 2007). 
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Une erreur d'épissage avec une insertion ou une délétion d’un seul nucléotide 

perturbera le cadre de lecture d'un ARNm. La précision remarquable de l’épissage est due en 

partie, au mécanisme de retrait d’intron car une fois que le spliceosome est assemblé, les 

bases appariées d’ARNsn ciblent spécifiquement des liaisons phosphodiesters pour le clivage. 

Le spliceosome reconnaît les sites d'épissage corrects avant les réactions de "couper-coller". 

Les sites d'épissage courts et dégénérés ne contiennent que la moitié des informations 

nécessaires à la reconnaissance de site d'épissage (Lim et Burge 2001) et même si ils 

ressemblent à des sites d'épissage classique, ils ne seront jamais utilisés. Les pseudos sites 

d'épissage peuvent être plus nombreux que les sites d'épissage corrects dans un pré-ARNm 

(Sun et Chasin 2000).  

Dans la littérature sont décrits des défauts d’épissage de CFTR concernant des 

éléments cis auxiliaires soit des enhancers d'épissage exonique (ESE) et intronique (ISE), soit 

des silencers d’épissage exonique (ESS) et intronique (ISS). Des mutations sur ces sites 

peuvent induire des épissages alternatifs (Pagani et al., 2000 et 2003 ; Zucatto et al., 2004 ; 

Buratti et al., 2007). De plus, des mutations ponctuelles silencieuses peuvent aussi modifier  

les ESE et ESS induisant un épissage incorrect (Nissim-Rafinia et Karem 2002). L’usage des 

minigènes a permis de mettre en évidence les relations entre le site polymorphe de l’intron 8 

[(TG)m Tn] et le saut d’exon 9 (Pagani et al., 2000). De plus, des nouveaux éléments 

composites des exons régulateurs de l’épissage (CERES pour Composite Exonic Regulatory 

Elements of Splicing) ont été identifiés. L’utilisation de minigènes a de nouveau permis de 

détecter la diminution des transcrits normaux suite à un saut d’exon 12, diminution induite par 

les mutations G576A ou D565G présentes dans les CERES (Pagani et al., 2003).
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V-4-2 Différents modes d’épissage alternatif 

Il existe plusieurs types différents de l'épissage alternatif (AS), qui peuvent être classés 

en quatre sous-groupes principaux (selon Keren et al., 2010). La figure 9 représente les 

séquences nécessaires à l’épissage (figure 9A), et les différents épissages possibles (figure 

9B), dont l’épissage constitutif normal (figure 9B1). Le premier type d’AS est le saut d'exon, 

dans lequel un exon n’est plus reconnu en tant que tel et est éliminé avec ses introns 

d’accompagnement (figure 9B2). Ainsi, l’ARNm de CFTR sans exon 9 code pour une 

protéine anormalement repliée et non fonctionnelle (Delaney et al., 1993 ; Strong et al., 

1993). Près de 40% des AS correspondent à des sauts d’exon chez les eucaryotes supérieurs 

(Sugnet et al., 2004 ; Alekseyenko et al., 2007) mais ces événements sont extrêmement rares

chez les eucaryotes inférieurs. Le second type est la rétention d'intron (figure 9B3) : un intron 

est conservé dans l'ARNm mature. Il s'agit du plus rare mécanisme d’AS chez les vertébrés 

comme chez les invertébrés (moins de 5% des événements) (Sugnet et al., 2004 ; 

Alekseyenko et al., 2007 ; Sakabe et De Souza, 2007 ; Kim et al., 2008). Par contre, la 

rétention d'intron est le mécanisme le plus répandu chez les plantes, les champignons et les 

protozoaires (Kim et al., 2008). Les deux processus suivants font intervenir les séquences du 

site d'épissage 3’ SS ou 5'SS (figure 9B4-5). 18,4% des cas d’AS sont dus à l’élimination des 

séquences 3’SS et 7,9% à celle des séquences en 5’SS. Moins fréquents, d’autres événements 

complexes donnent lieu à une transcription alternative avec l’utilisation d’exons mutuellement 

exclusifs (figure 9B6). Une autre forme rare de l'AS implique des réactions entre deux 

transcrits primaires (Labrador et Corces, 2003). 

De façon générale, l'épissage alternatif pourrait avoir une incidence sur la traduction et 

la stabilité des ARNm. (Ghigna et al., 2008) et accroît la diversité des ARNm et des protéines 

exprimées dans la cellule (Black, 2003 ; Graveley, 2001).  
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Figure 9 : Mécanismes d’épissage alternatif. (A) séquences consensus d'épissage d'un gène 

eucaryote typique (exon / intron, signaux des sites d'épissage, site de branchement). (B) 1 

épissage normal. 2-6 épissage alternatif des ARNm : saut d'exon (2), rétention d'intron (3), 

utilisation de séquences alternatives 3'-(accepteur) (4) ou 5'-(donneur) (5) et sélection des 

exons mutuellement exclusifs (6). (d’après Ghigna et al., 2008). 
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VI- Corrélations génotype- phénotype dans la mucoviscidose  

Le fait que l'environnement et d'autres facteurs génétiques peuvent influencer le phénotype 

(Vankeerberghen et al., 2002) explique qu’il n'y a pas de corrélation stricte entre les 

mutations du gène CFTR spécifique et le phénotype des patients. Des mutations du gène 

CFTR ont un large spectre de manifestations phénotypiques (Kerem et Kerem 1996 ; Stern 

1997). La mucoviscidose ne représente que la forme la plus sévère du spectre clinique. Des 

CFTR-RD existent, caractérisées soit par un développement moins rapide de la maladie 

(Strong et al., 1991), soit par la limitation des manifestations sur un organe unique. L’absence 

congénitale bilatérale des canaux déférents (ABCD) est un exemple de cette dernière 

catégorie. Dans ce cas, le phénotype clinique est une azoospermie obstructive chez des 

hommes en bonne santé, tandis que le génotype présente des mutations du gène CFTR dans 

70% -80% des individus testés (De Braekeleer et Férec, 1996). Les hommes atteints d’ABCD 

et de mucoviscidose ont généralement des anomalies diverses des vésicules séminales, 

comme une aplasie, hypoplasie (Olson et Weaver, 1969 ; Holsclaw et al., 1971 ; Honig et al., 

1991).  

En outre, des études ont montré que les hommes atteints de mucoviscidose peuvent ne 

pas avoir de conduits éjaculatoires visibles. Compte tenu de l'origine embryonnaire commune 

de ces structures avec les canaux mésonéphriques (Larsen, 1993), il n'est pas surprenant de 

trouver des anomalies combinées des canaux déférents, des épididymes, des vésicules 

séminales et des canaux éjaculateurs.  
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Figure 10 : Spectre des phénotypes associés aux génotypes de CFTR. La sévérité de la 

maladie est représentée en fonction des génotypes associés. wt = Wild-type ; other = very 

mild (mutation très légère), mild (légère) ou severe (sévère). Les haplotypes polyvariants 

(Larriba, et al., 1998) sont des variants polymorphes fréquents qui peuvent contribuer à des 

phénotypes monosymptomatiques. (d’après Zielenski et al., 2000) 

Les analyses de la corrélation entre génotype et phénotype ont montré que les 

mutations du gène CFTR pouvaient être regroupées en deux catégories, légères ou graves, à 

l'égard de la fonction pancréatique (Kristidis et al., 1992). Les mutations sévères sont 

associées à l'insuffisance pancréatique alors que les mutations légères, conduisent à une 

activité CFTR résiduelle, et confèrent la suffisance pancréatique (Kristidis et al., 1992). Un 

patient CF est susceptible d'être suffisant pancréatique s'il présente une ou deux mutations 

légères. De nombreuses études ont montré que certains génotypes sont associés à un 

phénotype sévère (De Braekeleer et al., 1995 ; Zielenski et Tsui, 1995 ; Patrizio et Zielenski, 

1996). Toutefois, une forte variabilité, surtout au niveau de la fonction pulmonaire, a été 

CFTR-RD 
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observée pour chaque génotype ou entre frères et soeurs, ce qui suggère que d'autres facteurs, 

génétiques ou environnementaux, peuvent influer sur la gravité et / ou la progression de la 

maladie (Tizzano et Buchwald, 1995). Dès le début des années 1970, il a été suggéré 

qu’ABCD est une forme bénigne de la fibrose cystique (Holsclaw et al., 1971). Toutefois, 

seul un petit nombre de cas présentant des antécédents familiaux de CF et un test de la sueur 

positif a été documenté (Stem et al., 1982 ; Kaufman et al., 1986). Le développement des 

techniques moléculaires pour identifier les mutations du gène CFTR permet maintenant 

d’identifier l’ensemble des mutations et d’étudier la corrélation génotype-phénotype, en 

particulier l’impact des mutations sur la localisation, la maturation et la fonctionnalité de la 

protéine. 

A l’heure actuelle, il n’existe pas de traitement curatif mais seulement des traitements 

symptomatiques : la kinésithérapie et l’antibiothérapie permettent de diminuer les symptômes 

mais pas la cause de la maladie. Lorsque la protéine mutée existe, nous pouvons imaginer 

q’un  médicament dans le futur soit disponible. Dans le cas de mutation d’épissage, l’absence 

de transcrit et donc de protéine impliquera soit une thérapie génique, soit une thérapie 

cellulaire.  

VII - OBJECTIFS DU TRAVAIL 

A l’heure actuelle, il existe encore de très nombreuses incertitudes concernant: 

- L’impact des régions dupliquées sur la détection des mutations 

- Les allèles complexes et leurs implications physiopathologiques 

- Les mutations faux sens ou introniques affectant l’épissage. 
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1- Le point de départ de la première étude a été les résultats discordants obtenus entre deux 

individus testés de la même famille en fonction du CHU où se déroulait la recherche de 

mutations. Les mutations impliquées se trouvaient dans une région difficile à amplifier 

correctement d’une part à cause de la présence d’un site polymorphe en 3’de l’intron 8 

(TG)mTn, et d’autre part à cause de la présence de duplications de cette région. Notre objectif 

a été de déterminer si les mutations étaient réellement présentes sur le gène, et non sur des 

copies extragéniques. Pour cela nous avons réalisé de nombreuses amplifications avec des 

couples d’amorces différents pour mettre en évidence l’existence de pseudoexons. Nous 

avons ensuite réexaminé les échantillons porteurs des mutations présentes dans les régions 

dupliquées afin de restreindre le nombre de mutations spécifiques du gène CFTR. 

2- La seconde partie concerne l’étude des allèles complexes et leur impact 

physiopathologique. L’étude de l’ensemble des dossiers analysés au CHU de Poitiers nous a 

permis d’établir trois allèles complexes, dont l’un porte une mutation détectée dans l’exon 9 

au cours de l’analyse précédente. Une collaboration a pu être réalisée entre le CHU de Poitiers 

et le CHU de Créteil et nous a permis de collecter l’ensemble des données génétiques et 

cliniques de ces allèles complexes sur un plus grand nombre de CHU. Après mise en évidence 

des relations « Génotype - Phénotype », nous avons tenté de mieux comprendre l’impact des 

différentes mutations, seules ou associées. Pour cela, nous avons réalisé des mutagenèses 

dirigées, puis transfecté des cellules eucaryotes avec les plasmides obtenus (porteurs des 

mutations simple, ou des allèles complexes). L’étude de la localisation membranaire de CFTR 

a été effectuée par microscopie confocale, la maturation par Western-blot et la fonctionnalité 

de la protéine par l’étude physiologique du canal Cl-. 
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3- La dernière partie du travail concerne l’impact de mutations (faux sens ou introniques) sur 

l’épissage en utilisant la technique de minigènes hybrides décrite par Pagani et al. (2000). Le 

choix des mutations testées a été déterminé par les indications cliniques : une mutation faux 

sens décrite dans la première partie et appartenant à l’exon 9 et une mutation présente dans 

l’intron 6a .Ces deux mutations ont été choisies suite à l’étude clinique des patients. Nous 

avons dans un premier temps amplifié un minigène contenant la région qui nous intéressait, 

puis nous l’avons cloné dans un plasmide adéquat. Après transfection dans des cellules 

eucaryotes, et extraction des ARN, nous avons analysé les produits amplifiés obtenus après 

RT-PCR afin de déterminer la présence ou non d’un ARN epissé correctement. 

Au vu de l’ensemble de ces approches, l’objectif final de notre démarche est de définir 

les conditions optimales pour étudier les mutations et leur impact physiopathologique chez 

des patients susceptibles de présenter une forme de CFTR-RD ou la mucoviscidose. Cette 

étude nous permet d’établir un diagnostic plus fiable, ceci afin d’émettre un conseil génétique 

avisé lors d’un diagnostic prénatal. 
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I- MATERIELS ET METHODES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE  

I-1 EXTRACTION D’ADN GENOMIQUE 

Le sang est prélevé sur anticoagulant (EDTA). Tous les échantillons d'ADN génomique ont 

été extraits à partir de cellules du sang périphérique en utilisant le QIAamp DNA Blood Mini 

Kit (Qiagen) selon le protocole du fournisseur. Dans un microtube, 200μL de sang sont 

mélangés avec 20μL de protéase et 200μL de tampon AL. Apres 10min d’incubation au bain-

marie à 56°C, 200μL d’éthanol sont ajoutés et mélangés (à l’aide d’un vortex) 15 secondes. 

La solution est versée sur une colonne et centrifugée 1min à 8000g. Le surnageant est éliminé 

et le colonne est lavée avec 500μL de AW1 et centrifugée 1min à 8000g. Une fois le 

surnageant éliminé, la colonne est lavée avec 500μL de AW2 et centrifugée 3min à 14000g. 

L’ADN est récupéré en ajoutant 200μL de AE (tampon d’élution) dans la colonne. Après au 

moins 5 min d’attente, on centrifuge 1min à 8000g.  L’ADN génomique obtenu est conservé à 

4°C.

I-2 DOSAGE DES ACIDES NUCLEIQUES

L’estimation de la concentration est réalisée par spectrophotométrie : les bases puriques et 

pyrimidiques absorbent dans l’ultraviolet (UV) à 260nm. Une unité d’absorbance à 260nm 

correspond à l’absorption d’une solution d’ADN double brin à la concentration de 50 g/mL. 

La concentration (C) en μg/mL est déterminée à l’aide de la formule : 

1 unité de A260nm = 50μg/mL, soit C = (A x facteur de dilution x 50). Comme ces valeurs 

s’appliquent à des acides nucléiques purs et en solution homogène, certains contrôles doivent 

être effectués. Il convient donc de rechercher :  
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 Une éventuelle contamination protéique (les protéines absorbant non seulement à 280nm 

mais aussi à 260nm). Pour cela, une mesure de l’absorbance à 280nm est réalisée. Un ADN 

correctement purifié présente un rapport A260nm/A280nm compris entre 1,6 et 1,8. 

 Une éventuelle contamination par du phénol peut également être recherchée en mesurant 

l’absorption à 270nm. Ces contaminations entraînent une surestimation de la concentration 

réelle de l’ADN, elles risquent d’inactiver les enzymes qui seront ultérieurement utilisées. 

I-3 CHOIX DES AMORCES DE PCR: 

Afin de déterminer la séquence complète du gène CFTR, il est nécessaire d’amplifier la 

séquence d’intérêt à l’aide d’amorces judicieusement choisies puis de la séquencer. Plusieurs 

couples d’amorces ont été choisis à partir de la séquence humaine afin d’amplifier l’ADN de 

patients. Les amorces nécessaires pour l’amplification ont été sélectionnées en fonction de la 

région qui nous intéresse. 

I-4 AMPLIFICATION DE L’ADN GENOMIQUE PAR PCR

La PCR est un moyen rapide et facile d’amplifier un fragment spécifique d'ADN. Plus 

particulièrement, la PCR est une méthode d’amplification in vitro de séquences d’ADN 

d’extrémités connues. Dans ce protocole, un échantillon d'ADN est d’abord dénaturé.  

Les échantillons utilisés pour le dépistage de mutations ont été amplifiés en volume de 50μL 

de réaction contenant 100 ng d'ADN, 1,5 mM MgCl2, 0.25 mM de chaque dNTP, 1 U de Taq 

polymérase-2 (Amersham) et 20 pmoles de chaque amorce (cf tableau 1). Les conditions 

utilisées pour l'amplification par PCR ont été les suivantes: 5 min à 94 ° C, 30 cycles de 30 s à 

94 ° C, 30 s à la température d’hybridation, et 30 s à 72 ° C. Après amplification, une étape 

d’extension prolongée à 72°C a été réalisée pendant 5 min. 
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Tableau 1. Conditions pour générer des fragments de PCR  

  
Réactifs Volumes              Molarité finale 

H2O stérile 5,25μL 
Tampon 10X  5,0 μL 
MgCl2 25mM 3,0 μL                         1,5mM  
dNTP 25 mM 0,5 μL                         0,25mM 
Amorce sens 20μM 0,5 μL                         0,25mM 
Amorce reverse 20μM 0,5 μL                         0,25mM 
Taq DNA Polymerase 0,5 μL                         0,5U 
Matrice ADN 
Total  

5,0 μL 
50  μL 

I-5 ELECTROPHORESE D’ADN SUR GEL D’AGAROSE 

Pour vérifier la taille des fragments obtenus par PCR, les échantillons sont soumis à un champ 

électrique de 100 Volts dans un gel d’agarose à 1,5 % dans du tampon TAE 0,5X. Cette 

technique est basée sur le fait que l’ADN est chargé de façon négative. Les fragments migrent 

en fonction de leur poids moléculaire vers l’anode. L’ADN est visualisé par le Bromure 

d’Ethydium incorporé dans la double hélice. Le volume d’échantillon de PCR déposé est de 

6μL et 3μL de bleu de bromophénol 3X. La taille des fragments obtenus sera déterminée en 

comparant leur mobilité électrophorétique à celle du marqueur de taille  X174DNA digéré 

par HaeIII  (Marker, 9 MBI Fermentas). Selon la taille du fragment d'ADN amplifié, nous 

utilisons des gels d’agarose à 1% ou 1,5%. Les électrophorèses sont réalisées dans du tampon 

TAE 1X à 100 volts pendant 15-20 minutes. 

TAE 50X :                            DNA gel loading buffer 6X (bleu de charge) :

Tris-HCl, pH 8     242g   bleu de bromophénol       0,25% (p/v) 

Acide acétique     57,1mL   Xylène-cyanol                 0,25% (p/v) 

EDTA 0,5M        100mL   Ficoll Type 400               15% (v/v) 
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Bromure d’éthidium :    

Bromure d’éthidium 0,5mg      

H2O 1mL Tampon     

Protéger de la lumière, conserver à 4°C   

I-6 SEQUENÇAGE 

Le séquençage est réalisé sur le produit PCR en utilisant le kit ABI PRISM Big Dye 

Terminator TM cycle sequencing Reading Reaction (Applied Biosystem). Chaque nucléotide 

porte un fluorochrome différent ; les amorces utilisées sont les mêmes que précédemment. 

Chaque amorce est utilisée indépendamment de l’autre. 

La PCR est réalisée de la façon suivante :  

Pour un tube : 

ADN                                      2μL 

Big Dye                                 2μL 

Amorce (3,2pmole)             1μL 

                                                       25 cycles comprenant : 

Dénaturation   10 s à  96°C 

Hybridation     30 s à  44°C 

    Elongation       4 min  à  60°C 

Après PCR, une étape de précipitation est réalisée afin de pouvoir séquencer l’ADN. Pour 

cela : 35μL d’eau et 60 μL d’isopropanol (60%) sont ajoutés aux échantillons, l’isopropanol 

présente deux avantages par rapport à l’éthanol utilisé conventionnellement. En effet il peut 

être utilisé à température ambiante et ne nécessite pas d’ajout de sel. Les échantillons sont 

incubés pendant 15 min à température ambiante, puis centrifugés pendant 15 minutes à 

14000g. Le surnageant est ensuite éliminé et le culot repris dans 60 μL d’éthanol 75%. Une 

deuxième centrifugation est réalisée pendant 5 minutes, le surnageant est enlevé et le culot 
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séché en laissant les tubes ouverts. Le culot est resuspendu dans 24μL d’eau et chaque 

échantillon est dilué au 1/4, puis séquencé. Les séquences sont alignées entre elles et 

comparées à partir de la  banque de données CFTR (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr).

I-7 CLONAGE DES PRODUITS AMPLIFIES DANS LE VECTEUR 

pGEMT-EASY  

Les produits obtenus lors des différentes PCR sont insérés dans un vecteur pGEM®-T Easy 

(Promega), spécialement adapté au clonage de produit de PCR. 

I-7-1 ligature 

Les quantités respectives de vecteur linéaire et d’insert sont ajustées pour être dans un rapport 

molaire de 1 pour 3.  

Les réactions de ligature s’effectuent dans le milieu réactionnel suivant. 

2X rapid ligation buffer : 5μL 

PCR product         : 1μL          ou       3μL 

pGEM-vector       : 1μL 

T4 DNA ligase                : 1μL 

H2O qsp                  : 10μL  

Les réactions sont incubées 2h à 20°C et une nuit à 4°C. 

I-7-2 transformation d’Escherichia coli DH5  par choc thermique 

Nous utilisons la souche Escherichia coli DH5 . Dans la première partie de notre travail, le 

vecteur pGEMT-Easy (figure 11) est utilisé, il code pour la résistance à l’ampicilline.  
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Figure 11.  Carte de restriction de pGEM®-T Easy 

(http://www.promega.com/paguide/images/1473VA05_6A.jpg). 

A - Préparation des cellules d’E. coli compétentes: 

Une culture bactérienne est reprise au 1/100 puis incubée 2 heures à 37°C. Pendant 

l'incubation, une solution de Tris CaCl2 50mM est préparée et filtrée (0,22μ). Ensuite 

l’absorbance à 600 nm est mesurée. Quand elle est comprise entre 0,3 et 0,6, la culture 

bactérienne est centrifugée 10 min à 3000g et à 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot est 

repris par 12,5 mL de Tris CaCl2. Puis le mélange est incubé à 4°C  de 40 min à 3 heures. 

Cette étape est suivie d'une centrifugation à 2000g pendant 10 min à 4°C. Le culot cellulaire 

est repris par 2,5 mL de Tris CaCl2 et les cellules sont conservées à 4°C. 

B -Transformation Bactérienne 

Le plasmide d'intérêt est ajouté à 100-150μL de cellules compétentes. Après une incubation 

de 20 à 45 min dans la glace, un choc thermique est réalisé pendant 2 min à 42°C pendant 

lequel l'entrée du plasmide dans la cellule est facilitée par le CaCl2, et le mélange est aussitôt 



Matériels & Méthodes 

32

remis sur la glace pendant 2 min. Ensuite du milieu LB est ajouté (volume final de 1 mL). 

Cette étape est suivie d'une incubation de 1 heure à 37°C sous agitation puis d'une 

centrifugation courte dans le but d'obtenir un culot cellulaire. Une partie du surnageant est 

éliminée et le reste est resuspendu afin d'être étalé sur boite de culture et incubé toute la nuit à 

37°C. Après croissance, les clones sont mis en culture dans du milieu LB additionné 

d'antibiotique et incubé une nuit à 37°C.  Selon les plasmides, la sélection des clones est 

réalisée en utilisant l’antibiotique adapté (soit l’ampicilline, soit la kanamycine). 

Milieu LB (Luria Bertani) :

Bacto-tryptone   10g 

Extrait de levure   5g 

NaCl                             10g 

NaOH 10N              400μL 

Agar                            15g (pour milieu solide) 

H2O                            1L 

Autoclaver pendant 20min. à 120°C et 1 bar. 

C - Stock glycérol de bactéries 

Une colonie au moins pour chaque type de bactéries transformées est reprise dans 3mL de LB 

supplémenté des antibiotiques appropriés et, est mise en culture à 37°C toute la nuit sous 

agitation à 300rpm. Le lendemain, 1mL de bactéries transformées est prélevé de la culture 

bactérienne auquel 150 L de glycérol 100% sont ajoutés. L’ensemble est conservé et stocké à 

–80°C. Le reste de la culture est utilisé afin d’extraire les plasmides par Mini- ou Mega-

préparation. 
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I-8 EXTRACTION DES PLASMIDES 

I-8-1 Extraction « manuelle » d’ADN plasmidique  

Les clones sont récupérés et placés dans des tubes contenant 3mL de milieu LB et 300μL 

d’ampicilline à 10mg/mL. Les tubes sont agités à 37°C toute la nuit afin que les bactéries 

puissent se développer. Le lendemain, 1,5 mL de ces cultures sont déposés dans des 

microtubes. Ceux-ci sont centrifugés à 6000g pendant 3 min. Les plasmides sont ensuite 

extraits manuellement ou à l’aide d’un kit. 

Pour l’extraction manuelle, le surnageant est éliminé et le culot repris dans 100μL de solution 

I, laquelle induira un choc osmotique chez les bactéries. 

Réactifs: 

Solution I: (GET) 50 mM glucose, 10 mM EDTA pH 8,25 mM Tris-HCl pH 8.0. Cette 

solution peut être autoclavée ou filtrée et stockée à 4°C.  

Solution II: 0.2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS. La solution II doit être preparée extemporanément 

à partir des solutions de 2 M NaOH et 10 % (w/v) SDS.  

Solution III :  

Acétate de potassium 5M  60 mL

Acide acétique  11,5 mL 

H2O     28,5 mL

Pour la suite, 200μL de solution II préparé extemporanément sont ensuite ajoutés, puis après 

avoir mélangé 5 fois par inversion, les tubes sont placés pendant 5 min sur glace. Cette 

solution permettra la dégradation des protéines membranaires et donc l’expulsion du contenu 

cellulaire dans le milieu extracellulaire, favorisées par la solution I. Un volume de 50μL de 

solution III est ensuite ajouté, ce qui permettra la précipitation du chromosome bactérien. 

Après avoir mélangé 5 s les tubes et les avoir déposés 5 min sur glace, ceux-ci sont 
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centrifugés à 16500g pendant 5 min. Le surnageant, contenant les ARN et le plasmide, est 

soigneusement récupéré en veillant à ne pas prendre le précipité blanc, qui contient lui les 

protéines et le chromosome bactérien. Le surnageant est placé dans un nouveau microtube 

auquel est ajouté 1 mL d’éthanol froid 100% permettant ainsi la précipitation des petits acides 

nucléiques (ARN et plasmide). Aucun sel n’est ici ajouté à l’éthanol, dans la mesure où le 

surnageant contient des restes d’acétate de potassium contenu dans la solution III. Après 

mélange des tubes par inversion, ces derniers sont placés à -20°C pendant 1 h 30, le froid 

agissant comme catalyseur et augmentant la vitesse de précipitation de l’ADN. Les tubes sont 

centrifugés à 16500g pendant 15min et, après élimination du surnageant, 100μL d’éthanol à 

75% sont ajoutés au culot afin de nettoyer celui-ci. Après une nouvelle centrifugation à 

16500g pendant 5min, le surnageant est éliminé et le culot séché sur bloc chauffant à 37°C 

pendant 20 min. Les culots sont ensuite repris dans 50 μL d’eau stérile.  

I-8-2- Mini-extraction de l’ADN plasmidique 

Trois colonies de chaque transformation sont ensuite prélevées pour extraire leur ADN 

plasmidique. Pour réaliser cette étape, le kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN) est utilisé. 

Les cellules des colonies sont mises en culture toute la nuit à 37°C sous agitation pour 

permettre d’obtenir un grand nombre de cellules et donc beaucoup de copies de plasmides. Le 

protocole suivi est celui fourni par le fournisseur. 

I-8-3- Mega-extraction de l’ADN plasmidique 

Si les mutations souhaitées sont présentes, une extraction massive est réalisée grâce au kit 

QIAGEN Plasmid Mega.  

Pour cela, une pré-culture des cellules transformées est réalisée en inoculant 3 mL de milieu 

LB/kanamycine avec 300 μL de culture, puis cette culture primaire est incubée environ 8h à 
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37°C sous agitation. 1mL de cette culture est ensuite dilué dans 500 mL de milieu LB, puis le 

mélange est incubé toute la nuit à 37°C sous agitation. Les cellules bactériennes sont 

récupérées par centrifugation à 6000g pendant 15 min à 4°C, puis resuspendues dans 50 mL 

de tampon P1 (tampon de remise en suspension), dans lequel l’ARNase A a été ajoutée. 50 

mL de tampon P2 (tampon de lyse) sont ajoutés et le mélange est homogénéisé en retournant 

4 à 6 fois les tubes. Les tubes sont incubés 5 min à température ambiante. Ensuite, 50 mL de 

tampon P3 refroidi (tampon de neutralisation) sont ajoutés et le tout est mélangé 

immédiatement en retournant les tubes 4 à 6 fois. Les tubes sont ensuite placés dans la glace 

pendant 30 min, puis le lysat est nettoyé par filtration. Les colonnes (Qiagen-tip) sont 

équilibrées en ajoutant 35 mL de tampon QBT, puis le filtrat est appliqué sur la colonne. La 

colonne est lavée avec 200 mL de tampon QC après que le filtrat soit entré totalement dans la 

résine. L’ADN est enfin élué avec 35 mL de tampon QF, précipité dans 24,5 mL 

d’isopropanol et centrifugé à 15000g pendant 30 min à 4°C. Le surnageant est éliminé, puis le 

culot d’ADN est lavé avec 7 mL d’éthanol 70% et le mélange est centrifugé 10 min à 15000g. 

Le surnageant est éliminé, puis le culot est séché à l’air pendant 10-20 min. Enfin, l’ADN est 

dissout dans 500 μL d’eau distillée stérile et stocké à -20°C. Cet ADN plasmidique est prêt à 

être utilisé pour effectuer les transfections dans les cellules HeLa. 

I-9 DIGESTION ENZYMATIQUE 

Les enzymes de restriction utilisées sont répertoriées dans le tableau 2. La digestion dure 1h à 

37°C avec le tampon adéquat. Le plasmide est digéré par NdeI et les inserts soit par NdeI , soit 

par BamHI. Ces deux enzymes de restriction créent des « bouts cohésifs ou collants ». 
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Tableau 2. Enzymes de restriction utilisées dans la digestion des ADNs

Pour la détection de la présence d’insert dans le minigène, nous avons utilisé des enzymes de 

restriction qui sont capables de reconnaître spécifiquement un seul site de coupure.  

I-10 COMBLEMENT DES EXTREMITES COHESIVES  

L’enzyme Klenow de chez SIGMA est utilisée. 

1) Préparation de la solution d(AT) contenant les désoxyribonucléotides A et T. 

- Dans un tube identifié mettre : 

10μL de dTTP 100mM 

10μL de dATP100mM 

20 μL d’eau distillée 

-La concentration finale obtenue est de 25mM pour chaque nucléotide. 

2) Action de la Klenow 

-Dans un tube identifié mettre :  
1μL de d(AT) 

0,5 μL enzyme Klenow 

2 μL de tampon 10X 

18 μL plasmide pTB clivé  

-Mettre 1 heure à 37°C 

L’enzyme Séquence palindromique avec le site restriction 

NdeI CA TATG 

GTAT AC  

BamHI G GATCC 

CCTAG G 
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I-11 CREATION D’UN MINIGENE HYBRIDE 

I-11-1 Composition du minigène 

Comme exemple nous présentons ici le minigène hybride utilisé pour l'analyse de l'épissage 

alternatif de l'exon 6a et 6b de CFTR (figure 12). Sur le plasmide est présent une partie des 

séquences des gènes codant pour la globine et la fibronectine. A l'intérieur du troisième intron 

de ce minigène, un site unique Ndel permet le clonage des différentes constructions (dans ce 

cas l'exon 6a, l’intron 6a et l’exon 6b, cf Figure 12). L' -globine, la fibronectine, et les exons 

de CFTR sont présentés comme des boîtes noires et grises. Les flèches superposées indiquent 

les amorces utilisées dans les expériences de RT-PCR. La transcription est réalisée à partir du 

promoteur de la -globine (petite flèche à l'extrémité 5'). Le minigène contient à l'extrémité 3' 

un site de polyadénylation fonctionnel. Le minigène entier est cloné dans le vecteur pdbS KS 

(digestions par Ndel, puis action de la Klenow pour obtenir des extrémités franches qui 

permettront une ligature avec l’insert). 

I-11-2- Ligature 

Afin de réaliser la ligature dans les meilleures conditions possibles, l'insert et le plasmide 

doivent être présents dans des proportions adéquates. Les quantités respectives de vecteur et 

d’insert digérés et purifiés sont ajustées pour être dans un rapport moléculaire théorique de 1 

pour 3 à 5. Trois rapports de ligation sont réalisés avec les volumes nécessaires de chaque 

acide nucléique. Les réactions de ligation étaient effectuées comme décrit dans le protocole 

du fournisseur, dans le milieu réactionnel suivant:

Vecteur digéré                      3 L    T4 DNA ligase                     1 L 

Tampon de ligation 2X        1 L    Eau stérile qsp                    10 L 

Fragment PCR digéré         4 L 

Le mélange réactionnel était incubé 2h à  20°C puis à 4°C toute la nuit. 
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NdeI

1466 bp

E6a
Int6a

100bp100bp

Int5 Int6b

5’ATGCAATCATTTGATTGTCA 3’

Tm=58OC

5’GAACCACGAAGTGTTTGATC 3’

Tm=52OC
875+40A>G

NdeI

1466 bp

E6a
Int6a

100bp100bp

Int5 Int6bE6a
Int6a

100bp100bp

Int5 Int6b

5’ATGCAATCATTTGATTGTCA 3’

Tm=58OC

5’ATGCAATCATTTGATTGTCA 3’

Tm=58OC

5’GAACCACGAAGTGTTTGATC 3’

Tm=52OC

5’GAACCACGAAGTGTTTGATC 3’

Tm=52OC
875+40A>G

Figure 12. Représentation schématique du minigène hybride (EDB) utilisé pour l'analyse de 

l'épissage alternatif de l'exon 6a CFTR et 6b et de ses introns d'accompagnement. 

L'emplacement de la mutation 876+40A>G est indiquée par une flèche verticale. Les amorces 

2,3-  et Bra Rev utilisées dans l'analyse RT-PCR sont indiquées par des flèches horizontales.

Dans cet exemple, la longueur (pdb) des séquences introniques et exoniques est de 1666pdb, 

et la mutation 875 +40 A>G est présente ou pas en fonction de l’insert utilisé. 

1-11-3 Analyse informatique

Les séquences obtenues ont été alignées entre elles à l’aide du programme ClustalW 

(http://www.ebi.ac.uk). Elles ont ensuite été comparées par le programme Blast 

(http://www.ebi.ac.uk) afin d’identifier les différentes régions homologues. Le site des 

enzymes de restriction a été réalisé à l’aide du programme NEB cutter V2.0 

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). 
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I-12 MANIPULATION DE L’ARN 

I-12-1 Extraction des ARN totaux 

Les ARN totaux sont extraits à l'aide du Mini kit QIAGEN RNeasy en suivant les 

recommandations du fabricant et permet une extraction simple et efficace à partir de cellules 

isolées. Afin de minimiser la contamination par l'ADN génomique, la préparation est digérée 

sur colonne par la DNase RNase-free (QIAGEN). 

L’extraction est réalisée sur des cellules HeLa cultivées dans le milieu de culture 

DMEM. Les cellules sont lavées directement sur les boites de Pétri en ajoutant 2mL de PBS 

afin d’enlever les débris cellulaires. Les cellules sont ensuite lysées par la trypsine et 

transférées dans un tube à centrifuger de polypropylène. Elles sont ensuite centrifugées 5 min 

à 300 g, puis le surnageant est éliminé par aspiration. Les cellules sont solubilisées en ajoutant 

du tampon RLT par pipetages successifs. Le lysat est déposé directement dans une colonne 

placée dans un tube de collection de 2 mL et centrifugé 5 min à 300g. Après cela, un volume 

d'éthanol 70% est ajouté. 700 L de l'échantillon est transvasé dans une colonne placée dans 

un tube de collection de 2mL, puis centrifugé 15 s à 8000 g. Le surnageant est éliminé et 700 

μL de RW1 est ajouté au mélange. Les colonnes sont centrifugées à 8000g pendant 20s pour 

laver la membrane de la colonne. 500 μL de RPE sont ajoutés et les colonnes sont 

centrifugées à 8000g pendant 1min. L’ARN est récupéré après 3min de contact avec 50 L 

d’eau RNase free et centrifugation 1 min à 8000g. L’ARN est ensuite conservé à -20°C pour 

conservation, une partie est dosée immédiatement après dilution au 1/50 (cf I-2). Pour 

déterminer la concentration de l’ARN, la formule suivante est utilisée : 

[ARN] = A260nm * Facteur de dilution * 40 
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I-12-2 Préparation de l’ADN complémentaire (ADNc) 

A la suite de l’extraction des ARN totaux, la préparation de l’ADN complémentaire est 

aussitôt réalisée. En effet, la synthèse d’ADN complémentaire est réalisée immédiatement, 

pour éviter toute dégradation des ARN totaux, selon la méthode des amorces 

hexanucléotidiques. Cette synthèse dépend d’une enzyme particulière : la transcriptase 

inverse. Cette enzyme, produite ici par le virus de la leucémie murine de Moloney (M_MLV), 

utilise une matrice d’ARN. Le produit ainsi obtenu est une molécule bicaténaire, formée 

d’une chaîne d’ADN appariée avec l’ARNm, à partir de laquelle une double chaîne d’ADNc 

sera synthétisée. Tout d’abord, un pré-mélange de tous les réactifs, à l’exception de la 

transcriptase inverse et de l’inhibiteur de ribonucléase (RNAguard), est préparé à l’avance 

comme suit : 

Tampon 5X  5,0 L  

DTT 100mM 2,5 L 

dNTP 25mM 1 L 

Hexanucléotides 1600ng/ L 1,5 L 

H2O stérile 2 L 

Ce pré-mélange est agité vigoureusement puis 10 L d’ARN total fraîchement préparé sont 

ajoutés aux 12 L de cette solution. L’ensemble est incubé 10 minutes à 65°C puis refroidi 

quelques instants. Sont ensuite ajoutés : RNA guard 40U/ L (Pharmacia) 1 L ; 

Transcriptase inverse M_MLV 200U/ L (Gibco-BRL) 2 L. Le mélange est incubé pendant 1 

heure à 37°C. La réaction se termine par l’addition de 75 L d’eau dans le milieu suivie d’une 

incubation de 2 min à 100°C. Les ADNc ainsi préparés sont stockés à –20°C jusqu'à leur 

utilisation pour la PCR. Il est possible d’estimer les quantités d’ADNc par 

spectrophotométrie, comme précédemment (cf I-2). 
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I-12.3 REVERSE TRANSCRIPTASE PCR (RT-PCR) 

L'acronyme RT-PCR signifie Reverse Transcriptase PCR, soit une PCR après transcription 

inverse d'un acide ribonucléique (ARN) en ADN complémentaire (ADNc). En réalité, il s'agit 

d'une PCR "classique" réalisée sur un ADN complémentaire (ou ADNc), qui est une copie 

d'un ARN obtenue par une transcription inverse.  

 La RT-PCR est effectuée dans un thermocycleur (Applied Biosystem). L’amplification 

du minigene pTB/CFTR est effectuée par le couple d’amorce 2,3 /BRA2rev (tableau 4). La 

composition du mélange réactionnel est la même que pour une PCR classique. Le programme 

d’amplification est de 35 cycles dans les conditions suivantes : 

Amplification standard :
Dénaturation 3 min à 94°C  

Hybridation 2 min à Tm des amorces 

    Elongation 30 s à 72°C 

 35 cycles Dénaturation 30 s à 94°C 

    Hybridation 30 s à Tm 

Elongation finale 5 min 72°C  

Une électrophorèse, en présence du marqueur de taille, sur gel de 1,5% d’agarose et 0,5 

g/mL de bromure d’éthidium (BET), à 50 V pendant 1heure permet de contrôler les 

amplifications. La lecture et l’interprétation du gel se font sur un transluminateur UV, muni 

d’un appareil à photographier. 

Tableau 3 Les oligos sens et antisens utilisés

Amorces Séquences 

2,3  5’-CAACTTCAAGCTCCTAAGCCACTGC-3’ 

BRA2REV 5’-AGGGTCACCAGGAAGTTGGTTAAATCA-3’ 
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I-13 LA MUTAGENESE DIRIGEE 

Les réactions de mutagenèse dirigée permettent de modifier la séquence connue d’un gène en 

engendrant des variations nucléotidiques. La méthode de mutagenèse Gene Tailor 

(Invitrogen) permet de créer des mutations ponctuelles en modifiant la nature d’un nucléotide, 

d’insérer ou de déléter un ou plusieurs nucléotides (Figure 13). Au cours de cette étude, nous 

avons utilisé le kit Gene Tailor Site-Directed Mutagenesis (Invitrogen). 

 Cette méthode est basée sur la technique de PCR et utilise les performances de la 

PfuTurbo DNA Polymerase qui réplique avec une haute fidélité les deux brins d’un ADN 

plasmidique à partir de deux oligonucléotides synthétiques contenant la mutation à insérer. 

Ces deux oligonucléotides complémentaires s’hybrident sur chacun des brins du plasmide, 

puis sont allongés par la PfuTurbo DNA Polymerase qui génère ainsi un plasmide muté. 

Figure 13. Méthode de mutagenèse dirigée avec le kit Gene Tailor Site-Directed Mutagenesis 
(Invitrogen). 
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I-13-1 PLASMIDES UTILISES POUR LA MUTAGENESE 

A- PS65T/EGFP-C1/WT-CFTR. 

Les plasmides d’expression eucaryote PS65T/EGFP-C1/WT-CFTR codant pour les protéines 

CFTR sauvage (wt) ou mutée F508del nous ont été généreusement confiés par le Dr. Stanton 

(Dartmouth University, Dartmouth, USA) ont servi de matrice pour la génération des 

protéines CFTR modifiées. Pour construire le vecteur d'expression pGFP-CFTR chez les 

mammifères, l'ADNc humain de CFTR a été excisé du pdbluescript II SK-(Stratragene, La 

Jolla, CA) avec AvaI, traité avec le fragment de Klenow pour remplir les extrémités 

cohésives, et ligaturé dans le plasmide pS65T-GFP-C1 (Clontech, Palo Alto, CA) digéré par 

SmaI. Afin d’améliorer la fluorescence de la GFP, l’ADNc a été modifié pour que la protéine 

synthétisée émette 6 fois plus de fluorescence que la GFP classique (S65TGFP). 

pS65T/EGFP-C1/WT-CFTR
(9385bp)

ApaL1
NheI

AgeI

EGFP Stuart site

SaIIXhol
SacII

KpnI
ApaI

CFTR Stuart site

PfIMIBstXI
Sse83871

EcoRV

XhoI

SaII
MunI

pS65T/EGFP-C1/WT-CFTR
(9385bp)

pS65T/EGFP-C1/WT-CFTR
(9385bp)

pS65T/EGFP-C1/WT-CFTR
(9385bp)

pS65T/EGFP-C1/WT-CFTR
(9385bp)

ApaL1
NheI

AgeI

EGFP Stuart site

SaIIXhol
SacII

KpnI
ApaI

CFTR Stuart site

PfIMIBstXI
Sse83871

EcoRV

XhoI

SaII
MunI

Figure 14. Carte de restriction de pS65T/EGFP-C1/WT-CFTR
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L’analyse de la séquence d'ADN de la jonction GFP-CFTR a confirmé le cadre de lecture. La 

protéine de fusion résultante se compose de la GFP en N-ter, une séquence de liaison de 23 

acides aminés, et CFTR en C-ter (Figure 14).  

Ce plasmide porte le gène qui confère la résistance à la kanamycine. 

B- pTCF-wt.  

Les plasmides d’expression eucaryote codant pour les protéines CFTR sauvage (wt) ou mutée 

F508del ont été généreusement cédées par le Dr. Pacale Fanen (CHU Henri Mondour, Créteil, 

France). Un vecteur plasmidique d'expression dans des cellules de mammifères a été construit 

en plaçant l’ADNc humain de CFTR et l’ADNc de la GFP sous deux promoteurs différents 

(Fanen et al., 1999) Le plasmide résultant est désigné pCFTRwt (figure 15). Ce plasmide 

porte le gène qui confère la résistance à l’ampicilline. La mutagenèse dirigée a été réalisée sur 

pTCF-wt à l'aide du kit de la mutagenèse dirigée par des oligonucleotides (kit 

TransformerTM, Clontech).  
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Figure 15. Carte de pTCF-wt 

I-13-2 LES DIFFERENTES ETAPES DE LA MUTAGENESE  

A- Réaction de méthylation 

Une étape préalable à la mutagenèse dirigée est nécessaire pour permettre l’élimination des 

brins parentaux (matrice) qui ne portent pas la mutation. Pour cela, une réaction de 

méthylation est réalisée avec les réactifs suivants (tableau 5) : 
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Tableau 4. Mélange réactionnel pour la réaction de méthylation des plasmides (Kit 

GeneTailorTM Site-Directed Mutagenesis System ; Invitrogen).    

Réactifs Volumes 

ADN (Acide Désoxyribonucléique) plasmidique 100 ng 

Tampon de méthylation 1,6 μL 

10x SAM (S-adénosylméthionine) 1,6 μL 

ADN méthylase (4U/μL) 1 μL 

Eau distillée stérile qsp 16 μL 

Ce mélange réactionnel est effectué puis incubé à 37°C pendant une heure avant de procéder à 

l’étape de mutagenèse dirigée. 

B- Réaction de mutagenèse dirigée 

L’insertion de la mutation voulue lors de l’étape de mutagenèse dirigée (Kit GeneTailorTM

Site-Directed Mutagenesis System ; Invitrogen) est possible grâce à l’utilisation d’amorces 

spécifiques contenant la mutation : deux amorces ont été utilisées pour chaque réaction de 

mutagenèse. Les nucléotides mutés sont indiqués par des caractères gras et soulignés. Afin de 

permettre l’amplification en cercle roulant chez la bactérie, l’amorce contient une région 

double brin de 15-20 nucléotides pour améliorer l’efficacité de l’insertion de la mutation, le 

site de mutation ainsi que deux régions simple brin de 10 nucléotides s’étendant chacune aux 

extrémités 3’ pour permettre la polymérisation (figure 16). 

Figure 16. Schéma de la construction des amorces utilisées dans la mutagenèse dirigée 
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Le tableau 5 présente les différents couples d’amorces utilisés lors de l’analyse des allèles 

complexes. 

Tableau 5. Liste des amorces de mutagénèse utilisées pour réaliser les différentes 

mutations 

CFTR Mutation Nucleotide Change Mutagenesis primer 5’  3’ 

D443Y 

 (c.1347G>T, p.Asp443Tyr) 

G to T at 1459 5’ GTACTCCTGTCCTGAAATATATTAATTTCA 3’ 

5’ TTTCAGGACAGGAGTACCAAGAAGTGA 3’

G576A  

(c.1727G>C, p.Gly576Ala) 

G to C at 1859 5’ TTAGACTCTCCTTTTGCATACCTAGATGTT 3’ 

5’CAAAAGGAGAGTCTAATAAATACAAAT 3’

R668C  

(c.2002C>T, p.Arg668Cys) 

C to T at 2134 5’ AACTGAGACCTTACACTGTTTCTCATTAG 3’ 

5’ GTGTAAGGTCTCAGTTAGGATTGAATT 3’

G149R  

(c.445G>A, p.Gly149Arg) 

G to A at 577 5’ GGCCTTCATCACATTAGAATGCAGATGAG 3’ 

5’AATGTGATGAAGGCCAAAAATGGCTG 3’

Pour permettre cette réaction, le mélange réactionnel suivant est réalisé (tableau 6) :  

Tableau 6. Mélange réactionnel pour la mutagenèse dirigée 

Réactifs Volumes 

Tampon 10x High Fidelity PCR 5,0 μL 
10 mM dNTP 

(désoxyribonucléotide) 1,5 μL 

50 mM MgSO4 1,0 μL 

Amorces (10 μM de chaque) 1,5 μL 

ADN méthylé (12,5-31,25 ng) 2-5 μL 
Platinum® Taq High Fidelity 

(5U/μL) 0,2-0,5 μL 

Eau distillée autoclavée qsp 50 μL 
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Les tubes sont ensuite placés dans le thermocycleur pour subir 20 cycles de PCR (Polymerase 

Chain Réaction), ce qui va permettre d’augmenter fortement le nombre de copies du plasmide.  

Le programme utilisé pour cette PCR est (tableau 7) : 

Tableau 7. Conditions de PCR  

Température Temps Nombre de cycles 

94°C    2 min 1 

94°C  30 s 

55°C  30 s 20 

68°C     10 min  

68°C     10 min 1 

Les produits de PCR sont conservés à -20°C en vue de leur utilisation pour transformer les 

bactéries (E. coli DH5α) compétentes (cf I-7).  
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I-14.SEQUENÇAGE 

La technique de séquençage utilisée est adaptée de celle décrite par Sanger et al. (1977). La 

réaction de séquençage est effectuée par un séquenceur automatique. Quatre réactions de PCR 

sont menées parallèlement en présence d’une des quatre bases marquées par un fluorochrome 

spécifique sous forme de didésoxyribonucléoside triphosphate en très faible concentration et 

d’un seul « primer » qui va déterminer le sens du séquençage. La migration sur gel des 

produits de séquence fluorescents permet la séparation de deux intermédiaires consécutifs 

ayant une taille qui diffère d’un seul nucléotide. Un logiciel d’analyse, détecte le fluorophore 

présent à l’extrémité du fragment. 

Les amorces sens et reverse utilisées pour les différentes séquences étudiées sont présentées 

ci-dessous. 

1) Etude de la mutation D443Y ( G>T) Exon 9  

  
PCR avec [MgCl2]=1,5mM  et gel agarose 1,5% 
Amorce sens      exon 9 ( HPCF 9A)      5’[TGGGGAATTATTTGAGAAAG]3’ Tm 54°C 
Amorce réverse exon 9 ( CF9C)             5’[TGCCTGCTCCAGTGGAT]3’          Tm 54°C 
Taille du fragment=176pdb

GGATTTGGGGAATTATTTGAGAAAGCAAAACAAAACAATAACAATAGAAAAA
CTTCTAATGGTGATGACAGCCTCTTCTTCAGTAATTTCTCACTTCTTGGTACT
CCTGTCCTGAAAGATATTAATTTCAAGATAGAAAGAGGACAGTTGTTGGCGG
TTGCTGGATCCACTGGAGCAGGCAAG

2) Etude de la mutation G576A ( G>C) Exon 12  

Exon 11/ Exon 12/  PCR avec [MgCl2]=1,5mM  et gel agarose 1,5% 
Amorce sens      exon 11 ( E11S)    5’[ACATCTCCAAGTTTGCAGAG]3’  Tm 58°C            
Amorce réverse exon 13 ( E13R)    5’[AATAGCTGCTACCTTCATGC]3’  Tm 58°C 
Taille du fragment=291pdb 
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GACATCTCCAAGTTTGCAGAGAAAGACAATATAGTTCTTGGAGAAGGTGGAATC
ACACTGAGTGGAGGTCAACGAGCAAGAATTTCTTTAGCAAGAGCAGTATACAAA
GATGCTGATTTGTATTTATTAGACTCTCCTTTTGGATACCTAGATGTTTTAAC
AGAAAAAGAAATATTTGAAAGCTGTGTCTGTAAACTGATGGCTAACAAAACTAG
GATTTTGGTCACTTCTAAAATGGAACATTTAAAGAAAGCTGACAAAATATTAATT
TTGCATGAAGGTAGCAGCTATTTTT 

3) Etude de la mutation R668C ( C>T) Exon 13 

Une partie Exon 13   PCR avec [MgCl2]=1,5mM  et gel agarose 1,5%
Amorce sens      exon 13 (E13S)         5’[CTACAGCCAGACTTTAGCTC]3’   Tm 60°C 
Amorce réverse exon 13 (HPCF13Ar)5’[GGATTGAGAATAGAATTCTTCC]3’Tm 60°C 
Taille du fragment= 206pdb    

CTGTGTCTGTAAACTGATGGCTAACAAAACTAGGATTTTGGTCACTTCTAAA
ATGGAACATTTAAAGAAAGCTGACAAAATATTAATTTTGCATGAAGGTAGCA
GCTATTTTTATGGGACATTTTCAGAACTCCAAAATCTACAGCCAGACTTTAGC
TCAAAACTCATGGGATGTGATTCTTTCGACCAATTTAGTGCAGAAAGAAGAA
ATTCAATCCTAACTGAGACCTTACACCGTTTCTCATTAGAAGGAGATGCTCC
TGTCTCCTGGACAGAAACAAAAAAACAATCTTTTAAACAGACTGGAGAGTTT
GGGGAAAAAAGGAAGAATTCTATTCTCAATCCAATC

4) Etude de la mutation G149R ( G>A) Exon 4  

Exon 4 et une partie exon5 
PCR avec [MgCl2]=1,5mM  et gel agarose 1,5% 
  
Amorce sens  exon 4(Ex4Sens) 5’[AGTCACCAAAGCAGTACAGC] 3’  Tm 60°C. Amorce 
réverse exon 5(EX5Rev) 5’[TCTAGAACACGGCTTGACAG] 3’Tm 60°C 
Taille fragment=243pdb

GAAGTCACCAAAGCAGTACAGCCTCTCTTACTGGGAAGAATCATAGCTTCCT
ATGACCCGGATAACAAGGAGGAACGCTCTATCGCGATTTATCTAGGCATAGG
CTTATGCCTTCTCTTTATTGTGAGGACACTGCTCCTACACCCAGCCATTTTTG
GCCTTCATCACATTGGAATGCAGATGAGAATAGCTATGTTTAGTTTGATTTAT
AAGAAGACTTTAAAGCTGTCAAGCCGTGTTCTAGATAAAATAAGTATTGGACAA
CTTGTTAGTCTCCTTTCCAACAACCTGAACAAATTTGATGAA 
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II- MATERIELS ET TECHNIQUES DE BIOLOGIE CELLULAIRE 

II-1 CULTURE CELLULAIRE 

Les cultures cellulaires sont très sensibles aux contaminations. L’environnement expérimental 

(locaux et matériel) doit assurer les conditions indispensables de stérilité. La pièce dédiée à la 

culture cellulaire est précédée d’un sas. La manipulation des cellules s’effectue sous une hotte 

à flux laminaire et tout le matériel utilisé est stérile et à usage unique. 

 Les lignées cellulaires sont cultivées à 37°C en présence d’une atmosphère de 5% de 

CO2 dans un  milieu de culture DMEM + Glutamax-1 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 

Life Technologies) contenant de la pénicilline à 100 UI/mL et de la streptomycine à 100 

μg/mL afin d’éviter les contaminations bactériennes. Les milieux de culture sont renouvelés 

tous les 2 jours pour éviter leur appauvrissement et pour éliminer les cellules mortes. Le 

milieu contient en plus 10% de sérum de veau fœtal décomplémenté (à 56°C pendant 30 min). 

La récolte nécessite d’enlever le milieu de culture et de laver les cellules au PBS (Phosphate-

Buffered Saline), afin d’éviter toute inhibition de l’action de la trypsine par des éléments du 

sérum. Les cellules sont ensuite recouvertes d’un volume de trypsine (2mL) et incubées à 

37°C pendant 5min. La réaction est arrêtée par ajout de quatre volumes de milieu de culture. 

La suspension est centrifugée 5 min à 500g. Les cellules peuvent alors être repiquées en 

reprenant le culot dans le milieu de culture et en les redistribuant dans les boites à la dilution 

adéquate.  

II-1-1 PRESENTATION DES LIGNEES CELLULAIRES  

Trois types cellulaires ont été étudiés. Les cellules HeLa ont été utilisées lors de l’ensemble 

des techniques cellulaires. Les deux autres types cellulaires (HT29 & HEK293) ont été testés 
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uniquement lors des techniques d’épissage. Ces cellules étaient cultivées en routine pour 

d’autres expériences, ce qui explique que nous avons pu facilement les obtenir.

A- Cellules HeLa 

Les cellules HeLa, lignée établie d’un adénocarcinome du col utérin ont été cultivées à 37°C 

en atmosphère humide 95% /5% CO2 dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM Gibco) complémenté en Sérum de veau foetal (SVF, 10%) et Antibiotiques 

(Pénicilline 100 U/mL, Streptomycine 0,1mg/mL).  

B- Cellules HT29  

Les cellules HT29 sont des cellules humaines de cancer du colon isolées à partir d'une tumeur 

primaire. La lignée est décrite comme un adénocarcinome du colon humain modérément 

différencié de grade II. En 1984, Augeron et Laboisse ont décrit l'émergence d'un clone 

cellulaire différencié de façon permanente à partir de traitement des cellules HT29 par du 

butyrate de sodium, notamment le clone 19A (Augeron et Laboisse, 1984).  

C- Cellules HEK293

Les cellules HEK293 (Human Embryonic Kidney) sont dérivées d’une lignée cellulaire adhérente 

(ATCC : CRL 1573), qui a été adaptée à la suspension dans du milieu sans sérum (Côté et al., 

1998). La lignée HEK-293 3F6 utilisée pour cette étude a été générée à partir d’un tube de la 

Banque maitresse (MCB) et certifiée suivant les Bonnes Pratiques de Laboratoires (Good 

Manufacturing Practices). Ces cellules, référées comme cellules HEK293, sont cultivées en 

suspension, dans du milieu SFM4TransFx-293 (HyQ), sans sérum et sans composé d’origine 

animale (HyClone, Waltham, MA, USA). 
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II-1-2 ENTRETIEN DES LIGNEES CELLULAIRES 

Les cellules doivent faire l’objet d’un suivi régulier. Le milieu de culture de culture doit être 

changé régulièrement afin de fournir les nutriments aux cellules en croissance. L’acidification du 

milieu est visualisée par la présence d’un indicateur coloré, le rouge de phénol, qui vire du rouge 

au jaune. 

A- Réactifs et milieu de culture 

Réactifs : 

Tous les réactifs cités ci-dessous sont distribués par GIBCO Invitrogen à l’exception des 

antibiotiques qui  sont commercialisés par Panpharma SA. Les deux antibiotiques sont fournis 

sous forme de poudre. Ils se conservent à + 4°C avant reconstitution et sont réhydratés avant 

l’emploi. 

Pénicilline G : 1 000 000 UI par flacon. 

 Streptomycine : 1 g par flacon. 

 PBS (1X) pH: 0,2g/l KCl; 0,21g/l KH2PO4; 8, 00 g/l Na Cl; 1, 15 g/l Na2HPO4.7H2O 

 Trypsine-EDTA (1X): Trypsine 0, 25%; EDTA 1mM; (sans Ca++ et Mg++). Réactif congelé 

prêt à l’emploi. 

 SVF : Sérum de veau Fœtal non décomplémenté. A conserver à – 20°C 

 D-MEM : Milieu d’Eagle Modifié par Dulbecco (1X). Milieu de culture à conservé à +4°C. 

Description et préparation du milieu D-MEM : 

Le D-MEM utilisé contient en plus des vitamines, minéraux et acides amines indispensables, 

un dipeptide, la L-Alanyl-L-Glutamine qui est la forme stabilisée de la L-Glutamine. 

Contrairement à la L-Glutamine, le dipeptide ne se dégrade pas en milieu aqueux. 
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D-MEM supplémenté utilisé pour les cultures : 

            500 mL D-MEM  

            50 mL de SVF (décomplementé 30 minutes à 56°C, 10%)  

            0,5 mL de Pénicilline G à 100 UI/ mL 

            0,5 mL de Streptomycine à 100 μg/ mL         

B- Décongelation des lignées cellulaires 

Le DMSO (Diméthylsulfoxyde), utilisé pour son efficacité cryo-protectrice lors de la 

congélation des cellules, est toxique pour les cellules à 15°C. Il est donc indispensable que 

l’étape de décongélation soit effectuée avec rapidité. L’ampoule contenant les cellules est 

sortie de l’azote liquide et décongelée rapidement. 10mL de milieu est ajouté et le tout est 

centrifugé 5 min à 350g. Le surnageant est éliminé et le culot est repris par 10 mL de milieu 

supplémenté. Cette suspension contenant 5.106 cellules est mise en culture dans une boite de 

Pétri de 10cm de diamètre. 

C- Conditions d’incubation 

Les cellules sont cultivées dans un incubateur à 37°C sous atmosphère saturée en eau et 

contenant 5% de CO2.  

D- Surveillance des cultures  

Tous les jours les boites sont observées au microscope inversé afin de vérifier l’état des 

cellules. Le jour suivant un repiquage on vérifie l’adhérence des cellules au support. Par la 

suite, on surveille journellement leur multiplication par l’envahissement progressif de la 

surface. Durant le contrôle journalier, on s’attache également à vérifier la non contamination 

du milieu par des bactéries ou des levures. Tous les 2 jours le milieu de culture est remplacé 
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par 10mL de milieu supplémenté. La confluence est obtenue au bout d’une semaine de culture 

pour les 3 lignées cellulaires. 

E- Entretien des cultures cellulaires  

A l’état de confluence, la multiplication cellulaire s’arrête par inhibition de contact. Avant 

cela, les cellules doivent donc faire l’objet soit d’une remise en culture soit d’une congélation 

pour un usage ultérieur. A partir d’une culture cellulaire à l’état de confluence, on effectue 

une trypsination pour décoller les cellules de leur support et les disperser. Le milieu est aspiré 

puis les cellules sont lavées deux fois avec 10mL de PBS pour éliminer toute trace de SVF 

qui inhiberait l’action de la trypsine. On surveille régulièrement au microscope inversé le 

décollement cellulaire qui se produit sous l’action de 2mL de trypsine à 37°C pendant environ 

5min. La dissociation cellulaire est achevée par l’action mécanique d’aspirations et 

refoulements successifs. L’activité de la trypsine est arrêtée en ajoutant 8mL de milieu 

supplémenté. La mise en culture s’effectue en transférant 200 μL de cette suspension dans 

une nouvelle boite de Pétri contenant 10 mL de milieu supplémenté. Les cellules sont 

dispersées en agitant doucement les boites sur la paillasse. 

F- Congélation des cellules eucaryotes 

Après lavage au PBS, décrochage des cellules adhérentes par la trypsine à 0,05% et 

resuspension de ces cellules dans du milieu de culture, celles-ci sont centrifugées 2 min à 

2000g à température ambiante. Le culot cellulaire est alors resuspendu dans le milieu de 

congélation suivant : 10% DMSO (Diméthylsulfoxyde) (Sigma-Aldrich, France), 20% SVF, 

et 70% milieu DMEM. Les cellules sont par la suite placées successivement pendant 4h à -

20°C, puis transférées à -80°C pendant au moins 1 jour  et finalement stockées indéfiniment 

dans de l’azote liquide (-180°C). 
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II-2 TRANSFECTION TRANSITOIRE DES CELLULES  

Lors de la planification d’une expérience de transfection, les cellules sont cultivées en plaque 

6 puits (le protocole pourra être adapté à un autre type de support de culture). La transfection 

interviendra lorsque les cellules sont à 80% de confluence. L’ADN plasmidique sera introduit 

dans les cellules par l’intermédiaire de liposomes (Lipofectamine 2000, Invitrogen). Ainsi, les 

complexes ADN-liposomes seront réalisés selon le rapport suivant pour un puits : 4 g 

d’ADN plasmidique pour 10 L de lipofectamine. L’ADN est dilué dans 250 L de milieu 

Opti-MEM sans sérum de culture dans un premier tube pendant 5min et la lipofectamine sera 

diluée dans un second tube avec également 250 L de milieu de culture non complémenté ; 

les deux tubes sont ensuite rassemblés afin de former les complexes liposomes-ADN durant 

15 minutes à température ambiante. Puis les complexes sont ajoutés à chaque puits et la 

plaque est agitée doucement. Les cellules sont ensuite incubées à 37°C dans un incubateur 

CO2 entre 18 et 48h. 

II-3 IMMUNOLOCALISATION CELLULAIRE 

La technique d’immunofluorescence indirecte permet de localiser une protéine dans un tissu 

ou une cellule à l’aide d’un anticorps primaire spécifique puis un anticorps secondaire couplé 

à un fluorochrome reconnaissant la région constante (Fc) de l’anticorps primaire. La 

fluorescence est ensuite détectée par microscopie classique ou confocale.  
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II-3-1 IMMOBILISATION DES CELLULES : fixation au paraformaldéhyde (PFA) 

Chacune des lamelles de verre, côté cellules adhérentes, est rincée 3 fois au PBS 1X pendant 

3min à raison de 2mL/lamelle. Afin de fixer les structures biologiques des cellules, celles-ci 

sont traitées par 1mL de PFA (paraformaldéhyde)  4% pendant 10min à température 

ambiante. 

PFA 4% :

PFA 4g 

PBS 1X 100mL 

Ajuster à pH 7 

II-3-2 COLORATION DES NOYAUX 

Après l’étape de fixation, les cellules sur lamelles sont lavées 2 fois 3min au PBS 1X, puis 

1mL de 0,1% PBS-Triton X-100 est déposé sur chacune des lamelles. Ce traitement est 

appliqué durant 10min, suivi de 3 lavages de 3min au PBS 1X. Le Triton étant un détergent, il 

induit des perforations au niveau de la membrane plasmique des cellules engendrant leurs 

perméabilisations. L’étape clé pour visualiser les noyaux consiste à colorer ces derniers par 

50μL de TO-PRO -3 iodide (Invitrogen), préalablement dilué au 1/1000 dans du PBS 1X, 

durant un temps d’application de 15min. Très succinctement, le TOPRO-3 iodide donne une 

coloration forte et spécifique des noyaux cellulaires où il se lie à l’ADN en s’intercalant entre 

les bases. Le TO-PRO -3 iodide s’observe dans le rouge lointain avec une raie d’excitation à 

633nm et son émission de fluorescence est récupérée entre 640 et 690nm. Après avoir rincé 

les cellules successivement par 1mL de PBS 1X puis 1mL d’H2O distillée pendant 5min, la 

dernière étape nécessite d’apposer la lamelle côté cellules sur une lame de verre ou lame porte 

objet à l’aide de 5μL/lamelle de Vectashield (CliniSciences). Les lamelles sont enfin scellées 

par du vernis. Une fois le montage effectué, les lames sont stockées à 4°C à l’abri de la 
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lumière. L’analyse des lames a été effectuée par l’intermédiaire d’un microscope à 

fluorescence dans le service de microscopie confocale. 

II-3-3 MARQUAGE IMMUNOLOGIQUE 

A-Fixation et perméabilisation des cellules 

Pour les expériences d’immunolocalisation, les cellules sont cultivées sur des lamelles de 12 

mm de diamètre. Les cellules exprimant les protéines CFTR sauvage, mutée F508del et 

modifiées sont dans un premier temps fixées pendant 20 min à température ambiante par du 

paraformaldéhyde à 4% (Sigma-Aldrich, France). Les cellules sont ensuite perméabilisées 

avec 0,2% de triton X-100 pendant 5 min puis les sites sont saturés pendant 1 h avec du 

tampon de blocage (0,5% BSA dans du PBS).  

B-Incubation avec les anticorps primaire et secondaire 

Apres saturation des sites de fixation non spécifique à l’aide d’une solution BSA 1%, les 

cellules sont mises en présence de l’anticorps primaire. Les incubations successives avec 

l’anticorps primaire anti-ER et anti-p58K (1h à 4°C) et l’anticorps secondaire de souris couplé 

à l’Alexa 488 (Invitrogen, France) nous permet de détecter au niveau cellulaire le complexe 

anticorps antigène fluorescent. La lamelle est ensuite montée sur une lame à l’aide du milieu 

de montage (Vectashield® with Dapi, Abcys, France). Le microscope confocal à balayage 

laser nous a permis de visualiser les complexes protéiques d’intérêt marqués au niveau 

cellulaire. La technique d’imagerie confocale à fluorescence permet d’obtenir des images de 

grande résolution de l’échantillon grâce à une projection sur l’axe Z. Le système disponible au 



Matériels & Méthodes 

59

sein de l’institut est un microscope Leica TCS SP2. Cette unité est couplée à un microscope 

équipé d’un objectif 63× à immersion à huile. Le système possède deux lasers : un UV et un 

Argon permettant d’obtenir 8 raies d’excitation (351, 354, 458, 476, 488, 514, 543 et 633 

nm), couvrant ainsi tout le spectre d’excitation. L’acquisition de la fluorescence, la 

reconstitution des images et les échelles sont données par le logiciel contrôlant l’unité centrale 

: Leica confocal software (Leica, France). La figure 17 représente le principe de 

l’immunofluorescence indirecte.  
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Figure 17. Schéma représentant le principe de l’immunofluorescence indirecte. 1- Si l'on veut 

détecter une substance X non soluble (donc fixée) dans la cellule, on l'utilise comme un 

antigène en l'injectant à un lapin. Celui réagit en fabriquant des anticorps (immunoglobulines) 

anti-X. 2-Sur la préparation cellulaire, les anticorps anti-X se fixent spécifiquement sur X. 3- 

On pourrait fixer une molécule de fluorescéine directement sur ces anticorps mais il est plus 

aisé d'utiliser des anticorps de chèvre anti-immunoglobulines de lapin soudés à une molécule 

de fluorescéine. 4-Sur la préparation cellulaire, les anticorps de chèvre anti-immunoglobulines 

de lapin se fixent spécifiquement sur les anticorps de lapin anti-X. 5-Observée en lumière 

ultraviolette, la fluorescéine fixée fluoresce en vert et permet de localiser la substance X. 

Remarque : de nombreux tests sont nécessaires pour éliminer toute fixation non spécifique. 

(www.snv.jussieu.fr/bmedia/Mitose/42fluoverte.htm).
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III- TECHNIQUES DE BIOCHIMIE 

III-1 WESTERN BLOT ANALYSIS 

III-1-1 Extraction des protéines  

Les lysats cellulaires sonts réalisés selon le protocole suivant : après 3 rinçages au PBS, les 

cellules sont mises en suspension par grattage dans 400μL de tampon de lyse : Tris-HCl (pH 

7,5) 50mM, EDTA 1mM, Na Cl 100Mm, Triton X-100 0,5%, le cocktail d’antiprotéases 

(Roche). Le tout est récupéré, puis incubé 30 min et centrifugé à 4°C pendant 10 à 16500g. Le 

surnageant est récupéré et dosé par spectrophotométrie (cf III-1-2).  

III-1-2 Dosage protéique 

La quantité de protéines dans les lysats est mesurée par spectrophotométrie par la méthode de 

l'acide bicinchonidique (BSA). Celle-ci permet la détermination de la quantité de protéines de 

10 à 50 μg. Le réactif se compose d'un volume de solution B (CuSO4, 5H2O 4%) et de 50 

volumes de solution A (sel dissodique d’acide bicinchoninique 1%, Na2CO3, (1H2O) 2%, 

tartrate dissodique 0,16%, NaOH 0,4%, NaHCO3 0,95% pH 11,25). Les échantillons à doser 

sont préparés en prenant 10 et 20 μL de lysats, complétés à 100 μL avec de l'eau, auxquels 

sont ajoutés 1 mL de réactif final. Les tubes sont incubés pendant 30 min à 37°C. Une gamme 

étalon est réalisée en parallèle et l'absorbance des échantillons est lue à 562 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre. 
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III-1-3 Western Blot 

A- Préparation des gels de polyacrylamide 

Le gel de polyacrylamide est préparé. Il est composé de deux gels, un gel de séparation et un 

gel de concentration qui est coulé sur celui de séparation entre deux plaques (une plaque de 

verre et une plaque d'alumine). Le gel de séparation utilisé ici est un gel à 5% de 

polyacrylamide (composition dans le tableau 8). Une fois ajoutés 150μL d'APS 10% 

(péroxodisulfate d'ammonium) et 10μL de Temed (TétraMéthylEthylèneDiamine), le gel est 

coulé rapidement et de l'isopropanol est déposé à la surface du gel pour qu'il polymérise bien 

droit. 

Tableau 8. Composition des gels de polyacrylamide. 

Après polymérisation du gel de séparation, le gel de concentration est préparé avec, pour 15 

mL, 1,5 mL d'Acrylamide 40%, 3,75 mL de tampon de concentration, 9,75 mL d'eau, 200μL 

d'APS et 15μL de Temed. Un peigne est déposé rapidement, en évitant la présence de bulles, 

pour former les puits de dépôt des échantillons. Lorsque le gel est polymérisé, les échantillons 

Component Gel of séparation Gel of concentration 

H2O 2,5 mL 1,3 mL 

Bis-Acrylamide 30% 0,5 mL 0,2 mL 

Tampon de séparation 4X 1 mL 

Tampon de concentration 4X 0,5 mL 

Temed 4 μL 2 μL 

APS 10% (Ammonium 

Persulfate) 

40 μL 20 μL 
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et un marqueur (Protein Marker, Precision Plus Protein Standards, Kaléidoscope, Bio-Rad) 

sont déposés dans les puits et soumis à un courant de 300 V et 30 mA jusqu'à ce que le front 

de migration bleu arrive en bas du gel. Après migration, le gel est coloré au bleu de 

Coomassie pour révéler la présence des protéines, puis le surplus de coloration est enlevé avec 

une solution de décoloration. 

B- Electrophorèse sur gel 

Les échantillons protéiques sont mélangés avec un volume égal de tampon de dénaturation 2X 

de Laemmli et incubés à 37°C durant 20min, avant d’être déposés sur gel. L’électrophorèse en 

gel de polyacrylamide (PAGE) en présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS) est réalisée 

suivant la technique de Laemmli (Laemmli et al., 1970) en utlisant un gel de concentration à 

4% et un gel de séparation à 7 ou 10% en fonction de la masse de la protéine étudiée. Le 

montage est effectué dans un dispostif MiniproteanIIIR (BioRad). La composition du tampon 

de Laemmli est proposée dans le tableau 9. La migration a lieu à 34 mA et est suivie à l’aide 

d’une marqueur de poids moléculaire coloré (BioRad).  

Tableau 9. Tampon 2X de Laemmli 

Tris-HCl (pH 6,8)                                                            62,5mM       

SDS                                                                                 2,3%(p/v) 

α-aminothioglycérol                                                       5%(v/v) 

Glycérol                                                                          15% 

Bleu de bromophénol                                                      0,001%(p/v) 
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C- Electrotransfert de SDS-PAGE  

La première étape est une électrophorèse sur gel de polyacrylamide comme décrit 

précédemment. Ensuite, les protéines contenues dans le gel sont transférées sur une 

membrane de nitrocellulose par application d'un courant électrique. Les protéines se fixent à 

la membrane grâce à des interactions hydrophobes et ioniques. Un montage en «sandwich» 

est réalisé : le gel est placé sur une feuille de papier buvard, puis il est recouvert de la 

membrane qui, elle-même, est recouverte par du papier buvard, le tout est imprégné de 

tampon de transfert et placé entre deux plaques de mousse. La membrane est placée du côté 

positif et le gel du côté négatif de la cuve à électrotransfert. Le transfert est effectué à 200mA 

pendant environ 1 heure. Après transfert, la membrane est lavée trois fois 5 min dans du PBS-

Tween 0,1%. 

Composition du tampon de transfert : 

Tampon d'électrophorèse de Laemmli (Tp 10X)   250mL

Éthanol 100%                    1L 

H2O        3,750L 

Les sites non spécifiques de la membrane sont saturés par du lait. Puis elle est incubée en 

présence d'un anticorps primaire dirigé contre la protéine d'intérêt. Elle est ensuite lavée 

plusieurs fois dans du PBS-Tween 0,1% et un anticorps secondaire couplé à la peroxydase 

dirigé contre la premier est ajouté. La réaction se produit pendant une heure. Après lavage, la 

révélation enzymatique par chimiluminescence de la protéine d'intérêt est effectuée grâce au 

kit ECL (Enhanced Chemiluminescence) Advance Western Blotting (Amersham).  
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D- Détection immunologique des protéines 

La détection de la protéine d’intérêt, CFTR, est permise grâce à l’utilisation d’anticorps 

primaire et secondaire spécifiques et du kit de détection ECL. Après le transfert, la membrane 

est lavée trois fois 5 min avec du PBS-Tween 0,1%, puis celle-ci est incubée 1h dans du PBS-

Tween 0,1%-Blocking Reagent 2%, afin de saturer la membrane et d’empêcher la liaison des 

anticorps à des cibles non-spécifiques. La membrane est encore lavée trois fois avec du PBS-

Tween 0,1%, puis elle est incubée 1h dans l’anticorps primaire, anti-CFTR de souris (M3A7, 

Chemicon), dirigé contre les acides aminés 1197-1480 (Farinha et al., 2004) et dilué au 

1/1000ème dans du PBS-Tween 0,1%-Blocking Reagent 2%. Pour la -Actine, l’anticorps 18-

0054 de chez Zymed développé chez le lapin est utilisé. Les anticorps secondaires utilisés sont 

des anticorps couplés à la peroxydase dirigé contre le type d’immunoglobuline correspondant 

à l’anticorps primaire : IgG de lapin Anti-Souris et IgG de chèvre Anti-Lapin dilué au 

1/ 10000ème dans du PBS-Tween 0,1%-Blocking Reagent 5%. Les anticorps utilisés sont 

présentés dans le tableau 10. La membrane est lavée trois fois pour diminuer le bruit de fond 

et permettre une meilleure révélation. 

 Le principe de la révélation est simple : une molécule contenue dans les solutions du 

kit de révélation réagit avec la peroxydase, couplée à l’anticorps secondaire, ce qui entraîne la 

formation d’un composé excité qui libère alors son énergie sous forme lumineuse. Cette 

émission est captée par un film autoradiographique. Cette étape de révélation commence par 

l’incubation de la membrane dans un mélange des solutions de détection A et B (1:1) pendant 

5 min. Puis la membrane est placée dans du Saran, qui est bien étiré pour éviter tout pli, dans 

une cassette en contact avec un film autoradiographique entre 15 s et 5 min, selon l’intensité 

du révélateur. Le film est ensuite plongé dans un bain de révélateur, puis de fixateur.  
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Tableau 10. Liste des différents anticorps utilisés pour l’étude.  

Anticorps Fournisseur 

Monoclonal mouse anti-human CFTR, M3A7 Chemicon 

Anticorps secondaire de souris couplé à la peroxydase Sigma 

Anti Actin Sigma 
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IV- TECHNIQUE ELECTROPHYSIOLOGIQUE 

IV-1 Mesure du potentiel membranaire 

La mesure de l'activité CFTR a été évaluée par imagerie de fluorescence sur cellules isolées, 

en utilisant une sonde fluorescente sensible aux variations du potentiel membranaire appelée 

oxonol. 

IV-1-1 Principe de la sonde oxonol 

La sonde oxonol (Figure 18) ou bis-(1,3-diethylthiobarbituric acid)trimethine oxonol 

([DiSBAC2(3)] Molecular Probes, Eugene, OR) est une sonde fluorescente sensible aux 

variations du potentiel membranaire. 

Figure 18: Structure de la sonde [DiSBAC2(3)]. 

L’oxonol est une sonde chargée négativement. Elle est capable d’entrer dans les 

cellules dépolarisées et de se lier aux protéines membranaires intracellulaires. L’augmentation 

de la quantité d’oxonol dans la cellule provoque une augmentation de la fluorescence émise. 

A l’inverse, l’hyperpolarisation, induit une diminution de la quantité d’oxonol dans la cellule 

et donc une diminution de la fluorescence.  

La longueur d’onde d’excitation de la sonde oxonol se situe à 546 nm et celle 

d’émission à 580 nm. La fluorescence augmente lorsque la membrane est dépolarisée et 

inversement, la fluorescence diminue lorsque la membrane est hyperpolarisée. 
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IV-1-2 Protocole de charge 

Pour faciliter le transport de Cl-, les cellules sont incubées pendant 20 minutes à température 

ambiante dans une solution de Krebs (Tableau 11) dépourvue de Cl- et contenant 250 nM 

d’oxonol, elles sont ensuite disposées dans un support adapté sous le microscope confocal.  

Krebs sans Cl-

Na gluconate 101 mM 

K acetate 5 mM 

Ca gluconate 2 mM 

Mg acetate 2 mM 

Mannitol 50 mM 

Glucose 5 mM 

Hepes-Tris 5 mM 

pH 7.4 

Tableau 11. Composition de la solution de Krebs sans Cl-. 

IV-1-3 Analyse des résultats 

La mesure d’oxonol est réalisée grâce à une station de microscopie confocale (FV1000, 

Olympus) équipée d’un microscope inversé à fluorescence (IX-81, Olympus). L’acquisition 

des signaux et le traitement des images sont réalisés à l’aide du logiciel d’acquisition 

Fluoview v1.6. L’acquisition se fait à température ambiante et la fluorescence basale est 

enregistrée pendant 3 minutes avant l’addition de la drogue. Le système d’acquisition permet 

la sélection des différentes cellules au sein d’un même champ cellulaire. Les variations de 

fluorescence au sein de chaque zone sont retransmises sous forme d’intensité de fluorescence 

en fonction du temps. Les résultats sont présentés en pourcentage de variation de la 

fluorescence (Fx) selon l’équation : Fx = ([Ft – Fo]/Fo) x 100 ou Ft et Fo sont respectivement 
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l’intensité de fluorescence à un temps t et au temps t0 correspondant à l’addition de la drogue 

sur les cellules (Figure 19). Les résultats sont exploités sous le logiciel Origin 5.0. 

Figure 19. Tracés et images XY représentant l’évolution de fluorescence de la sonde 

[DiSBAC2(3)] en fonction du temps suite à l’application d’un agoniste et d’un inhibiteur. 
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Le fil conducteur de l’ensemble de ces travaux concerne  

les mutations de l’exon 9 dans le gène CFTR. 

Au fur à mesure des résultats, nous déroulons le fil de la connaissance des mutations 

authentiques de cet exon avec la découverte de deux pseudo-mutations dans l’intron 9 à l’aide 

d’un nouveau protocole spécifique de diagnostic moléculaire (première partie, cf articles 1 & 

2). 

Puis l’analyse de la mutation D443Y (exon 9) découverte lors de cette première étude 

associée avec d’autres pour former un allèle complexe a permis la détection de trois allèles 

complexes et d’étudier leurs impacts physiopathologiques (localisation, maturation & 

fonctionnalité) : l’un de ces allèles complexes provoque la mucoviscidose tandis que les deux 

autres sont associés à des CFTR-RD. Cette corrélation entre génotype et phénotype a été 

confirmée par la collection de l’ensemble des résultats obtenus à partir de différents CHU 

français (seconde partie, cf article 3). 

Enfin, lors de la première étude sur l’épissage de l’ARNm de CFTR, l’effet de la 

mutation K464N (modification du dernier nucléotide de l’exon 9) a été initié car cette 

mutation est fortement suspectée de provoquer la mucoviscidose au vu des résultats cliniques. 

Lors de cette troisième partie, nous avons aussi travaillé sur une autre variation 875 +40A>G 

dans l’intron 6a, qui semble provoquer une pancréatite grave chez un patient alors que ses 

gènes de pancréatite ne sont pas affectés, suggérant l’implication du gène CFTR (troisième 

partie, cf article 4). Ce sont seulement les résultats obtenus avec la seconde mutation que nous 

détaillons dans ce mémoire puisque nous n’avons pas encore obtenu des clones possédant 

l’information correcte au niveau de l’exon 9. 
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I- Etude de l’impact des duplications de l’exon 9 et des régions 

adjacentes sur le diagnostic des mutations du gène CFTR

I-1- Contexte de travail

Le dépistage des mutations de l’exon 9 de CFTR est difficile en raison du polymorphisme de 

la séquence (TG)m (T)n répétée située à l'extrémité 3’ de l'intron 8. Du fait de ces variations, 

l’utilisation des techniques basées sur la PCR ou la DHPLC pour la détection des mutations 

dans cette région est difficile. Ainsi, si la DHPLC est réalisée, il est nécessaire d'utiliser des 

amorces qui sont en aval du site polymorphe (Le Marechal et al., 2000). Par cette méthode, 

cependant, seulement la séquence à partir de l'exon 9 est amplifiée. Comme cette séquence du 

gène CFTR a été dupliquée dans plusieurs régions du génome, nous suggérons que l'utilisation 

de ces amorces classiques pourrait conduire à une mauvaise identification des mutations. Au 

cours de notre travail, nous avons analysé deux cas (cf annexes). Nous démontrons ainsi que 

les anomalies techniques menant à un diagnostic moléculaire incorrect sont dues à l’utilisation  

des amorces utilisées dans le protocole de PCR.  

Aucune étude présentant l'impact des homologies de séquences entre l’exon 9 de 

CFTR (codant pour une partie du premier domaine de fixation des nucléotides) et des 

séquences homologues, n’avait été réalisée. Étant donné que les méthodes traditionnelles pour 

l'amplification de cette séquence seraient réalisées sur plusieurs régions extragéniques et 

extrachromosomiques, nous définissons ici les conditions qui doivent être utilisées pour 

étudier exclusivement cette région de CFTR. Notre objectif est de réévaluer les mutations 

décrites dans la base de données comme soit des pseudomutations dans les régions dupliquées 

du génome, soit de vraies mutations. 
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I-2- Contexte bibliographique

Des études antérieures du gène CFTR ont signalé que l'exon 9 et ses séquences adjacentes 

sont présents en de multiples copies dans le génome humain. En effet, cette région est une 

partie d'une grande unité de séquence dupliquée, nommée LCR7-20. Ces séquences sont 

dispersées sur des chromosomes différents dans le génome humain (Rozmahel et al., 1997 ; 

Liu et al., 2004), et contiennent une séquence homologue à un rétrotransposon de la famille 

LINE- 1 (long interspersed nuclear elements-1), ce qui pourrait expliquer l’origine des 

réarrangements (Rozmahel et al., 1997). L’analyse des fragments de restriction a montré une 

trentaine de copies de séquence LCR7-20 (Liu et al., 2004). Au cours de notre étude, nous 

avons identifié une région de 647 pdb contenant l’exon 9 et ses régions adjacentes présente 

dans le génome humain en seulement 7 copies ; l’analyse et la comparaison des séquences ont 

été réalisées en utilisant les programmes ClustalW et Blast (El-Seedy et al., 2009).  

I-3- Articles & Communications

ARTICLE 1 : Influence of the Duplication of CFTR Exon 9 and its Flanking
Sequences on Diagnosis of Cystic Fibrosis Mutations

ARTICLE 2 : Consequences of partial duplications of the human CFTR gene 
on CF diagnosis: mutations or ectopic variations 

Communication affichée: Brest

Communication Orale (invitation): Reims
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Article 1
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Abstract 

Background: The identification and confirmation of new mutations in CFTR gene are 

challenging but important for improving the diagnosis of this disease, particularly in cystic 

fibrosis (CF) clinics. In a previous work, we have shown that CFTR exon 9, and its flanking 

regions, duplication on other chromosomes could have important consequences on CFTR 

mutation diagnosis. 

Methods: All CFTR exons as well as relevant intronic regions were tested for mutations by 

DHPLC or DGGE. Here, we conducted a CFTR mutation analysis of eight French patients 

and one Italian patient DNA carrying mutations in exon 9 using PCR amplification with 

suitable melting temperature and specific primers to avoid the amplification of the duplicated 

regions. 

Results: We present results obtained with the DNA samples previously described as bearing 

c.1235delC, c.1247A>G and c.1392G>T mutations in exon 9 and c.1392+6insC; 

c.1392+12G>A mutations in intron 9. First, we observed five affected patients misdiagnosed 

with the c.1392+6insC; c.1392+12G>A sequence variations, who have now been re-evaluated 

as wild type at CFTR exon 9. Second, we checked for the presence of the c.1392G>T 

mutation in two DNA samples obtained from a CF family, the healthy mother and her son 

with CF. Using our method, we confirmed that both individuals were heterozygous for the 

c.1392G>T mutation. Third, using the same approach, we detected the presence of 1235delC 

and c.1247A>G mutations located in CFTR exon 9 in the DNA sample from two different 

patients.  

Conclusion: The current findings demonstrated that all variations described in exon 9 are real 

mutations and only c.1392+6insC and c.1392+12G>A variations in intron 9, which found in 

all duplicated sequences, are ectopic variations.  
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Background 

CFTR, the gene that encodes the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, 

which is located on chromosome 7, is responsible for cystic fibrosis (CF). It encodes a large 

transmembrane protein of 1480 amino acids that forms an ATP- and cAMP-dependent 

chloride channel found in the apical border of epithelial cells lining most exocrine glands [1]. 

The CFTR mutation databases are useful for screening different populations and are 

especially useful to laboratories involved in the diagnosis of CFTR mutations. The 

identification and confirmation of new mutations in this gene are challenging but important 

for improving the diagnosis of this disease, particularly in the CF clinics. To date, more than 

1800 mutations of the CFTR gene have been reported (Cystic Fibrosis Mutation Database, 

http:// www.genet.sickkids.on.ca/cftr/, last accessed 18/06/2010), but little is known about the 

molecular mechanisms by which these mutations affect the function of CFTR, and only a 

minority have been characterized at the protein level [2]. However, mutational heterogeneity 

of the CFTR gene complicates CF diagnosis at DNA level. Moreover, a significant percentage 

of the CF alleles still remain unidentified in most of the studied populations, even after 

extensive studies of the CFTR gene [3]. 

CFTR exon 9 is duplicated, at least, on 8 other chromosomes in the human genome [4-

6]. On these duplicated regions, 6 nucleotides variations are described that could interfere 

with the real sequence of patients’ CFTR exon 9. The amplification of these duplicated 

regions, instead of the CFTR exon 9, would result in the misinterpretation of these variations 

as CFTR mutations. Surprisingly, the c.1392+6insC; c.1392+12G>A mutations were basically 

found in all of these pseudogene sequences. We previously described a new strategy to realise 

the amplification of CFTR exon 9 avoiding amplification of the duplicated regions. This 

strategy consists of different specific primers and suitable melting temperature [6].Therefore, 

sequence homology, structure alignment and the correct identification of either mutant or 



Résultats & Discussions  

84

wild-type alleles indicate that these mutations are pseudomutations [6] Furthermore, several 

mutations described in exon 9 may in fact be ectopic variations from sequences detected in 

pseudogenes: c.1235delC, c.1247A>G, c.1338_1339delAT and c.1392G>T. Beside that, no 

published cases of such genotypes exist. 

Recently, we received DNA samples previously described as bearing the mutations 

c.1235delC; c.1247A>G; c.1392G>T in exon 9, and c.1392+6insC; c.1392+12G>A in intron 

9. Thus, the present study was aimed at identification of the underlying mutations in the 

CFTR exon 9 using our specific strategy to validate this approach and to avoid future mis-

amplification of duplicated sequences during genetic counselling and prenatal diagnosis.  

Methods  

Case Report 

The c.1235delC mutation was identified in a French CF patient diagnosed at birth. After the 

diagnosis, the patient showed a severe lung disease with idiopathic pancreatitis (IP). The 

sweat chloride result was of 176 mmol/L. He carried c.1521_1523delCTT (F508del) on the 

other allele (Ferec C, personal communication).  

The c.1247A>G mutation was detected in a 30 years old Italian man during the screening 

program of relatives carriers. It was seen it only once, in over 3000 chromosomes analysed by 

DGGE. No other mutation was detected. (Picci L, personal communication).  

The c.1392G>T mutation was identified in a French CF patient carrying the c.3659delC 

mutation on the other chromosome. No other mutation was detected after extensive screening 

for CFTR mutations. The patient was a newborn child referred for elevated immunoreactive 

trypsinogen (newborn screening) and positive sweat test (Cl- > 100 mEq/L). At age 6 months, 

he expressed a severe phenotype with pancreatic insufficiency, chronic cough, and bronchial 

infection (H. influenzae and S. aureus; Bieth E, personal communication). 
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The c.1392 +6ins C; c.1392+12 G>A mutations were identified in five French patients from

independent families. Previously, two cases have been published [6]. In this study, we 

confirm our results with three other cases: the first one was a 34-year-old woman initially 

diagnosed with bronchietasis with cough and dyspnea without digestive and pancreatic 

problems. The second case was a 62-year-old man initially diagnosed with obstructive 

pulmonary disorder without digestive and pancreatic problems. Moreover, no other mutations 

were identified in these two patients. The third case was that of a 19-year-old adolescent 

initially diagnosed with CF. He revealed the heterozygous presence of c.1521_1523delCTT 

and c.617T>G mutations (Bienvenu T, personal communication).  

CFTR Mutation Analysis 

The mutation detection test was performed on DNA collected from 9 patients in 7 different 

families. The reported cases were referred to Centre Hospitalier Universitaire de Poitiers (3 

cases); Assistance Publique, Hôpitaux de Paris (3 cases); Hôpital Purpan, Toulouse (1 case); 

Laboratory of molecular genetics, Brest (1 case), regarding the diagnosis of CF disorder and 

an italien male from laboratory of molecular genetics, Padova (Figure 1B).

 Genomic DNA samples were extracted from blood leukocytes using the QiaAmp 

DNA Blood Mini kit (Qiagen) according to protocols provided by the manufacturer. 

Extensive CFTR gene analyses were performed in the patients and healthy individuals using a 

combination of methods including: (i) screening for frequent mutations using diverse 

commercial assays; (ii) scanning of the 27 exons and their boundaries using DGGE or 

DHPLC, followed by sequencing to characterize the variants. The CFTR mutation analysis 

was performed for the mutations c.1392G>T and c.1235delC in exon 9 and c.1392+6insC; 

c.1392+12G>A in intron 9, respectively by PCR amplifications. The conditions used for 

amplification were as follows: 5 min at 94°C; 30 cycles of 30 sec at 94°C followed by 30 sec 

at annealing temperature and 30 sec at 72°C; and a final extension step for 5 min at 72°C. 
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PCR products were sequenced directly on an ABI Prism 310 Genetic Analyzer using the ABI 

PRISM™ Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems) with 

targeted primers. Sequencing results were compared with the sequence of the wild-type CFTR

gene published on the Cystic Fibrosis Mutation Database 

(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/Home.html). The specific primers for the identification 

of these mutations were as follows: Forward primer, CF9-184, 5’-

CCTCTAGAAACCGTATGC-3’; Reverse primer, CF9+58, 5’-

CCTTCCAGCACTACAAACTAGAAA-3’ (Figure 1A). 

Splice-site prediction analysis 

In order to predict the impact of the c.1392G>T (Lys464Asn, K464N) mutation on the 

splicing process, we selected a combination of three distinct tools [Delta-G, Max entropy, 

Senepathy] that are contained in the Sroogle analysis package (freely available at 

http://sroogle.tau.ac.il/) [7]. 

Mutation Nomenclature 

Mutations at the protein level were named according to the recommendations of the Human 

Genome Variation Society (HGVS) guidelines (http://www.hgvs.org/mutnomen/). For those 

described at the nucleotide level, DNA mutation numbering is based on the cDNA sequence 

(GenBank NM_000492.3) that uses the A of the ATG translation initiation start site as 

nucleotide +1 [8] and on the CFTR Mutation Database 

(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). The traditional nomenclature is also included using 

nucleotide position 133 as the translational start site. 
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Results and Discussion 

Molecular diagnosis for CFTR exon 9 mutations is difficult because this exon and its flanking 

sequences (especially the downstream sequences) have been duplicated and inserted into 

several chromosomes as pseudogenes [4-6] and because of the presence of polymorphic tracts 

upstream of exon 9. The TG and poly (T) repeats in IVS-8 just upstream of exon 9 can lead to 

a reduction of the exon 9 signal (9). The typical length of the IVS8-poly (TG) tract is 10–12 

copies, whereas the usual IVS8-poly (T) tract length is 7T, with 5T and 9T occurring with 

significant frequency (10, 11). The combination of these polymorphisms and the multiple 

pseudo-exon 9 copies on other chromosomes limits the choice of primers to use for 

amplification of exon 9. Thus, the inclusion of confirmatory fragments for exon 9 is necessary 

(12). 

Detection of CFTR exon 9 mutations 

DNA samples were screened for mutations within CFTR using primers that hybridize to 

intron 8 and intron 9 to avoid interference with other sequences in the human genome (Figure 

1A). Direct sequencing of amplified fragments was performed with the same PCR primers for 

three new patients from Cochin Saint Vincent de Paul Hospital and two patients from Poitiers 

CHU who had previously been diagnosed as carrying the c.1392+6insC; c.1392+12G>A

mutations in intron 9 (Figure 1B). 

The results are shown in comparison with the sequence of wild-type CFTR (Table 1) 

and confirm that these variants are pesudomutations and are in fact a PCR artifact and the 

consequence of the existence of multiple copies of this region in the human genome.5 Indeed, 

these variants are not found within the CFTR gene, whereas they are present in each 

duplicated region (Figure 1C). 

The mutations described in the exon 9 in this report were identified in the examined 

patients by direct sequencing (Figure 1D). Thus, these variants appear to be authentic 
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mutations in CFTR exon 9. Moreover, they were only observed in one or two duplicated 

sequences (Figure 1C). The c.1235delC mutation, a frameshift that causes deletion of cytosine 

at position 1235, was first described in a French CF patient (Ferec C, personal 

communication). The c.1247A>G mutation is a transition (Figure 1D), which causes a change 

of Asparagine to Serine at position 416 of the CFTR polypeptide; the two amino acids are 

with neutral polar side chain. The c.1392G>T mutation is a transition mutation of 1392 G>T 

in exon 9 (Figure 1D), which causes a change of Lysine to Asparagine at position 464 of the 

CFTR polypeptide and a modification of the last nucleotide of the exon 9 last codon. This 

substitution is predicted to reduce splicing efficiency. The effect of the predicted splicing 

mutation c.1392G>T was analyzed by computer-assisted splice-site prediction using Delta-G, 

Max entropy, and Senepathy programs. The used programs recognized the wild-type as well 

as the mutant splice site with appreciable big difference in score (Table 2). This mutation 

should affect the strength of the 5' splice site. This variant was identified in one patient with 

CF carrying the c.3659delC mutation on the other chromosome, which leads to a frame shift 

mutation starting from codon 1220 (Bieth E, personal communication). Further experiments 

could be performed to determine the impact of the c.1392G>T mutation on splicing.  

Conclusions 

We present here some recent results from our method that is very specific for the 

amplification of CFTR exon 9. This approach could be useful in studying and characterizing 

mutations in this region in CF patients. Furthermore, our previous study [6] and our new 

findings in patients carrying c.1235delC, c.1247A>G and c.1392G>T mutations will help 

with the genetic evaluation and screening of patients with these mutations to diagnose CF 

with much greater accuracy. Thus, we demonstrate that all variations described in exon 9 are 

real mutations and only c.1392+6insC and c.1392+12G>A variations in intron 9, which found 

in all duplicated sequences, are ectopic variations.  
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Figure legends:

Figure 1 

CFTR exon 9 region and its duplicated sequences in the human genome.  

(A) Localization of CFTR mutations found in duplicated sequences of exon 9 and its intronic 

flanking regions. These variants may be due to the sequence identity with similar sequences in 

the human genome that markedly increase priming artifacts. Horizontal arrows indicate the 

location of primers used in this study. 

(B) Number of individuals examined in this study who carry the c.1235delC, c.1247A>G, 

c.1392G>T, and c.1392 +6ins C; c.1392+12 G>A mutations (top).The number of families is also 

shown (bottom). 

(C) Chromosomal location of CFTR exon 9 on chromosome 7 and the duplicated CFTR exon 9 

region. The positions in these sequences of the previously described CFTR mutations are shown 

(arrowheads). The open box indicates mutations found in all duplicated sequences and that are 

not CFTR exon 9 mutations. The circled arrowheads indicate location of the CFTR mutations 

tested in this study. 

(D) Positions of c.1235delC, c.1247A>G and c.1392G>T mutations and DNA sequence of exon 

9 from the examined patients. 
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Table 1. Mutations in CFTR and in the duplicated exon 9 region. 

Abbreviations: fs, frameshift; X, change in DNA sequence that causes translation to stop; M, 

CFTR real mutation; ND, not determined; NM, no mutation in CFTR.  

These mutations were previously reported as personal communications to the CF Genetic 

Analysis Consortium (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr, last accessed 18/06/2010).  

*Position of deletion of base(s) in DNA sequence which results in shift in the reading frame 

during translation.  

§Conventional CFTR exon/intron numbering includes exons 6a and 6b, exons 14a and 14b, 

and exons 17a and 17b; for exon/intron numbers in parentheses, these exon pairs are 

numbered sequentially, without modifiers such as “6a” and “6b”.  

CFTR mutation 

(legacy name) 

Amino acid 

change 

Site of 

 mutation§

Status Consequences  

c.1235delC (1367delC) p.Ala412Glufs*30 Exon 9 (no. 10) M Frameshift 

c.1392G>T (1524G>T) p.Lys464Asn Exon 9 (no. 10) M Severe mutation, 
mRNA 
splicing defect? 

c.1330_1331delAT 
(1460delAT) 

p.Ile444X   Exon 9 (no. 10) ND Frameshift 

c.1247A>G (1379A>G)  p.Asn416Ser Exon 9 (no. 10) M Unknown 

c.1392 +6ins C; 
c.1392+12 G>A 
(1524+6insC ; 
1524+12G>A)  

  
Intron 9 (no. 10) NM None  
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Table 2. Splice-site prediction analysis of c.1392G>T mutation 

WT, the wild-type sequence; MUT, the sequence harboring the c.1392G>T variant

CFTR 

Mutation 

location Site splicing 

prediction software 

WT score MUT score 

c.1392G>T Last nucleotide 

exon 9 

Delta-G -4.80 -0.00 

  Max entropy +6.44 -3.69 

  Senepathy +77.82 +65.29 
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I-4- Annexes

4-1 Annexe 1 : Exemple de l’analyse d’un cas (UNP10186) étudié dans notre laboratoire 

Enfant 1            

(1)         (4)                   

(1) et (2) : chromosomes d’origine paternelle
(3) et (4) : chromosomes d’origine maternelle

CHU de Poitiers

(Intron 9)

1524 + 12 G

1524 +6ins C     

1524 +12G>A N

1524 +6ins C   

1524 +12G>A

N 4 350G>A 4

N 4 350G>A 4

Enfant 1            

(1)         (4)                   

(1) et (2) : chromosomes d’origine paternelle
(3) et (4) : chromosomes d’origine maternelle

CHU de Poitiers

(Intron 9)

1524 + 12 G

1524 +6ins C     

1524 +12G>A N

1524 +6ins C   

1524 +12G>A

N 4 350G>A 4

N 4 350G>A 4

Enfant 1            

(1)     (2)                                                   (3)       (4)       

(2)         (4)                   

(1) et (2) : chromosomes d’origine paternelle
(3) et (4) : chromosomes d’origine maternelle

CHU de Bordeaux

N 9  1347G>T  9

N 12 1727G>C 12

N 13 2002C>T 13

N 9  N 9

N 12 N 12

N 13 N 13

N 4 350G>A 4

N 4 350G>A 4

1347G>T  9 N 9

1727G>C 12              N 12

2002C>T 13              N 13

Enfant 1            

(1)     (2)                                                   (3)       (4)       

(2)         (4)                   

(1) et (2) : chromosomes d’origine paternelle
(3) et (4) : chromosomes d’origine maternelle

CHU de Bordeaux

N 9  1347G>T  9

N 12 1727G>C 12

N 13 2002C>T 13

N 9  N 9

N 12 N 12

N 13 N 13

N 4 350G>A 4

N 4 350G>A 4

1347G>T  9 N 9

1727G>C 12              N 12

2002C>T 13              N 13

Figure 20 : Différents arbres généalogiques obtenus à partir de l’étude génétique de deux 

CHU. 
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La Figure 20 présente les arbres généalogiques de la même famille à partir des résultats 

obtenus dans les CHU de Poitiers et de Bordeaux. Devant la discordance des résultats, nous 

avons utilisé un panel de couples d’amorces (cf figure 21) afin d’amplifier et cloner les 

fragments obtenus. Avec les amorces exoniques, l’amplification n’est pas spécifique du gène 

CFTR alors qu’avec des amorces introniques en 5’ du site polymorphe (Tn)(TG)m seul l’exon 

9 et ses régions adjacentes sont amplifiées. 

Figure 21 : Représentation schématique de la région amplifiée et des couples d’amorces 

utilisés. Après amplification, le séquençage a été réalisé afin de détecter spécifiquement la 

présence ou l’absence de mutations.  

Produits PCR

Amorces

249bp
285bp

299bp
312bp

264bp

572bp

CF9+58

CF9+121CF9.181CF9.6

CF9.56

CF9-8

CF9-184

CF9-268

Produits PCR

Amorces

249bp
285bp

299bp
312bp

264bp

572bp

CF9+58

CF9+121CF9.181CF9.6

CF9.56

CF9-8

CF9-184

CF9-268

La taille des différents fragments obtenus est indiquée en pdb pour chaque couple d’amorces. 

(PCR C) 

(PCR A) 
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4-2 Résultats complémentaires : étude sur un autre individu 

Résultats obtenus après PCR de l’exon 9 du gène CFTR 

Afin d'étudier la région d'intérêt (exon 9 du gène CFTR), des PCR ont été réalisées sur un 

échantillon d'ADN (UNP 10481). Deux couples d'amorces ont été utilisés afin d'observer 

d'éventuelles différences dans la présence des mutations détectées après séquençage des 

fragments : CF9-268/CF9+121, qui amplifient une partie de l'intron 8, tout l'exon 9 et 

l'extrémité 5' de l'intron 9, et HPCF9A/HPCF9B qui amplifient uniquement l'exon 9 et 

l'extrémité 5' de l'intron 9, correspondant à la région LCR7-20. Le premier couple d'amorces 

doit théoriquement amplifier un fragment de 572 pdb. Cette PCR est appelée par la suite PCR 

C tandis que la PCR utilisant le deuxième couple d'amorces, et amplifiant un fragment attendu 

de 285 pdb, est appelée PCR A. De même, pour étudier l'effet de la température sur 

l'hybridation des amorces et vérifier si celle-ci a un impact sur la détection de mutations 

caractérisées après séquençage des produits, les deux PCR sont réalisées avec des 

températures d'hybridation différentes : une à 50°C et l'autre à 60°C. 
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Figure 22 : Migration sur gel d'agarose 1,5% des produits PCR obtenus pour chaque couple 

d'amorces utilisé. Les résultats sont identiques pour les deux températures d'hybridation (50°C 

et 60°C). Le contrôle est réalisé en ajoutant 5 μL d'eau stérile au mélange réactionnel à la 

place des 5 μL d'ADN (voir Matériel et Méthodes). 
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Comme le montre la figure 22, les résultats observés sont en accord avec ceux attendus : 

aucun fragment n'est détecté dans les situations contrôles, preuve que le mélange réactionnel 

n'a pas été contaminé. Suite à la PCR C (intron 8-intron 9), un unique fragment est obtenu, de 

taille attendue, soit 572 pdb. De même, suite à la PCR A (exon 9- intron 9), un fragment de 

285 pdb est détecté. Ces résultats sont identiques quelle que soit la température utilisée. Le 

séquençage des produits PCR a ensuite été effectué.

A    

Figure 23 : Séquence obtenues avec la PCR A à 60°C, et la PCR C à 60°C ou 50°C. La figure 

4A montre un polymorphisme en position 1497 (flèche) dans les conditions spécifiques. La 

figure B indique la séquence normale de l’intron 9, c’est-à-dire sans insertion et avec un G en 

position 1524 +12 (flèche), peut être observée sur la figure B. 

Après le séquençage de la PCR A à 60°C et des PCR C aux deux températures 

d’hybridation, des résultats identiques sont obtenus. La présence de deux nucléotides 

possibles est ainsi observée en position 1497 de l’exon 9, avec soit un G (information 

normale), soit un A. Ceci n’a aucun effet sur le phénotype dans la mesure où cette transition 

n’induit pas de changement d’acide aminé au sein de la protéine codée, celui-ci étant toujours 

une alanine en position 455. La variation visualisée sur la figure 23A ne constitue donc pas 

une mutation mais un polymorphisme. La figure 23B montre qu’aucune mutation non plus 
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n’est détectée dans l’intron 9 des produits PCR. Il apparaît donc qu’avec une température 

d’hybridation de 60°C, les amorces utilisées pour réaliser la PCR A s’hybrident avec le 

chromosome 7 puisque les produits d’amplification obtenus sont les mêmes que ceux donnés 

par la PCR C.  

   

Figure 24: Séquences obtenues pour la PCR A à 50°C. La figure A montre le polymorphisme 

en position 1497 (flèche) tandis que la figure B indique l’insertion 1524 +6 ins C et la 

transition 1524 +12 G>A, en plus de l’information normale. La séquence de cette dernière 

figure a été obtenue à partir de l’amorce reverse, ce qui explique que l’insertion induit un 

décalage vers la gauche. 

Les séquences obtenues à partir de la PCR C à 50°C sont différentes. En effet, la 

figure 24A indique la présence d’un autre nucléotide possible en position 1497 en plus du 

polymorphisme observé précédemment. Ce T n’est pas détecté avec la PCR C, ce qui semble 

indiquer que celui-ci ne se situe pas sur le chromosome 7, mais sur un ou plusieurs autres 

chromosomes qui contiendrait une copie modifiée de l’exon 9 du gène CFTR. De même, deux 

informations différentes sont présentes au niveau de l’extrémité 5’ de l’intron 9 de ce même 

gène : une information normale qui correspondrait à l’amplification du chromosome 7, et une 

séquence comprenant l’insertion 1524 +6 ins C (c.1392+6insC) et la transition 1524 +12 G>A 
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(c.1392+12G>A) qui appartiendraient à des duplications de l’intron 9 sur d’autres 

chromosomes. L’insertion induit un décalage d’un nucléotide, ce qui est très bien visualisé sur 

la figure 24B. Une température de 50°C ne permettrait donc pas de cibler l’hybridation du 

couple d’amorces HPCF9A/HPCF9B sur le chromosome 7.

Résultats obtenus après clonage 

A partir des produits PCR obtenus, des ligations ont été effectuées grâce à l'utilisation 

de plasmides pGEM®-T Easy Vector. Nous avons vérifié les différents allèles possibles en 

clonant les amplifications issues de la PCR A et de la PCR C à 50°C et à 60°C. Pour chaque 

ligation, des clones blancs sont prélevés afin d'extraire leurs plasmides. Ces derniers sont 

repris dans de l'eau stérile et analysés sur gel d'agarose afin de vérifier que l'extraction de 

plasmides a bien fonctionné pour chaque clone. 

Une PCR avec le couple d'amorces HPCF9A/HPCF9B est effectuée à partir de ces 

plasmides, ceci afin d'amplifier l'insert présent. Le fragment amplifié est donc attendu à 

285pdb. Les produits obtenus par PCR sont analysés sur gel d'agarose (figure 25).  

285bp

501bp
331bp
242bp

M CN 1 2 3 4 5 6 7

285bp

501bp
331bp
242bp

M CN 1 2 3 4 5 6 7

Figure 25 : Migration sur gel d'agarose 0,8% des produits de PCR A obtenus à partir des 

plasmides de différents clones. M : marqueur de taille / CN : contrôle négatif 

Les résultats obtenus après clonage montrent les différents homozygotes possibles : 1497G-

intron 9 normal (figure 26) / 1497A-intron 9 normal (figure 27) / 1497G-intron muté (figure 
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28) / 1497T-intron muté (figure 29). Dans ce dernier cas, le T en position 1497 (figure 29A) 

est toujours associé à l’insertion 1524 +6 ins C et à la transition 1524 +12 G>A, pointées par 

les flèches de la figure 29B. 

A    

Figure 26 : Génotype normal. La flèche de la figure A indique le G en position 1497, la figure 

B montre l’absence de mutation dans l’intron 9.  

A    

Figure 27 : Génotype avec le polymorphisme A. Ce polymorphisme est indiqué par la flèche 

de la figure A, la figure B montre l’absence de mutation dans l’intron 9. 
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A
   

Figure 28 : Génotype anormal. La flèche de la figure A montre la présence d’un G en position 

1497, alors que celles de la figure B pointent l’insertion 1524 +6 ins C et la transition 1524 

+12 G>A. 

   

Figure 29 : Génotype anormal. La flèche de la figure A indique cette fois la présence d’un T 

en position 1497. Le T est toujours associé à l’insertion 1524 +6 ins C et à la transition 1524 

+12 G>A, pointées par les flèches de la figure B. 
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Suite aux transformations bactériennes effectuées avec les produits de la PCR A, 

aucune insertion ni aucune transition n'est jamais observée dans la séquence intronique des 

clones. De même, le polymorphisme en position 1497 est toujours A ou G. Le T, lorsqu'il est 

détecté en 1497, est toujours associé avec l'insertion 1524 +6 ins C et de la transition 1524 

+12 G>A. Sachant que les amorces utilisées pour la PCR A sont spécifiques du chromosome 

7 (l'amorce sens se trouve dans l'intron 8 du gène CFTR, et ne se retrouve sur aucun autre 

chromosome), l'absence de génotype avec insertion et transition révèle que ces dernières sont 

en fait situées sur d'autres chromosomes. Ceci est confirmé par le fait que le T n'est jamais 

observé en 1497 avec les produits de la PCR A, alors qu'il l'est avec les produits de la PCR C. 

Il est donc très important de savoir quelles amorces ont été utilisées avant de déterminer s’il 

existe une mutation dans cette région intronique particulière. 

L’alignement des séquences indique la présence de duplications de l’exon 9 du gène 

CFTR et ses régions adjacentes sur d’autres chromosomes (figure 30). Ces copies existent 

même parfois en plusieurs exemplaires sur un même chromosome, comme c’est le cas pour le 

chromosome 20. On remarque en particulier la présence d’un T en position 1497 sur ce 

chromosome, indiquant ainsi que le génotype 1497 T, 1524 +6 ins C +12 G>A observé après 

séquençage des clones (figure 29) correspondrait à la détection de la région dupliquée de ce 

même chromosome. Toutefois, les délétions présentes en amont de ce T n’ont pas été 

observées lors du séquençage de nos clones. Mis à part le chromosome 7, tous les autres 

chromosomes ayant une région dupliquée de la région de l’exon 9 du gène CFTR possèdent 

l’insertion et la transition au niveau de l’intron 9, confirmant l’hypothèse selon laquelle la 

détection de celles-ci ne correspondent pas au chromosome 7 mais bien à d’autres 

chromosomes (chromosome 9, 12 et 20a en ce qui concerne le génotype 1497 G, 1524 +6 ins 

C +12 G>A). 
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(Intron 8 3’)     

7 TCTGACAAAC TCATCTTTTA TTTTTGATGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT TTTTTTAACA G
20a ---------- ----g----- -------... .--------- ----.-.-t- ----..---- -
20b ---------- ---------- ---------. -.-------- --.-.-.-.- ---------- -
9 ---------- ------c--- ---------g ---------- --t-t-t-.- ---------- - 
12a ---------- ---------- ---------. -.-------- --.-.-.-.- ---------- - 

(Exon 9) 

7 GGATTTGGGG AATTATTTGA GAAAGCAAAA CAAAACAATA ACAATAGAAA AACTTCAACT
20a ---------- ---------- ---------- -c-------- ---------- ----------
20b ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
9 ---------- ---------- ---------- ---------- -a-------- ---------- 
12a ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

7 TCTAATGGTG ATGACAGCCT CTTCTTCAGT AATTTCTCAC TTCTTGGTAC TCCTGTCCTG    
20a ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
20b ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
9 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------   
12a ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

7 AAAGATATTA ATTTCAAGAT AGAAAGAGGA CAGTTGTTGG CGGTTGCTGG ATCCACTGGA  
20a ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
20b ----..-.-. ---------- ---------- ------..-. –t-------- ---------- 
9 ---------- ---------- ---------- ---------- t--------- ----------  
12a  ----..-.-. ---------- ---------- ---c------ t--------- ---------- 

7 GCAGGCAAG
20a --------- 
20b --------t
9 --------- 
12a --------- 

(5’ Intron 9)   

GTAGT.TCTT TTGTTCTTCA  
20a     -----c---- --a-------
20b     -----c---- --a-------
9       -----c---- --a-------
12a     -----c---- --a------- 

Figure 30 : Alignement de la région de l’exon 9 du gène CFTR (chromosome 7) avec des 

régions homologues situées sur les chromosomes 9, 12 et 20. Les tirets (-) montrent les 

séquences homologues, les points (.) indiquent les délétions et les lettres en rouge 

correspondent à des différences de nucléotide. L’insertion 1524 +6 ins C et la transition 1524 

+12 G>A sont mises en évidence par un surlignage orange. La position du polymorphisme 

(1497) est indiquée par un surlignage jaune. 
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Discussion  

L'exon 9 du gène CFTR et ses régions adjacentes sont connus pour avoir été détectés 

sur d'autres chromosomes (Rozmahel et al., 1997 ; Liu et al., 2004). Outre le chromosome 7, 

les chromosomes 9, 12 et 20 entre autres, possèdent eux aussi cette même région LCR7-20, 

même si la séquence correspondante n'est pas strictement identique. Grâce aux banques de 

données, l'alignement des séquences des chromosomes précédemment cités fait apparaître la 

présence de l'insertion +6 et de la transition +12 G>A chez les chromosomes 9, 12 et 20, et la 

présence d'un T en position 1497 pour les chromosomes 9 et 12. Les quelques variations 

supplémentaires qui ne sont pas visibles dans les séquences non spécifiques que nous avons 

obtenues pourraient être dues à des erreurs lors du séquençage automatique de ces régions. 

En accord avec les résultats obtenus avec la PCR A, l’exon 9 du chromosome 7 ne 

porterait que le polymorphisme G ou A. La mutation détectée dans les produits issus de la 

PCR C à 50°C serait la conséquence d’une amplification de l'exon 9 du gène CFTR situé sur 

d'autres chromosomes. Cette hypothèse est soutenue par la détection du polymorphisme T en 

position 1497, existant dans ces régions dupliquées au sein de plusieurs chromosomes autres 

que le 7. Alors que les amorces utilisées pour la PCR A, situées dans l'intron 8 et l'intron 9 du 

gène CFTR, sont spécifiques du chromosome 7, celles choisies pour la PCR C, situées dans 

l'exon 9 et l'intron 9 du même gène, ne sont pas adaptées à la détection de mutations ciblée sur 

ce chromosome, et s'hybrident avec les copies de cette région chromosomique, dupliquée sur 

des chromosomes différents. Le choix de l’amorce en 5’ est donc essentiel pour cibler le 

chromosome 7. La température d’hybridation choisie pour la PCR est également cruciale : 

bien que les amorces soient homologues avec les différentes régions, celles-ci s’hybrident 

spécifiquement sur le chromosome 7 à 60°C alors qu’elles s’hybrident à d’autres 
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chromosomes lorsque la température est de 50°C. Une élévation de la température permettrait 

donc une augmentation de la sélectivité, par un mécanisme méconnu mais qui pourrait 

toutefois impliquer la structure tridimensionnelle de l’ADN.  
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II- Etude de l’impact des allèles complexes sur la localisation, la 

maturation & la fonctionnalité de la protéine  

II-1- Contexte de travail

L'analyse des mutations du gène CFTR par les laboratoires des centres hospitalo-

universitaires français a conduit à l'identification de patients porteurs de plusieurs mutations 

sur le même allèle (allèle complexe). L'allèle complexe contenant trois mutations faux-sens, 

D443Y-G576A-R668C [p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala et p.Arg668Cys], a été décrit pour la 

première fois par Abramowicz et al., (2000). La figure 1 représente la protéine CFTR et ses 

différents domaines ainsi que la localisation des mutations faux-sens étudiées : D443Y et 

G576A le domaine NBD1 et R668C le domaine régulateur. Chacune de ces mutations avait 

été précédemment observée indépendamment chez des patients atteints de mucoviscidose et 

chez ceux qui souffrent d’ABCD. L’allèle complexe G576A-R668C a été signalé chez une 

personne avec un test normal pour la sueur, alors que d’autres membres de la famille 

présentaient un phénotype atténué CF (Rowntree et Harris, 2003). Or, la mutation G576A 

aboutit à un défaut d'épissage sévère, avec seulement 7% de transcrits normaux (ARNm 

exon12+) (Pagani et al., 2003). Plus récemment, Castellani et al. (2008) ont rapporté que la 

mutation G576A peut être classée comme une mutation sévère induisant des CF ou comme 

une mutation modérée induisant une CFTR-RD. L’allèle D443Y-G576A-R668C a été classé 

comme seulement une mutation CFTR-RD. En outre, dans notre laboratoire, en association 

avec G576A et R668C, une mutation rare G149R [p.Gly149Arg] a été observée chez un 

individu hétérozygote F508del (p.Phe508del) atteint de la mucoviscidose. Cette mutation 

G149R affecte une boucle intracytoplasmique du domaine transmembranaire 1 (figure 31) et 
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avait déjà été détectée chez un patient ABCD (Mercier et al., 1995). Toutefois, il n'est pas 

facile de vraiment déterminer le rôle et les effets de ces associations dans la pathogénicité de 

la maladie. Ainsi, cette étude vise à révéler l'effet des mutations seules ou associées sur la 

localisation, la maturation et l’activité des protéines CFTR en vue de la compréhension de 

leur impact fonctionnel.  

COOH
R

NBD2
NBD1NH2

MSD2MSD1

D443Y G576A

R668C

G149R
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COOH
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NBD1NH2

MSD2MSD1

D443Y G576A

R668C

G149R
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COOH
R

NBD2
NBD1NH2

MSD2MSD1
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R668C

G149R
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Figure 31 : Domaines de CFTR et emplacement des mutations faux sens étudiées chez les 

patients présentant des phénotypes différents (G149R est localisée dans la première boucle 

intracytosolique du domaine transmembranaire MSD1, D443Y et G576A dans le domaine 

NBD1 et enfin R668C dans le domaine régulateur). 



Résultats & Discussions – Partie 2 

110

II-2- Contexte bibliographique

Les allèles complexes CFTR sont susceptibles de jouer un rôle dans la relation génotype-

phénotype dans les CF. Chaque fois que des génotypes mutés apparemment identiques sont 

retrouvés chez les sujets présentant des phénotypes divergents, une recherche de mutations 

dans l’ensemble du gène est obligatoire (Lucarelli et al., 2010). A l’heure actuelle, de 

nombreuses associations de plusieurs mutations ont été signalées dans le gène CFTR. 

L'existence d'au moins deux mutations ou variations de séquence sur le même allèle a été 

nommé allèle complexe (Savov et al., 1995 ; Fanen et al., 1999 ; Romey et al., 1999 ; Clain et 

al., 2001 ; Rohlfs et al., 2002 ; Clain et al., 2005). La plupart des allèles complexes 

représentent des associations d’une variation bénigne avec une mutation pathogène dans le 

même allèle (Rowntree et Harris, 2003). De plus, certaines combinaisons de mutations 

sévères sur le même allèle entraînent un phénotype moins sévère, ou à l’inverse, des 

combinaisons de mutations légères en entraînent un phénotype plus sévère comme la 

mucoviscidose (Clain et al., 2001). De tels exemples où la mutation du second site peut 

moduler l'effet de la mutation principale ont été décrits par Dork et al., (1991), Hung et al., 

(1998) et Romey et al., (2000). 

II-3- Articles & Communications

ARTICLE 3 : Functional characterization of complex CFTR mutants: 
understanding of genotype-phenotype and structure-function correlations (en 
cours de rédaction)

Communication affichée : Paris
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ABSTRACT 

Cystic fibrosis is caused by mutations in the CFTR gene that encodes a chloride channel and 

regulator for other channels in epithelial cells, resulting in a defective function of CFTR 

protein and producing a wide range of effects contributing to the clinical phenotype. Here we 

have investigated the effect of these alleles in different genotypes on the CFTR protein 

localization and function to disclose its impact on the clinical phenotype. The subcellular 

localization of the single mutant p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala and p.Arg668Cys has shown 

membrane localization whereas p.Gly149Arg mutation appears to be retained within the 

endoplasmic reticulum. The double and triple mutants have shown to be exclusively 

cytoplasmic consistent with an endoplasmic reticulum localization. Western blot and 

functional analyses of CFTR activity indicated that the double and triple mutants had effects 

on maturation of CFTR protein and altered CFTR activity. The results indicated that the 

p.Gly576Ala and p.Arg668Cys mutation clearly showed normal effect upon CFTR protein 

whereas p.Asp443Tyr significantly reduced the total amount of mature protein. The 

Arg668Cys variant acts as a real mild mutation and generally conferred mild disease. 

Furthermore, the p.Gly149Arg mutation was demonstrated misprocessing and mistrafficking. 

More severe effect on CFTR mutant proteins was present when these mutations combined in 

complex alleles, supporting the influence of these frequent alleles on the clinical features of 

CF patients. These findings suggest a genotype-phenotype correlation with regard to the 

structure- function relation of these alleles as a good predictor of clinical consequences of the 

CFTR defect.  

KEY WORDS: Cystic fibrosis; CF; CFTR; complex allele; p.Asp443Tyr; p.Gly576Ala; 

p.Arg668Cys; p.Gly149Arg; CFTR structure and function; protein localization; maturation; 

Functional analysis 
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INTRODUCTION 

The Cystic Fibrosis (CF) Transmembrane conductance Regulator (CFTR) protein is a cyclic 

AMP–regulated chloride channel [Riordan et al., 1989; Anderson et al., 1991]. The CFTR 

gene encodes a large transmembrane protein of 1480 amino acids with a symmetrical, 

multidomain structure consisting of two membrane-spanning domains, two nucleotide binding 

folds (NBF1, NBF2), and a central, highly charged regulatory (R) domain with multiple 

phosphorylation consensus sites [Gallati, 2003]. In addition to its function as a Cl- channel, 

CFTR acts as a regulator of other channels and transporter [Mehta et al., 2005]. More than 

1700 CFTR gene mutations have been found in patients with CF [Welsh 2001], one of the 

most frequent autosomal recessive disease in the Caucasian population, and milder forms 

termed CFTR-related disorders (CFTR-RD), where there is evidence of CFTR dysfunction 

but the diagnosis criteria for CF are not met [Castellani et al, 2008; Cystic Fibrosis Mutation 

Database, http:// www.genet.sickkids.on.ca/cftr/, 2009). Phenotype heterogeneity is partly due 

to mutational and genotype heterogeneity. Generally, patients with the classic form of CF 

have CF-causing mutations in each copy of the CFTR gene, whereas patients with a CFTR-

RD may have a CF mutation in one copy and a mild mutation in the other allele, or mild 

mutations in both copies [The Cystic Fibrosis Genotype-Phenotype Consortium, 1993; 

Castellani et al., 2008]. However, variable phenotypes have been observed associated with a 

given genotype. Little is known about the molecular mechanism by which mutations affect 

the CFTR function, with only a minority of mutations being characterized by functional 

studies. The steadily increasing description of polymutant variants on a same allele, named 

complex alleles [Savov et al., 1995; Fanen et al., 1999; Romey et al., 2000, Clain et al., 2001, 

CF mutation database], somewhat entangles diagnosis and genetic counselling in certain 

situations. Some variants have been considered neutral because they were identified in the 

non CF allele of parents of CF patients, but seem to be involved in moderate forms or 
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syndromes of late onset, as was the case for p.Arg668Cys and p.Gly576Ala [Fanen et al., 

1992]. These mutations have been described in isolation and associated in complex alleles, 

together and with other mutations, p.Asp443Tyr and p.Gly149Arg, notably in infertile 

patients with congenital bilateral absence of vas deferens (CBAVD) but also in CF [Chillon et 

al., 1995; Costes et al., 1995; Pignatti et al., 1995; Mercier et al., 1995; Bienvenu et al., 1997; 

Abramowicz et al., 2000; Ratbi et al., 2007].  

Better knowledge of the phenotypic consequences of CFTR mutations is important to 

understand their respective effect and the relationship between CFTR structure and function, 

in a view to help diagnosis, prognosis and to offer appropriate genetic counselling to the 

families. Of note, it has been shown that p.Gly576Ala is actually a splicing defect responsible 

for exon 12 skipping [Pagani et al., 2003]. We thus implemented a collaborative study 

through the French CF laboratory network to collect all cases of patients and individuals 

carrying p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala, p.Arg668Cys and p.Gly549Arg, in isolation or in 

complex alleles, and provide epidemiological data on these mutations. We also achieved 

comprehensive functional studies of these isolated or complex mutants to understand their 

functional impact on the CFTR localization, maturation and function.  
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MATERIAL AND METHODS 

Patients and individuals 

Patients and individuals known to the French CF Laboratory Network before 1st January 

2009, who were heterozygous for the p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala, p.Arg668Cys and 

p.Gly149Arg mutations, either in isolation or in a complex allele, were included. Reason for 

testing (CF, CBAVD, DB, IP, other CFTR-RDs and carrier testing) were recorded along with 

detailed phenotypic data whenever available. Complete genotypes were documented. Written 

consents to the genetic study were obtained from the patients and/or their family and from 

healthy subjects.  

Epidemiological study in the French general population

The allelic prevalence of the p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala, p.Arg668Cys and p.Gly149Arg 

mutations, either in isolation or in a complex allele, and 95% Confidence Interval (CI) were 

determined by allele counting in a sample of healthy adult individuals of the French general 

population. Data were compiled from 1423 individuals screened in four molecular genetics 

laboratories (Montpellier, Lille, Toulouse and Créteil) as results of testing for p.Arg668Cys, 

p.Gly576A and p.Asp443Tyr. 791 of them had a complete scanning of the coding regions and 

632 had a partial analysis. 1123/1423 individuals were healthy partners of CF carriers or CF 

patients and had no personal or family history of CF or CFTR-RD. The other 300 were from 

the general population. 

Mutation Nomenclature 

Mutations at the protein level were named according to the recommendations of the Human 

Genome Variation Society (http://www.hgvs.org/mutnomen/).  

CFTR Genotype Analysis 

Genomic DNAs were extracted from whole blood or amniotic fluid samples collected on 

EDTA using various protocols. Extensive CFTR gene analyses were performed in the patients 
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and healthy individuals using a combination of methods including: (i) screening for frequent 

mutations using diverse commercial assays; (ii) scanning of the 27 exons and their boundaries 

using denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) [Fanen et al., 1992] or denaturing high 

pressure liquid phase chromatography (DHPLC) [Le Marechal et al., 2001] or SSCA (Single 

Strand Conformation Analysis), followed by sequencing to characterize the variants; (iii) 

screening for the intronic splicing 1811+1.6kbA>G mutation (c.1679+1634A>G) [Chillon et 

al., 1995b]; (iv) screening for large CFTR rearrangements using a semi-quantitative 

fluorescent multiplex PCR (QFM-PCR) assay [Niel et al., 2004, Taulan et al., 2007]. 

Construction of a green fluorescent protein (GFP)-tagged mutated CFTR.

The GFP-tagged CFTR plasmids (wild-type (WT), and F508del-CFTR) were generously 

provided by B. Stanton (Dartmouth Medical School, Hanover, NH). Specific mutation 

substitutions alone (p.Gly149Arg, p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala and p.Arg668Cys) or in 

different associations were introduced into the WT-CFTR plasmid using the Gene tailor site-

directed mutagenesis kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) using the designed primers and according 

to the manufacturer’s protocol (Fig.1 and Table1). The sequence of each plasmid containing 

the desired mutations in individual clones was controlled through plasmid sequencing on both 

strands using the ABI PRISM Big Dye Terminator™ Cycle Sequencing Ready Reaction Kit 

(Applied Biosystems). Reactions were run on an ABI PRISM™ 310 automatic sequencer 

(Applied Biosystems). 

Cell culture and Transient transfection  

Hela cells were grown in a DMEM medium with Glutamax-I (Life Technologies) amended 

with 10% fetal bovine serum (FBS;Gibco) and 100 unit/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin 

in humidified incubator at 37°C in the presence of 5% CO2. Wild-type and mutant CFTR were 

transiently expressed in HeLa cells using LipofectAMINE 2000 (Invitrogen) according to the 

manufacturer's instructions. 
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Examination of distribution of GFP-CFTR by confocal microscopy 

Forty-eight hours after transfection, Hela cells were washed twice with ice-cold PBS and 

fixed in paraformaldehyde (3% in TBS) for 10 min at 4 °C. Nuclei were stained with 

TOPRO-3 iodide (1:1000 in TBS, Molecular Probes). Cover glasses containing cells were 

mounted in Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). 

Images were acquired using a reversed microscope (Olympus IX 70) equipped with a laser 

scanning confocal unit (model MRC-1024, BioRad), a 15 m W krypton-argon laser, and a 

X60 water immersion objective. GFP fluorescence was excited using the 488 nm laser line 

and collected using a standard fluorescein isothiocyanate filter set (522±32 nm). Fluorescence 

associated with TOPRO-3 iodide was excited using the 647 nm laser line and collected using 

a filter set (680±32 nm). Double fluorescence images were generated simultaneously. For

Golgi complex staining, fixed cells were blocked by three washes in PBS/3% BSA. 

Coverslips were incubated for 1 h with Golgi p58 K antimouse antibody (Sigma, Poole, UK) 

at a 1:100 dilution. To detect the endoplasmic reticulum (ER), after paraformaldehyde (3% in 

PBS), cells were washed twice with PBS and were permeabilized with 0.5% Triton X-100 in 

PBS, incubated with Anti-calreticulin (Cambridge Bioscience, Cambridge, UK)  for 1 h in 

PBS containing 3% bovine serum albumin, and washed 3 times for 5 min with PBS. 

Secondary antibody incubation was performed for 45 min in PBS containing 3% bovine 

serum albumin, after which the cells were washed as described above. Subsequently, cells 

were mounted in appropriate medium. 

Western Blot Analysis 

24 h after transfection, cells were harvested, and resuspended in RIPA (50 mM Tris-HCl (pH 

7.5), 1 mM EDTA, and 100 mM NaCl, 1% Triton X-100) buffer supplemented with protease 

inhibitors (Roche Diagnostics). Cell lysates were incubated on ice for 30 minutes and clarified 

by centrifugation at 15,000 g for 10 minutes at 4°C. Total proteins were quantified using the 
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BCA protein assay reagent (Sigma), and 50 μg of proteins were analysed onto a SDS-PAGE 

according to Laëmmli and Favre [Laëmmli and Favre, 1973]. Whole cell lysates were 

separated on a 5 % SDS-PAGE (Bio-Rad Laboratories Inc.) and transferred onto 

nitrocellulose membranes. The membranes were incubated with 5% non-fat dry milk in 0.1% 

Tween 20 in PBS at 4°C overnight. Then the membranes were washed in PBS containing 

0.05% Tween 20 (PBS-T). Primary antibody was incubated for 1 h against CFTR protein 

(clone M3A7, Chemicon) in PBS. M3A7 is a mouse monoclonal antibody that recognizes an 

epitope at the C-terminal, in the region of residues 1370 to 1380. Mouse anti ß-actin 

monoclonal antibody (1/10 000 in 5% w/v dry milk) was applied to detect -actin. The 

membranes were washed with PBS-T three times and then incubated with the horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibody (Sigma) for 1 h. They were washed in PBS-T a 

gain and the blots were developed with chemiluminescence with ECL kit (Amersham 

Biosciences) and visualized on x-ray film after a 1-15 min exposure. Immunoblots were 

quantified using DuoScan transparency scanner and scion image software (developed by U.S. 

NIH,  http://www.scioncorp.com/). 

Single cell measurement of CFTR activity 

CFTR function was assessed by single-cell fluorescence imaging, using the potential-sensitive 

probe, bis-(1,3-diethylthiobarbituric acid)trimethine oxonol (DiSBAC2(3); Molecular Probes, 

Eugene, OR), as previously reported [Renier et al., 1995; Norez et al., 2009]. Fluorescence 

intensity was recorded by confocal laser scanning microscopy using Bio-Rad MRC 1024 

equipped with 15 mW Ar/Kr gas laser (Hemel Hempstead, UK). Maximal resolution was 

obtained with Olympus plan apo X60 oil, 1.4 NA, objective lens. Fluorescence signal 

collection was performed through the control software Lasersharp 3.2 (Hemel Hempstead, 

UK). The resolution time was 30 s. Bis-oxonol slowly distributes across biological membrane 

according to the membrane potential and binds to hydrophobic cell components; since the 
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quantum yield of the dye increases impressively upon the binding, the fluorescence of cells 

incubated in a medium containing bis-oxonol increases upon depolarization and, conversely, 

decreases with hyperpolarization [Dall'Asta et al., 1997]. In our experiments, CFTR-

dependent current was stimulated by application of Forskolin + Genistein (noted Fsk+Gst), 

inducing a depolarization characterized by an increase of the fluorescence. On the contrary, 

CFTR-dependent current was inhibited by application of CFTRinh-172 characterized by a 

decrease of the fluorescence. Results are presented as transformed data to obtain the 

percentage signal variation (Fx) relative to the time of addition of the stimulus, according to 

the equation : Fx = ([Ft-F0]/F0]X100 where Ft and F0 are the fluorescent values at the time t 

and at the time of addition of the stimulus, respectively. For histogram representation, the 

values correspond to the level of stable variation of fluorescence induced by each drug.  

RESULTS 

Phenotypic description of patients carrying p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala, p.Arg668Cys 

and/or p.Gly149Arg in varied combinations

A total of 102 patients and healthy individuals carrying at least one allele p.Asp443Tyr, 

p.Gly576Ala, p.Arg668Cys and/or p.Gly149Arg, in isolation or in a complex allele, were 

identified, reported by six laboratories (Table 2): 82 were referred for diagnostic request 

including 3 CF, 9 suspicion of CF, 8 DB, 5 chronic sinus disease, 1 idiopathic pancreatitis, 47 

CBAVD, 2 other infertility and 7 fetal bowel anomalies; 20 were referred for genetic 

counselling purposes. In these 20 cases, exons 12, 13 and 9 were tested, in the framework of a 

complete study of the coding regions or complementary to search for frequent anomalies 

because of specific or geographic origins (Dequeker et al., 2009). The 3 classical CF cases 

carried the p.[Gly149Arg;Gly576Ala;Arg668Cys] complex allele in combination with a 

severe CF mutation in the other allele. Genotypes including p.Gly149Arg and a severe CF 

mutation in trans were not found in any other patient with a mild disease, thereby leading to 
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suspect that the major deleterious effect of the complex allele is attributed to p.Gly549Arg. 

Strikingly, the most frequent phenotype associated with combinations of p.Asp443Tyr, 

p.Gly576Ala and p.Arg668Cys was CBAVD, found in 47 patients. 38 of them had a severe 

CF mutation in trans, including 27 p.Phe508del. 42/47 carried the triple mutant 

p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys]. Of the 7 cases of fetal bowel anomalies, 5 carried a 

severe CF mutation in trans. The outcome was known in 5 cases: one baby, with the triple 

mutant p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys], was considered affected with mild CF 

whereas the two older brothers carrying the same genotype had been unrecognized as CF 

patients until then (Abramowicz et al., 2000); 2 had not CF (follow-up and normal sweat test); 

termination of pregnancy was carried out in another case for chromosomal abnormality and 

fetal death occurred in the last case in the context of intra-uterine growth retardation. Of the 

20 healthy individuals, 6 had a severe CF mutation in trans: 1 carried the triple mutant 

p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys], 4 the double mutant p.[Gly576Ala;Arg668Cys] and 1 

p.Arg668Cys in isolation. These observations strongly argue against a severe deleterious 

effect of these alleles. 

Epidemiological data in the French general population   

Of the 1423 healthy individuals screened, 26 were heterozygous for 

p.[Gly576Ala;Arg668Cys] (allelic frequency 0.91%); 4 for 

p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys] (allelic frequency 0.14%); 2 for p.Arg668Cys; 2 for 

p.Gly576Ala (allelic frequency for each 0.07%) and 1 for 

p.[Ser519Gly;Gly576Ala;Arg668Cys] (allelic frequency 0.04%). No homozygote or 

compound heterozygote was found. Of the subset of 791 individuals who benefited from a 

complete study, none was found to carry p.Gly149Arg. 
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Subcellular localization of CFTR mutants

Confocal microscopy was used to determine the subcellular localization of wild-type 

and mutant GFP-CFTRs in transfected HeLa cells (Fig. 2). As the first control, GFP when 

expressed alone, localized to the cytoplasm (Fig. 2, A), the wild-type-CFTR was clearly 

present at the cell membrane whereas p.Phe508del-CFTR localized preferentially in the 

endoplasmic reticulum (ER) compartment (Fig. 2B and 2C). Mutants p.Asp443Tyr, 

p.Gly576Ala, p.Arg668Cys showed a cell membrane protein distribution similar to that of the 

wild-type CFTR protein (Fig. 2, D-F). However, p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys], and 

p.[Gly576Ala;Arg668Cys] showed subcellular distribution consistent with an aggregated 

form in the cytoplasmic as well as plasma membrane staining (Fig. 2; G-H). But p.Gly149Arg 

and p.[Gly149Arg;Gly576Ala;Arg668Cys] present the same localization as p.F508del in ER 

(Fig.2, I and J). 

To explore the subcellular localization of CFTR mutants in more detail, we performed 

colocalization studies with cellular marker proteins in HeLa cells transfected by different 

mutants. As shown in Fig. 3B, there was an apparent colocalization of CFTR with the Golgi 

marker protein (p58k) in mutant CFTR proteins p.Asp443Tyr. However, no colocalization 

between CFTR protein and p58k in other mutant CFTR was observed. Calreticulin (a soluble 

protein resident in the ER lumen) but also found weakly in other membrane-bound organelles, 

the cell surface and extracellulary. Immunofluroescent labelling of CFTR mutants with ER 

marker in HeLa cells showed that the double mutant p.[Gly576Ala;Arg668Cys] observed in 

individuals is studied as other complex alleles not detected (p.[Asp443Tyr;Gly576Ala], 

p.[Asp443Tyr;Arg668Cys], p.[Gly149Arg;Asp443Tyr], and p.[Asp443Tyr;Gly576Ala]) 

appeared to localize to distinct areas of the cytoplasm, a perinuclear-endoplasmic reticulum 

(ER) localization mutants (Fig. 4A,c). The triple CFTR mutants 

p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;.Arg668Cys] appeared to localize to distinct areas of the cytoplasm, 
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a perinuclear-endoplasmic reticulum (ER) localization (Fig. 4A,d) whereas

p.[Gly149Arg;Gly576Ala;Arg668Cys] is retained in the ER (Fig. 4A,e). Thus, from these 

data we concluded that mutant CFTR protein accumulates at or close to the ER or ER-derived 

membranes in transfected HeLa cells. 

Processing of CFTR Mutants 

To study the trafficking of p.Gly149Arg, p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala mutations and 

p.Arg668Cys polymorphism in different genotypes combination when they expressed in 

HeLa cells, we performed a Western blot (WB) analysis. In WB experiments, a band of lower 

molecular mass than band B was detected by using M3A7 antibody. This band was previously 

shown to correspond to a polypeptide resulting from usage of an alternative translation 

initiation site of the CFTR mRNA [Chang et al., 1999; Farinha et al., 2004]. As illustrated in 

Figure 3, the relative a mount of fully glycosylated proteins (band C) is not different between 

p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala, p.Arg668Cys mutations and WT-CFTR, confirming that these 

mutant proteins can fold and trafficking normally to the plasma membrane in HeLa cells. 

However, the p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala and p.Arg668Cys mutants produced significantly 

less band C (60%, 78.5 % and 77.5 % of the total CFTR, ratio C/(B+C)) than wild-type 

82.5%; Fig. 3B). These results present decrease of C/(B+C) in p.Asp443Tyr mutation 

transfected cells. This decrease (around 20% compared to the WT-CFTR) is statistically 

significant (p< 0.025) when Kruskal Wallis test (http://www.viesanimales.org) is performed. 

In addition, p.[Gly576Ala;Arg668Cys] showed a faint band C whereas maturation 

patterns of mutant CFTR (p.Phe508del-CFTR), p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;.Arg668Cys], and 

p.[Gly149Arg;Gly576Ala;Arg668Cys], represent the immature, partially glycosylated protein 

(band B) that is located in the endoplasmatic reticulum (Fig 4B and 4C). This indicates that 

these mutations caused a misprocessing defect and decreased the mature CFTR form. These 

results consistent with subcellular localization data as p.Phe508del-CFTR were not detectable 
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in the plasma membrane. However, the findings support the hypothesis that differences in CF 

phenotype could be related to the effect of the genotype on CFTR protein production and 

function. 

Functional analysis of CFTR activity in CFTR mutants 

To determine the impact of the p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala mutations and p.Arg668Cys 

polymorphism in single, double or triple genotypes on CFTR chloride channel function, we 

expressed full-length wild-type and mutant proteins in HeLa cells and measured chloride 

channel activity by single-cell fluorescence imaging using the potential-sensitive probe, bis-

(1,3-diethylthiobarbituric acid) trimethine oxonol [DiSBAC2(3); Molecular Probes, Eugene, 

OR]. The CFTR Cl- channel conductance has been detected in plasma membrane in wild-type 

CFTR and mutants CFTR; p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala and p.Arg668Cys whereas not 

observed in the negative control cells transfected with either GFP or p.Phe508del-CFTR (Fig. 

3D). Furthermore, we showed that the previous CFTR mutants channel exhibit mixed 

properties of the WT-CFTR and reduced level of active CFTR. This demonstrates the 

presence of active CFTR at plasma membrane.  

In contrast, CFTR activity was not detected in the cell transfected with p.Gly149Arg, 

p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys], p.[Gly149Arg;Gly576Ala;Arg668Cys]. These 

channels therefore were more closely similar to p.Phe508del-CFTR. In addition, the 

activation of p.[Gly576Ala;Arg668Cys] mutation by forskolin and genistein represent 

strongly lower levels of CFTR activity at plasma membrane (Fig.4D). 

In summary, Table 3 demonstrate all differences into genotypes of CFTR mutants by 

changes on subcellular localization, protein processing and Cl- channel activity which were 

characterized in this study. The mutations p.Gly576Ala and p.Arg668Cys revealed a decrease 

of CFTR activity when compared with WT and p.Asp443Tyr mutation. Although these 

mutations lead to normal maturation of CFTR protein, except for p.Asp443Tyr which showed 



Résultats & Discussions – Partie 2 

125

decrease in processing efficiency. We also found a low level of the CFTR activity and 

processing efficiency of the p.[Gly576Ala;Arg668Cys] mutation The p.Gly149Arg mutation 

lead to a cellular mislocalization, misprocessing of the CFTR protein, as well as CL- channel 

activity. In addition, both p.[Gly149Arg;Gly576Ala;Arg668Cys] and 

p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys] are similar to the pattern of p.Gly149Arg mutation. 

DISCUSSION 

Cystic fibrosis (CF), in its classic form, is characterised by chronic pulmonary disease,

pancreatic insufficiency, intestinal obstruction, male infertility and elevated sweat chloride 

[Welsh et al., 2001]. The clinical spectrum of CF disease is much broader than previously 

believed; disease-causing or putative CFTR gene mutations have been identified in patients 

with “atypical” or monosymptomatic manifestation, including chronic bronchitis and chronic 

sinusitis with nasal polyposis, and in men with infertility due to obstructive azoospermia 

[Wiatrak et al., 1993; Anguiano et al., 1992]. However, its clinical expression can vary widely 

and partly depends on the nature of the underlying mutation genotype [Zielenski and Tsui,

1995]. In the present study, we analyzed the consequence of two frequently found CFTR 

mutations p.[Gly576Ala;Arg668Cys], or three p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys], or 

more rarely p.[Gly149Arg; Gly576Ala;Arg668Cys] in vitro to investigate the pathogenesis of 

these mutations upon clinical phenotypes. Until recently, it is not yet entirely clear how these 

mutations contribute to phenotype and their effects on the cellular level. Here, we exclusively 

evaluated the impact of these mutations in single, double or triple genotypes on the CFTR

processing along with functional characterization. We compared the clinical characteristics of 

patients with functional investigations. Immunofluoresence staining was performed to detect 

the localization of wild type and CFTR mutants. Protein level in Hela cells was evaluated by 

Western blot after transfection.  
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The mutations in patients with CBAVD may result in a CFTR protein with a normal 

structure but low levels of expression [Osborne et al., 1993], which may cause disease only in 

the organs most sensitive to CFTR dysfunction, such as the vas deferens [Trezise et al., 1993; 

Tizzano et al., 1993]. The p.Asp443Tyr mutation is frequently observed in CBAVD patients 

and in patients with idiopathic chronic pancreatitis. It is also frequently associated in cis with 

other missense mutations p.Gly576Ala and p.Arg668Cys, [Bienvenu T, personnel 

communication]. Western blot analyses showed a reduced expression level of the 

p.Asp443Tyr mutated CFTR protein and the cellular localization showed that a part of this 

mutant protein is trapped in the Golgi apparatus and is not transferred to the plasma 

membrane, which reduces the overall expression but the CFTR function was approximately 

similar to the positive control reaction. This indicated that the amount of mature CFTR 

protein is sufficient for normal Cl- channel conductance. The p.Gly576Ala is a missense 

mutation that resulted in a severe splicing defect, with only 7% of normal exon12+ mRNA 

transcripts and cause CFTR exon 12 skipping [Pagani et al., 2003]. This result is consistent 

with the findings found in this study which showed normal maturation of the CFTR protein 

but a decrease in the activity of functional protein. Recent studies by Castellani et al. [2008] 

reported that p.Gly576Ala mutation may belong to CF-causing or CFTR-related disorders. 

The p.Arg668Cys polymorphism has been reported with high frequencies in patients with 

disseminated bronchectasis, asthma and CBAVD [Pignatti et al.,1995; Pignatti et al., 1996; 

Girodon et al., 1997; Lazaro et al., 1999; Kanavakis et al. 1998] and recently found in patients 

with pancreatic-sufficient CF, alcoholic chronic pancreatitis [Casal et al., 2004] and CBAVD 

patients (the current study). In addition, it was found in a patient with pancreatic insufficiency 

when present in cis with other CFTR mutation as reported by Krasnov et al., [2008]. In fact, 

the Arg668Cys variant acts as a real mild mutation and generally conferred mild disease. 
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Furthermore, p.Gly576Ala and p.Arg668Cys mutations are documented in US Hispanic CF 

population with a relative frequency greater than 1% [Iris et al., 2005]. 

The non classic CF forms, including late-onset pulmonary disease, bronchiectasis, and 

congenital bilateral absence of vas deferens or idiopathic pancreatitis were associated with the 

presence of the p.Gly576Ala allele combined with the p.Arg668Cys polymorphism [Polizzi et 

al., 2008]. The double mutant allele p.[Gly576Ala;Arg668Cys] and 

p.[Asp443Tyr;Gly576Ala] represent apparently a weak response of CFTR activity 

comparable to cells transfected by WT-CFTR due its ER retention of these mutations. Such 

decrease of the CFTR chloride channel function most likely results from reduced a mount of 

mature protein and therefore the CFTR channel density in the plasma membrane. It appears 

that the combination of p.Gly576Ala and p.Arg668Cys alleles reflected variable degree of CF 

disease phenotype. Additionally, the complex CFTR genotype 

p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys] which is primarily associated with male infertility 

(CBAVD) was recently found in a patient with chronic pancreatitis [Casal et .al., 2004]. The 

present findings showed that this genotype has incomplete maturation and mislocalization of 

CFTR protein. Thus, one could propose that p.[Gly576Ala;Arg668Cys] allele decrease the 

level of CFTR protein expression and activity as shown in this study. This complex allele had 

been reported in a family exhibit a mild CF phenotype and it is therefore possible that the 

inclusion of the p.Asp443Tyr mutation to this allele result in the CF phenotype [Rowntree and 

Harris, 2003] and severity of this genotype. The phenotype variability seen in this allele could 

be determined by other non-CFTR genes acting as possible modifier of disease expression 

which could explain the pathogenic role of this allele.  

More interesting, the complex CFTR allele p.[Gly149Arg;Gly576Ala;Arg668Cys] that 

has been found in CF patients, containing the p.Gly149Arg in exon 4, p.Gly576Ala in exon 

12 and p.Arg668Cys in exon 13 and p.Phe508del on the other allele in a compound 
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heterozygote. This finding is in accordance with current study demonstrating an incomplete 

maturation and mislocalization of CFTR protein. The missense mutations p.Gly149Arg lead to 

substitution of amino acid alterations in more conserved portions of the CFTR protein, was 

previously reported in a CBAVD patient [Mercier et al. 1995]. It was associated to frequent 

mutations tested in this study. This indicate the importance of this association which showed 

the accumulation of deleterious effect of different CFTR gene mutations upon CFTR protein 

to be cause of CF rather than these mutations a lone.

To investigate the impact of different compound association in more detail, we 

established further combination structure which not found in the subjects for further study of 

the previous mutations. Interestingly, we noted that p.Gly149Arg, p.[Asp443Tyr; 

Arg668Cys], p.[Gly149Arg;Asp443Tyr], and p.[Gly149Arg;Asp443Tyr;Gly576Ala], 

p.[Gly149Arg;Gly576Ala;Arg668Cys], p.[Gly149Arg;Asp443Tyr;Gly576Ala; p.Arg668Cys] 

inhibit CFTR maturation by altering the glycosylation of CFTR. The absence of glycosylation 

is consistent with the hypothesis that these mutant proteins are trapped in the ER and are not 

transferred to the Golgi apparatus where the glycosylation takes place.  

The poly-T tract (Tn), near a poly-TG repeat [(TG)m], in the branch/acceptor splicing 

site of intron 8 exists in three variants with 5, 7 or 9 thymidines (the T5, T7 and T9 alleles 

respectively) [Kiesewetter et al., 1993]. The T7 and T9 alleles generate a predominantly 

normal transcript, whereas the T5 variant generates two transcripts, one normal with exon 9 

intact and the other with an in-frame deletion of exon 9. The translated product of the CFTR 

transcript lacking exon 9 is apparently devoid of cAMP-activated chloride conductance 

[Jézéquel et al., 2000]. For the polymorphic IVS8 (TG)mTn, haplotype TG11/T7 was the 

most common in all studied subjects.  

Most cases of cystic fibrosis (CF) are caused by mutations that block the biosynthetic 

maturation of the CF gene product, the CF transmembrane conductance regulator (CFTR) 
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chloride channel. CFTR-processing mutants fail to escape the endoplasmic reticulum and are 

rapidly degraded [Comet-Boyaka et al., 2004]. The most common mutation is the F508 

mutation, which localizes to the first nucleotide-binding domain (NBD1) and is present on 

90% of all CF chromosomes. Little or no p.Phe508del-CFTR protein escapes the 

endoplasmic reticulum (ER) under normal conditions; instead, this mutant is rapidly degraded 

by the proteasome [Ward et al., 1995]. We have shown that CFTR mutants p.Asp443Tyr, 

p.Gly576Ala, p.Arg668Cys, p.[Asp443Tyr;Gly576Ala], p.[Gly576Ala;Arg668Cys] can be 

expressed in the plasma membrane of HeLa cells. Abnormal function of p.Gly149Arg, 

p.[Gly149Arg;Asp443Tyr], p.[Gly149Arg;Asp443Tyr;Arg668Cys], p.[Gly149Arg; 

Gly576Ala;Arg668Cys], p.[Gly149Arg;Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys] and 

p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys] mutations like p.Phe508del-CFTR suggest that the ER 

retention of these mutants result in the absence of normal Cl- channel conductance.  

Taken together, these results provide different CFTR activities between CFTR 

constructs. This behaviour could be due to some mutant pairs may be able to complement 

each other by increasing the overall CFTR function, but other mutant pairs may not. This may 

explain some of the phenotypic variation in patients with CFTR mutation, especially those 

with some residual function [Zerhusen et al., 1999]. There are examples where the second site 

mutation can modulate the effect of the principal mutation [Dork et al., 1991; Hung et al.,

1998; Romey et al., 2000]. The findings support the hypothesis that differences in CF 

phenotype could be related to the effect of the genotype on CFTR protein production and 

function. 

In conclusion, we propose that the subcellular localization and functional analysis of 

CFTR are useful to confirm the precise phenotypic consequences of the complex CFTR 

alleles. Subsequently, these compound genotypes should alert the clinicians which provide the 

insight on pathological impacts of these structures upon the possibility that they may 
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contribute to CFTR phenotype. It is also very efficient and sensitive for mutation diagnosis of 

compound heterozygote in patients. This study may also provide useful information on the 

role of allelic heterogeneity in CF disease and might prove beneficial to CF patients. Further 

studies of such alleles with complex genotypes among cystic fibrosis patients will allow 

detailed characterization of the regulation of CFTR gene expression. 
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Figure legends: 

Figure 1: Schematic diagram of Human CFTR protein and the location of mutations 

studied in CFTR cDNA.  

(A) The structural components of the CFTR protein, which include two membrane spanning 

domains (MSD1 and MSD2), two nucleotide-binding domains (NBD1 and NBD2), and a 

regulatory region (R).  

(B) Partial representation of the plasmid covering exons 4 -13 of the CFTR cDNA, the exons 

are indicated by the boxes; the desired mutations in the current study are given above.  

(C) Diagrammatic representation of Plasmid Constructs in dotted Lines illustrating (a) Single 

mutant, G149R (p.Gly149Arg, c.445 G>A), D443Y (p.Asp443Tyr, c.1347 G>T ), G576A 

(p.Gly576Ala, c.1727 G>C) mutations and R668C (p.Arg668Cys, c.2002 C>T) 

polymorphism; (b-e) double mutant, p.[Gly576Ala;Arg668Cys], (f-h) triple mutant, 

p.[Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys], p.[Gly149Arg;Gly576Ala;Arg668Cys]. 

Figure 2: Subcellular localization of wild-type and mutant CFTR protein (green) in 

expressing HeLa cells assessed by confocal laser scanning microscopy. CFTR is stained 

green after cell permeabilization. (a) GFP protein, (b) wild-type or mutant GFP-tagged CFTR 

mutant proteins: p.Phe508del, p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala and p.Arg668Cys polymorphism. 

(d-f) p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala and p.Arg668Cys are targeted to the plasma membrane. 

Mutants p.Phe508del (c), p.[Asp443Tyr; Gly576Ala] (g) p.[Gly576Ala;Arg668Cys], (h) 

[p.Asp443Tyr;p.Gly576Ala;p.Arg668Cys], (i) Gly149Arg (j) 

p.[Gly149Arg;Gly576Ala;Arg668Cys] are not targeted to the plasma membrane but either 

mislocalize, or diffuse in the cytoplasm compared with the wild-type transfected cells (j-o). A 

mean number of 15 cells were examined in 3 independent experiments for each CFTR 

protein analysed. Scale Bars, 10μm. 
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Figure 3. Functional analysis of wild-type and mutant GFP-tagged CFTR protein.  

(A) HeLa cells were transiently transfected with wild-type (a) or mutant (b–d) GFP-tagged 

CFTR. Cells are stained for Golgi body with the Golgi 58K antibody followed by incubation 

with Alex-Fluor 555 goat anti-mouse secondary antibody. Cell nuclei were stained blue with 

TO-PRO-3 as indicated above each column. The last column shows the merged images of 

each row. Mutant proteins D443Y partially localize the cell membrane but retained within the 

Golgi body (c) and G576A (e) and R668C (d) show strong membrane fluorescence similar to 

the wild-type.  

(B) Western blotting analysis of WT and mutant CFTR in transiently expressing HeLa cells. 

CFTR is detected by M3A7, a mouse monoclonal antibody that recognizes an epitope at the 

C-terminal of CFTR, in the region of residues 1370 to 1380.  Arrows indicate positions of 

core-glycosylated (band B) and fully glycosylated (band C) forms of CFTR. Lane 1: GFP-

WT-CFTR, lane 2: GFP-F508del-CFTR, lane 3: GFP-p.Asp443Tyr-CFTR, lane 4: GFP- 

p.Gly576Ala-CFTR, lane 5: GFP-p.Arg668Cys-CFTR, lane 6: GFP-

p.Asp443Tyr;p.Gly576Ala; p.Arg668Cys-CFTR.  

(C) Densitometric analysis of the CFTR bands. Efficiency of CFTR maturation is shown as 

the ratio of mature fully-glycosylated (band C) to total CFTR (bands C+B). Data represent the 

means ± SEM of at least three independent experiments. *Significantly different from WT- 

CFTR (P<0.025).  

(D) Properties of wild-type and mutant CFTR by fluorescence imaging.  Histograms report 

the means of the relative fluroscence collected from separate experiments. Examples of 

typical time courses of relative fluoresence obtained at respect time. A mixture of forskolin 

(10μM) + genistein (10μM) is used to activate CFTR. CFTRinh – 172 (10μM) is used to 

inhibit CFTR.  (A) HeLa cells transfected with wild-type (WT) CFTR as positive control, 

(F508del, GFP) as a negative control, and CFTR mutants; p.Asp443Tyr, p.Gly576Ala and 

p.Arg668Cys.  Statistical significance is ***p< 0.001; **p<.01; *p<0.05; ns, non significant. 



Résultats & Discussions – Partie 2 

139

Figure 4. Functional analysis of wild-type or mutant GFP-tagged CFTR protein.  

(A) HeLa cells were transiently transfected with mutant (a–d) GFP-tagged CFTR. Cells are 

stained for ER with the calreticulin antibody followed by incubation with Alex-Fluor 555 

doneky anti-rabbit secondary antibody. Cell nuclei were stained blue with TO-PRO-3as 

indicated above each column. The last column shows the merged images of each row. Mutant 

proteins p.Gly149Arg (b), p.[Asp443Tyr;Arg668Cys] (c),  

[p.Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys] (d)  and p.[Gly149Arg;Asp443Tyr;Arg668Cys] (e)   

were retained within the Endoplasmic Reticulum (ER) similar to the p.Phe508del-CFTR (a).  

(B) Western blotting analysis of WT and mutant CFTR protein in transiently expressing HeLa 

cells. CFTR is detected by M3A7, a mouse monoclonal antibody that recognizes an epitope at 

the C-terminal of CFTR, in the region of residues 1370 to 1380.  Arrows indicate positions of 

core-glycosylated (band B) and fully glycosylated (band C) forms of CFTR. Lane 1: GFP-

WT-CFTR, lane 2: GFP-p.Phe508del-CFTR, lane 3: GFP-p.Gly149Arg-CFTR, lane 4: GFP-

Gly149Arg; p.Gly576Ala;p.Arg668Cys-CFTR.  

(C) Western blotting analysis of the CFTR mutants: p.[Gly576Ala-p.Arg668Cys-CFTR] and 

p. [Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys]. 

(D) Properties of wild-type and mutant CFTR by fluorescence imaging.  Histograms report 

the means of the relative fluroscence collected from separate experiments (a-c). Examples of 

typical time courses of relative fluoresence obtained at respect time (d-f). A mixture of 

forskolin (10μM) + genistein (10μM) is used to activate CFTR. CFTRinh – 172 (10μM) is 

used to inhibit CFTR.  (A) HeLa cells transfected with wild-type (WT) CFTR as positive 

control, (p.F508del, GFP) as a negative control, and CFTR mutants; p.Gly149Arg, 

p.[Asp443Tyr;Arg668Cys], [p.Asp443Tyr;Gly576Ala;Arg668Cys] and 

p.[Gly149Arg;Asp443Tyr;Arg668Cys]. Statistical significance is ***p< 0.001; **p<.01; 

*p<0.05; ns, non significant. 
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Table 1: List of oligonucleotide primers used to create p.Gly149Arg, p.Asp443Tyr, 

p.Gly576Ala mutations and p.Arg668Cys polymorphism by site-directed mutagenesis.  

Table 2: Phenotype and genotype data of patients carrying at least one of the CFTR gene 

mutations studied (p.Asn443Tyr, p.Gly576Ala, p.Arg668Cys, Gly549Arg) 

Table 3: Comparison of mutation genotypes and their impact on subcellular localization, 

CFTR processing and iodide efflux.  
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Figure 2:  
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Figure 3:  
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Figure 4: 
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Table 1: 

CFTR Mutation Nucleotide 

Change 

Mutagenesis primer 5’  3’ 

D443Y 

 (c.1347G>T, p.Asp443Tyr) 

G to T at 1459 5’ GTACTCCTGTCCTGAAATATATTAATTTCA 3’ 

5’ TTTCAGGACAGGAGTACCAAGAAGTGA 3’

G576A  

(c.1727G>C, p.Gly576Ala) 

G to C at 1859 5’ TTAGACTCTCCTTTTGCATACCTAGATGTT 3’ 

5’CAAAAGGAGAGTCTAATAAATACAAAT 3’

R668C  

(c.2002C>T, p.Arg668Cys) 

C to T at 2134 5’ AACTGAGACCTTACACTGTTTCTCATTAG 3’ 

5’ GTGTAAGGTCTCAGTTAGGATTGAATT 3’

G149R  

(c.445G>A, p.Gly149Arg) 

G to A at 577 5’ GGCCTTCATCACATTAGAATGCAGATGAG 3’ 

5’AATGTGATGAAGGCCAAAAATGGCTG 3’

Two primers were used for each mutagenesis reaction. The mismatched nucleotides, which encode the mutated 
amino acids, are indicated by bold-typed and underlined letters. 
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 Table 3: 

CFTR mutation Exons Subcellular 

localization 

CFTR 

 Processing 

CFTR 

Activity 

p.Gly149Arg 4 ER immature F508del 

p.Asp443Tyr 9 GL, Mb mature WT 

p.Gly576Ala 12 Mb mature pWT 

p.Arg668Cys 13 Mb mature pWT 

p.Gly576Ala; p.Arg668Cys 12, 13 ER, PMb mature pWT 

p.Asp443Tyr; p.Gly576Ala; p.Arg668Cys 9,12, 13 ER mature pWT 

p.Gly149Arg;p.Gly576Ala; p.Arg668Cys 4,12, 13 ER immature F508del 
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Poster présenté au 11ème Colloque des jeunes chercheurs sur la mucoviscidose, 8 Mars 

2010, Institut Pasteur, Paris (France).
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II-4- Annexes  

4.1 Annexe 1 - autres constructions utilisées 

Pour étudier l'impact de l'association composé différent de façon plus détaillée, nous avons 

réalisé d’autres combinaisons qui n’existent pas chez les patients pour une étude plus 

approfondie des mutations précédentes.  

En présence du génotype D443Y-G576A, une diminution de la maturation de la protéine 

CFTR est observée (figure 32 B). Mais fait plus intéressant, dans les génotypes mutés 

suivants : 

- D443Y- G576A 

- D443Y-R668C 

- G149R-D443Y, 

- G149R-D443Y-R668C, 

- G149R-D443Y-G576A-R668C 

Une inhibition totale de la maturation de CFTR a été observée. Cette absence de glycosylation 

serait due au fait que ces protéines mutantes soient piégées dans le RE. Ainsi, elles ne sont pas 

transférées à l'appareil de Golgi (organite dans lequel la glycosylation est réalisée). L’'analyse 

de la localisation (figure 32 A) et de la fonctionnalité (figure 32 C) a confirmé ces résultats. 
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Figure 32. Analyse des protéines sauvage et mutées GFP-CFTR 

(A) : localisation par immunofluorescence : vert : GFP, rouge : ER, bleu : noyau, merge : 

superposition des couleurs 

(B)  : maturation des protéines GFP-CFTR étudiées 

(C)  : fonctionnalité des protéines GFP-CFTR étudiées 
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4-2 Résultats supplémentaires : 

4-2-1 Comparaison de deux constructions plasmidiques portant l’ADNc de CFTR

Dans un premier temps, nous avons effectué toutes les expériences avec un plasmide 

porteur de l’information GFP-CFTR (les deux ADNc sont fusionnés en phase) (pS65T/EGFP-

C1/WT-CFTR, B. Stanton, Dartmouth, USA): la mutagenèse dirigée, le clonage, l’extraction 

des plasmides, le séquençage, les transfections pour mettre en évidence la localisation, la 

maturation et la fonctionnalité de la protéine. Dans la majorité des cas, les résultats obtenus 

sont cohérents entre le génotype et le phénotype : 

- une séquence sans mutation est associée à un phénotype normal et cela est vrai avec 

l’étude de la localisation membranaire, de la maturation et de la fonctionnalité de la 

protéine, 

-  une séquence mutée induisant un phénotype de mucoviscidose induit une localisation 

non membranaire, une absence de maturation et d’activité de CFTR, 

- des séquences mutées induisant des CFTR-RD induit une localisation membranaire, 

une maturation et une activité de CFTR. 

Toutefois, dans le cas de l’allèle complexe D443Y-G576A-R668C, la localisation non 

membranaire de la protéine, l’absence de maturation et la non fonctionnalité de la protéine ne 

sont pas en adéquation avec le phénotype CFTR-RD (et non mucoviscidosique) du patient.  

Une hypothèse pour expliquer cette différence serait une forte diminution de 

l’expression de la protéine GFP-YAC par rapport à la protéine YAC. En effet, l’addition de 

l’étiquette GFP pourrait induire une structure et une activité différente, empêchant la 

formation du canal et donc la fonctionnalité de la protéine. Ce changement de structure serait 

moins important dans les autres protéines (sauvage et mutées).  
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Pour vérifier cette hypothèse, nous avons testé ensuite une nouvelle construction dans 

laquelle l’ADNc de CFTR et l’ADNc de GFP sont présents dans le plasmide mais non 

fusionnés comme précédemment (pTCF-wt, construction de P. Fanen, CHU de Créteil, 

France). Ainsi, la structure de la protéine CFTR est intacte, sans modification de structure. 

Avec cette construction et les trois mutations en cis, nous observons une activité de la 

protéine CFTR, faible mais suffisante (figure 33), expliquant le phénotype peu sévère des 

patients.

Figure 33 : Comparaisons des résultats de la fonctionnalité des protéines CFTR sauvage et mutées 

(YAC) en fonction du plasmide utilisé (plasmide Poitiers : GFP-CFTR, plasmide Créteil : CFTR et 

GFP). Les résultats ont été obtenus par la technique physiologique décrite page 68 sur des cellules 

isolées au microscope confocal. WT-CFTR : D en position 443, G en position 576, R en position 668 ; 

YAC-CFTR : Y en position 443, A en position 576, C en position 668. 
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4-2-2 Analyse de la localisation des protéines CFTR sauvage et mutées en utilisant le 

plasmide pTCF. 

En utilisant le plasmide pTCF-wt, nous avons pu réaliser toutes les mutagenèses afin 

d’obtenir les différents plasmides mutés comme précédemment. La figure 34 présente la 

localisation non membranaire des protéines CFTR portant les mutations sévères (F508del, R 

et RAC, figure 34A) et celle membranaire de CFTR-WT et des autres CFTR mutés (comme 

Y, A, C, AC et YAC, figure 34B). 

Figure 34A : Localisation de CFTR sauvage et mutés par microsopie confocale. Les cellules 

HéLa sont incubées avec l’anticorps primaire anti-CFTR humain toute la nuit à 4°C. Les 

cellules sont incubées avec l’anticorps secondaire (Fluo Probe 488). Les noyaux sont marqués 

en bleu en utilisant le Topro-3 iodide. L’échelle représente 10μm.  

R : R en position 149, RAC : R en position 149, A en position 576, C en position 668. 
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Figure 34B : Localisation de CFTR sauvage et mutés par microsopie confocale. Les cellules 

HéLa sont incubées avec l’anticorps primaire anti-CFTR humain toute la nuit à 4°C. Les 

cellules sont incubées avec l’anticorps secondaire (Fluo Probe 488). Les noyaux sont marqués 

en bleu en utilisant le Topro-3 iodide. L’échelle représente 10μm.  

YAC : Y en position 443, A en position 576, C en position 668. 

AC : A en position 576, C en position 668. 

D443Y : Y en position 443, G576A : A en position 576, R668C : C en position 668.
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4-2-3 Résultats de la maturation des protéines CFTR sauvage et mutées en utilisant le 

plasmide pTCF. 

Les résultats obtenus ont été réalisés dans l’équipe du Dr P. Fanen au CHU de Créteil, suite à 

une collaboration établie depuis deux ans avec nous. Les résultats avec le plasmide pTCF 

portant les différentes mutations étudiées sont identiques avec ceux visualisés avec les 

plasmides mutés pS65T/EGFP-C1/CFTR, à l’exception du plasmide pTCF portant les 

mutations D443Y-G576-R668C (YAC). En effet, dans ce cas, la protéine CFTR-YAC 

présente une faible maturation (figure 35), ce qui indique que la protéine est maturée et 

localisée à la membrane. 

Figure 35 : Analyse de la maturation des protéines CFTR sauvage et mutées 
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4-2-4 Résultats de la fonctionnalité des protéines CFTR sauvage et mutées en utilisant le 

plasmide pTCF. 

Les résultats obtenus avec le plasmide pTCF portant les différents CFTR mutés sont 

identiques avec ceux visualisés avec les plasmides mutés pS65T/EGFP-C1/CFTR, à 

l’exception du plasmide pTCF portant les mutations D443Y-G576-R668C (YAC). En effet, 

dans ce cas, la protéine CFTR-YAC présente une faible activité (figure 36), ce qui confirme 

que la protéine est correctement maturée et localisée à la membrane.  
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Figure 36 : Analyse de la fonctionnalité des protéines CFTR sauvage et mutées. Le test t de 
Student pour séries appariées et non appariées a été utilisé pour déterminer la significativité 
des différences. ns : pas de différence significative, * : p<0,05, ** : p<0,01, *** : p<0,001. 
Tous les tests statistiques ont été réalisés à l’aide du logiciel Prism 4.0 (GraphPad Software). 
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III- Etude de l’impact d’une mutation sur l’épissage de l’ARN de 

CFTR 

III-1- Contexte de travail  

Les techniques de biochimie, de biologie moléculaire et de biologie cellulaire ont 

permis de perfectionner les études du gène et de la protéine CFTR, tout en montrant le fossé 

existant sur l’absence de renseignements sur l’ARNm. Cette observation fait que le 

laboratoire s’est dirigé depuis peu vers les techniques de l’étude de l’épissage pour pouvoir 

avoir en sa totalité l’impact des mutations : de l’ADN à la protéine, via l’ARNm. Le premier 

cas que nous avons étudié concerne le polymorphisme dans l’intron 6a, 875+40G>A, 

(c.743+40G>A). Cette variation intronique a été choisie car elle semble être la mutation 

commune de 16 patients (CF ou CFTR-RD) étudiés au CHU de Poitiers. En particulier, une 

famille nous a particulièrement intéressée, car elle indique la transmission héréditaire de cet 

allèle muté avec une pancréatite sévère chez l’adulte et de moindre gravité chez l’enfant 

(Annexe 1). Nous amplifions la région qui nous intéresse (région qui contient dans notre cas 

une partie de l’intron portant la mutation), à partir d’un ADN normal et de l’ADN muté. 

Après insertion dans un vecteur d’expression, nous transfectons des cellules eucaryotes pour 

extraire l’ARNm et étudions l’ADNc obtenu par RT-PCR dans les 2 cas.  

L’étude consiste à mettre en évidence l’implication d’une mutation ponctuelle dans la 

création d’un site d’épissage alternatif, étude essentielle pour pouvoir donner un conseil 

génétique. Par la suite, nous pourrons utiliser cette technique sur les mutations silencieuses ou 

faux sens, ou introniques qui semblent être impliquées soit dans des CF (comme K464N, en 

cours) ou dans des CFTR-RD (comme 875+40G>A).  
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III-2- Contexte bibliographique

Dans le cas d’une mutation ponctuelle ne provoquant pas l’apparition d’un codon 

STOP, cette mutation (faux sens ou silencieuse) pourrait toutefois avoir des conséquences 

pathologiques en créant un site d’épissage alternatif et produire ainsi une dégradation du 

messager appelé NMD (Non Sens Mediated Decay) (Chang et al., 2007). Il existe déjà 

quelques exemples dans la littérature concernant l’implication de certaines mutations sur le 

saut de l’exon 9 (Buratti et al., 2007), de l’exon 12 (Pagani et al., 2003) ou encore sur un 

épissage altéré de l’exon 13 (Aznarez et al., 2003) du gène CFTR. Plus récemment Faa et al., 

(2009) ont caractérisé une mutation affectant le site régulateur d’épissage de l’intron 6b. 

La variation 875+40A>G a été précédemment décrite comme un polymorphisme ne 

provoquant pas de CF sur la base de sa fréquence (Bombieri et al., 2000). Cette fréquence est 

de 2,5%-4% chez des patients espagnols (Casals et al., 2000). Cet allèle a été aussi détecté de 

façon sporadique dans différentes populations : chez des patients uruguyens (Luzardo et al., 

2002), slovaques (Kolesar et al., 2008), algériens (Loumi et al., 2008).  

III-3- Articles & Communications

  

ARTICLE 4 : Study the impact of the 875+40A>G polymorphism on CFTR
mRNA splicing (en cours de redaction)

Communication orale et affichée : 
Study the impact of the 875+40A>G polymorphism on CFTR mRNA splicing
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Abstract 

Since the identification of the cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR) gene in 1989, 

many mutations and polymorphisms have been identified in cystic fibrosis (CF) patients. 

However, a significant percentage of the CF alleles still remains unidentified in most of the 

studied populations, even after extensive studies of the CFTR gene. Moreover, many 

polymorphisms in the CFTR gene still remain to be characterized at the molecular level. The 

reason why an accurate characterization may be very important for the clinical and diagnostic 

world is because of its potential impact on our understanding of disease pathogenesis For 

example, recent studies have shown that some polymorphism may exhibit many features of 

CFTR-related disorders (CFTR-RD) such as the (TG)m and Tn polymorphic loci in intron 8 

at the splice acceptor site of exon 9 which can cause male infertility. Another example is 

represented by the CFTR polymorphism, 875+40A>G, shown to be relatively frequent in 

French patients with CFTR-RD. Different symptoms of CFTR-RD in patients of Poitiers 

CHU could have been explained by the presence of the c.743+40A>G polymorphism but this 

variant is often associated with numerous polymorphisms as 5T. Because epidemiological 

data was arguing against the pathogenicity of the 875+40A>G polymorphism, we have 

investigated CFTR mRNA splicing using a minigene-based approach. Constructs containing 

wild-type and mutant CFTR exon 6a and the intron-exon boundaries were cloned into the pTB 

minigene construct and expressed in HeLa, HT29 and HEK293 cells. mRNA was analyzed by 

RT-PCR using -globin-specific primers. This work shows clearly that this polymorphism 

does not result in aberrant splicing of CFTR mRNA as predicted from the changes in genomic 

sequence. 

Keywords: cystic fibrosis, polymorphism, hybrid minigene, splicing, population screening,  
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INTRODUCTION 

Cystic fibrosis (CF) is a common autosomal recessive genetic disorder caused by a variety of 

sequence alterations in the CFTR gene. Since the cloning of the cystic fibrosis transmembrane 

regulator (CFTR) gene in 1989, more than 1800 new mutations have been reported to the 

Cystic Fibrosis Consortium (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr). After complete sequence 

analysis of the CFTR gene in many laboratories, many mutations have been identified but 

have not completely examined. Indeed, molecular and cellular studies have also uncovered a 

large number of putative mutations which showed phenotypic variability. For this reason, 

further studies are still needed to determine their eventual pathological effects. So, the 

comprehensive study will help in giving an accurate genetic counselling and prognosis for 

patients or individuals.  

 In this respect, it is now clear that single nucleotide polymorphisms may also strongly 

influence gene expression at the splicing level (Nielson et al., 2007). Previous genetic studies 

have found that functional polymorphisms in the CFTR gene can alter the expression of 

CFTR (Cuppens et al., 1998). Previous studies have suggested that the most frequent 

polymorphism in CFTR gene, the M470V in exon 10, which represents for A or G variation at 

position 470, plays a role in modulating CFTR protein at both the transcriptional and 

translational levels. It was reported that the M470 CFTR was associated with a 1.7-fold of the 

V470 CFTR function (Cuppens et al., 1998). In addition, the polythymidine variants in intron 

8 [IVS8-poly (T)] are associated with the efficient usage of the intron 8 splicing acceptor site, 

and affect the transcription of exon 9 mRNA by exon skipping. The IVS8-5T results in 

approximately 90% of exon 9 skipping, leading to a non-functional CFTR, thereby is 

considered as a disease mutation with incomplete penetrance (Chu et al., 1993).  

More recently, the polymorphism 875+40A>G (c.743+40A>G) in intron 6a was 

classified as non-CF-causing allele on the basis of its frequency (Bombieri et al., 2000). This 
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polymorphism has sporadically been observed as uncommon in Uruguayan (Luzardo et al., 

2002); Slovac (Kolesar et al., 2008), and Algerian patients (Loumi et al., 2008), whereas it has 

been reported to have relatively frequent (2.5%-4.0%) in Spanish patients (Casals et al., 

2000). 

Here, we present a family carrying the 875+40A>G polymorphism in cis with 2694G 

and 4521T variants on the same allele in exons 14a and 24 respectively whereas each of them 

had normal effect on CFTR. The father of this family and his son had pancreatic inflammation 

with elevated sweat chloride levels in the absence of cystic fibrosis or any deleterious 

mutation. In order to investigate the eventual pathogenecity of the 875+40A>G polymorphism 

we examine its effect upon mRNA level in vitro using cultured cell-line (HeLa, HT29, 

HEK293) in minigene expression, a highly sensitive tool used to regularly screen putative 

CFTR mutations in CF patients.  

MATERIAL AND METHODS  

Analysis of 875+40A>G variant in the general population 

Between April 2007 and January 2010, 640 patients French origin were referred to CHU of 

Poitiers for genetic counselling of CF analysis. A total of 293 participants who completed the 

comprehensive examination of intron 6a were investigated. Genomic DNA was isolated from 

peripheral blood lymphocytes according to standard protocols. Subjects were initially 

screened on the basis of a complete medical symptoms and they carried 875+40A>G. The 

screening of the 875+40A>G variant has been performed by (DHPLC) analysis followed by 

Direct sequencing. PCR primers were: were: FOR (HPCF-6aA) 5 -

TCCTTTTACTTGCTTTCTTTCA-3  REV (HPCF-6aB) 5 -

TATGCATAGAGCAGTCCTGGTT-3. The PCR conditions were as follows: denaturation at 

95°C for 30 s, annealing at 55°C for 30 s and extension at 74°C for 40 s, for 32 cycles. The 
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reaction mixture contained 5 μL of PCR buffer, 200 μM each of dNTPs, 20 pmol of each 

primer and 1.0 U of DNA polymerase in a final volume of 50 μL, containing 1 μL of the first 

PCR homozygote were used as controls. All samples showing the DHPLC profile of the 

heterozygote have been sequenced using the amplification primers. Subjects were initially 

screened on the basis of a complete medical symptoms and they carried c.743+40A>G. The 

patients have different clinical manifestations (CFTR-RD or CF) (Figure 1). DNA samples of 

cases were analysed by previously reported methods. All 27 exons of CFTR were amplified 

by PCR followed by sequencing.  

Bioinformatics analysis 

The effect of 875+40A>G polymorphism on intron splicing has been predicted in silico by 

using NNSplice (www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html), NetGene2, HSFv2.4.1 

(http://www.umd.be/HSF/), PESX, Rescue-ESE, and ESE Finder 3.0 at 

http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home to identify modifications 

at the level of enhancer or silencer elements.  

Generation of the minigene constructs  

The construction and validation of the hybrid minigene used in this study has been described 

elsewhere (Pagani et al., 2000). Briefly, a PCR fragment encompassing exon intron6a and its 

flanking exons were amplified from human genomic DNA of normal and mutated intron 6a 

with intron5 and intron 6b primers (Table 1). After restriction enzyme digestion of used 

plasmid by NdeI restriction enzyme site, PCR products were inserted into pTBNdeI plasmid 

(kindly donated by F. Pagani). All hybrid minigene constructs were sequenced to verify the 

correct amplification of the wild-type and mutated DNA fragments. 

DNA sequencing 

Regions of interest in the hybrid minigene constructs were amplified by reverse transcription 

coupled with PCR (RT-PCR) using primers 2,3  and BraRev (Table1) and sequenced by an 
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ABI Prism 310 Genetic Analyzer using the ABI PRISM™ Big Dye™ Terminator Cycle 

Sequencing Kit (PE Applied Biosystems) with pTBDir and pTBRev primers.  

Transfection, RNA isolation and RT-PCR amplification 

HeLa, HT 29 and HEK 293 cells were transfected with 4μg of the wild type or the mutated 

minigene using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) for 24 h. according to the 

manufacturer’s instruction. Total RNA was extracted from cell lysate using the RNeasy Mini 

Kit (Qiagen, Germany) and was then dissolved in 50 μL of sterile water. cDNA synthesis was 

carried out at 37°C for 1 hour after adjustment of the mixture to contain 5 μL buffer 5X - 

Gibco-BRL (250 mmol/L Tris-HCl pH 8.3, 375 mmol/L KCl, 15 mmol/L MgCl2), 10 mmol/L 

DTT (Gibco-BRL,France), 1 mmol/L dNTP (Roche Diagnostics, France), 2.4 μg of random 

hexamer primers, 2 μL of sterile water, 10 μL of RNA, 40 U of RNAguard (Amersham

Biosciences, Orsay, France), and 400 U of reverse transcriptase of Moloney murine leukemia 

virus (MMLV). The reaction medium was made up to 50 μL with sterile water. Finally, the

reaction was stopped by a 2-minute incubation at 100°C. The PCR reaction medium consisted 

of 5 μL cDNA, 2.5 μL 10X buffer, 2 mmol/L MgCl2, 250 μmol/L of each dNTP, 10 pM of 

primers 2-3 and 2 in the hybrid minigene assay as previously described (Pagani et al., 

2000) and 3 units of Taq polymerase in a final volume of 25 μL. PCR was performed using a 

9700 GeneAmp Thermo Cycler (Perkin Elmer) under the following cycling conditions: initial 

denaturation at 94°C for 2 minutes, followed by 30 cycles at: 94°C for 30 seconds, 58°C for 

30 seconds, and 72°C for 30 seconds, followed by a final 5-minute extension step at 72°C. 

The reaction was verified by 1.5% agarose gel electrophoresis. 
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RESULTS 

Analysis of 875+40A>G variant in the general population 

During the period April 2007 - January 2010, 640 patients French origin were referred to 

CHU of Poitiers for genetic counselling of CF analysis. Of these, 293 participants have 

completed the comprehensive examination of intron 6a. Thirty of 293 were carried the 

875+40A>G variant in the intron 6a. 16 patients of them were initially screened on the basis 

of complete clinical symptoms and were diagnosed as having CF or CFTR-RD. Figure 1 

shows the abnormal DHPLC profile in these patients. There is a high degree of phenotypic 

variability in this polymorphism. The 875+40A>G allele was found such as congenital 

bilateral absence of vas deference (CBVAD) (5/16), DDB (3/16, pulmonary disease (2/16), 1 

hyperechogenecity (1/16) and CF (2/16). The detailed information found in the subjects 

participating in the study is shown in Table 2 and figure 2. Based on these data, the expected 

frequency of the 875+40A>G allele is 5%. 

Family Data 

In the course of study, we found an interested family. Here we present the main clinical 

feature of the family members. The family studied has the 875+40A>G polymorphism, in 

association with 2694T>G (exon 14a), and the 4521G>A (exon 24) polymorphisms on the 

same allele. The father has major health problems but not cystic fibrosis. This patient has a 

history of chronic diarrhea, but now can lead to a number of tools extremely important (40 to 

50 per day), and while the specific genes for pancreatitis are normal (tested at the University 

Hospital of Brest). In addition, there is a suspicion of asthma since childhood related to 

nocturnal and wheezing dyspnea. The mother has one normal allele, and the other one 

2694T> G (exon 14a) and 4521G> A (exon 24). She shows no signs of deleterious symptoms. 

The couple has 2 children, who carried the father's allele 875 40A> G. One son carries the 

normal allele of the mother, and he is in good health. The other son has the mutant allele from 
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the mother 2694T> G (exon 14a) and 4521G> A (exon 24) and he has a pathology of type 

CFTR-RD, but less severe than his father. 

 Splice-site predictions 

The effect of the predicted splicing mutations (c.874+40A>G) was first analyzed by

computer-assisted splice-site prediction using the NNSplice, and NetGene2 programs. The 

programs recognized the wild-type as well as the mutant splice site without any appreciable 

score reduction. Conversely, HSFv2.4.1 program analysis revealed that the donor-site score 

ranged from 2.54 in the absence of polymorphism, to 3.37 when the substitution took place. 

Finally, PESX analysis showed minor changes in ESS distribution, whereas Rescue-ESE 

showed no change either in the wild-type or in the mutant sequence, 

CFTR Minigene Analysis of 875+40A>G in Intron 6a 

We investigated the effect of 875+40A>G variant using a hybride minigene splicing 

approach. Constructs containing wild-type and mutated forms of intron 6a with their flanking 

regions were cloned into the pTBNdeI minigene system. Following transient transfection in 

HeLa, HT29 and HEK293 cells of wild type and mutant intron 6a minigenes, mRNA was 

analyzed by RT-PCR and direct sequencing using -globin-specific primers (Table 1). These 

primers do not amplify eventual ectopically expressed CFTR transcripts and a 1666pb 

fragment specific was obtained (Figure 3A). After ligation and transformation, several clones 

were analyzed by using restriction enzyme. Figure 3B shows the electrophoresis profil 

between plasmid with and without insert. The 540 bp products are due to the correct splicing 

of intron 6a and its flanking exons, indicating that this polymorphism did not induce any 

aberrant splicing in the minigene assay (Figure 4A). Direct sequence showed a correct 

splicing (Exon 6a-Exon 6b). As we tested two times (24h and 48h) our data suggested that the 

mutant RNA was correctly spliced and stably expressed. These experiments were repeated 

three times independently in three types of cells (Figure 4B). 
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DISCUSSION 

Mutations in the CFTR gene lead to the genetic disease cystic fibrosis (CF), a lethal 

autosomal recessive disorder (Riordan et al., 1989; Mickle and Cutting, 1998). A significant 

fraction (about 13%) of CFTR mutations is classified as “splicing mutations”, but for almost 

40% of these, their role in affecting the pre-mRNA splicing of the gene is not yet defined. 

Splicing mutations act by directly disrupting splice sites or by creating new ones (Faa et al., 

2009).  

Over 200 polymorphisms have been identified within CFTR gene 

(www.genet.sickkids.on.ca/cftr). These do not cause CF, but may alter CFTR protein 

production and/or function. Such alterations may be clinically insignificant in individuals 

without additional CFTR mutations, but have an influence on disease phenotype in patients 

with co-existing mutations (Davies et al., 2006). For example, the cDNA single-nucleotide 

polymorphisms 2694T>G and 4521G>A may affect pre-mRNA splicing by changing 

regulatory-sequence motifs of exonic splice enhancers, leading to increase skipping of exons 9 

and 12 and lower amounts of normal transcripts (Steiner et al., 2004). 

 This study aims at disclosing the new putative splicing polymorphism 875+40A>G by 

hydride minigene assay beside its frequency in the general population. The clinical 

investigation and mutational data of patients, who had this polymorphism in CFTR gene, were 

identified. This finding has shown that this polymorphism is associated with CFTR-RD 

diseases. Moreover, in a family, this polymorphism is present in cis with 2694T>G and 

4521G>A variants on the same allele in exons 14a and 24 respectively. The father has a 

severe pancreatic symptoms and his son has weak pancreatic inflammation with elevated 

sweat chloride levels in the absence of cystic fibrosis and any deleterious mutation. For this 

reason, we have chosen to study this nucleotide change. Here, we present epidemiological 

data in studied families. The 875 +40A>G polymorphism has been shown to be relatively 
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frequent in French population (5%) whereas, only 4% in the Spanich population (Casal et al., 

2004). Other previous studies screening for this variant in patients have been reported (Loumi 

et al., 2008; Luzardo et al., 2002; Bombieri et al., 2000). Moreover, single nucleotide 

substitutions may have a profound effect on the splicing efficiency inducing both exon 

inclusion and skipping. The changes in the splicing pattern were modulated by the 

composition of the polymorphic TG/T locus in intron 8 (Pagani et al., 2003). Thus, we have 

investigated the effect of 875 +40A>G using minigene constructs; the results revealed that 

this variant could not cause aberrant splicing of intron 6a. Therefore, this polymorphism could 

be considered as a non-pathogenic nucleotide change. However, we tested here only this 

polymorphism because it is the common point of characterized 16 patients. In the family 

presented, this polymorphism is always associated with 2694T>G and 4521G>A, and we have 

no data concerning the effect of this complex allele on CFTR. 

 Nowadays, thousands of mutations are identified yearly. Although many directly affect 

protein expression, an increasing proportion of mutations is now believed to influence mRNA 

splicing. They mostly affect existing splice sites, but synonymous, non-synonymous or 

nonsense mutations can also create or disrupt splice sites or auxiliary cis-splicing sequences 

(Desmet et al., 2009). Furthermore, there are many mutations which identified as a putative 

splicing mutation not fully examined and confirmed its impact. So, the current study shows 

this variant has no clinical consequences on CFTR protein and could classified as non 

pathogenic polymorphism due to its effect on pre-mRNA. However, these data provide a 

better characterization of 875 +40A>G in CFTR-RD patients in France; however, the search 

for other association with this polymorphism should be examined. 
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Figure legends: 

Figure 1. DHPLC profile of the wild-type, and of c.743+40A>G polymorphism. The top plot

detects the wild-type peak. The bottom plot detects the mutant peak of c.743+40A>G 

polymorphism. The result shows that this patient is a carrier for this polymorphism. The 

middle plot detects the mutant peak of positive control. (B) Direct sequencing of Intron 6a 

showed the c.743+40A>G polymorphism (filled arrow).

Figure 2. Phenotypic spectrum of c.743+40A>G in the analyzed patients. 

Figure 3. (A) Amplification og genomic DNA from the index cases analysed in this study.

(B) Linearization of different plasmids with NdeI shows the wild-type (pTB) minigene 

without NdeI cutting (lane2), with NdeI cutting (pTB/N, lane 3), the wild-type (C/WT) 

minigene harboring the c.743+40A>G(lane 4), and the construct harboring the c.743+40 

A>G variant (C/MUT, lane 5). The used Marker is Lambda DNA/HindIII 

Figure 4. (A) Schematic presentation of minigene splicing construct. (B) RT-PCR analysis of 

minigenes carrying the wild type sequence, WT, and c.743+40A>G polymorphism, MUT, in 

intron 6a mutations separated in a 1.5% agarose gel.  
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Table 1. Olignucleotides using in RT-PCR, and sequencing of inserted fragment. 

Name Sequence 

pTB2160Dir 5 -TATTCAGATATTTATGTCTAGG-3

pTB2270Rev 5 -CCCATGTGAGATATCTAGG-3

2,3 * 5 -CAACTTCAAGCTCCTAAGCCACTGC-3

BraRev* 5 -AGGGTCACCAGGAAGTTGGTTAAATCA-3

* indicate the sequence of RT-PCR olignucleotides 
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Table 2. Characterization of CFTR mutations in 16 patients carried the 875+40A>G 
polymorphism 
Patients Identified 

Mutations 

Other variations Tn, TGm, Clinical syptoms  

1 3007delG,  2694T>G, 4521G>A 7/7T, 10/12TG DDB 

2 - 2694T>G, 4404C>T, 

4521G>A 

7/7T, 10/11TG Chronic diarrhea, 

asthma, pancreatitis 

3 - 2694T>G, 4404C>T, 

1540A>A 

N/N sweat test, asthma 

4 - 2694T>G, 4404C>T, 

4521G>A 

N/N hyperechogenecity 

5 - 2694T>G, 4521G>A 5/7T, 11/11TG infertility 

6 D1152H, 

G85E 

2694T>G, 4521G>A N/N infertility 

7 L206W 2694T>G, 4521G>A N/N  infertility 

8 S1235R, 2694T>G, 1540>G, 

 4521G>A 

5/7T, 11/12TG CBAVD 

9 -  2694T>G, 4521G>A 7/7T, 10/12TG infertility 

10 - 2694T>G, 4521G>A 7/7T, 10/12TG infertility 

11 -  2694T>G, 4521G>A 7/7T, 10/12TG infertility 

12 -  2694T>G, 4521G>A 7/7T, 10/12TG oligospermy 

13 -  2694T>G, 4521G>A 7/7T, 10/12TG oligospermy 

14 -  2694T>G, 4521G>A, 

1540A>A 

7/7T, 10/12TG sweat test 

positive 

15 -  2694T>G, 4521G>A, 

1540A>A 

7/7T, 10/12TG hyperechogenicity 

16 -  1001+11C>T, 1540>G, 

2694T>G 

7/7T, 10/12TG DDB 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 4                                                         (A) 
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Présentations orale et affichée au 4th European CF Young Investigator Meeting, 24-27

August 2010, Lille (France). 
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III-4- Annexes

4-1 Annexe 1 :  

La figure 37 présente l’arbre généalogique de la famille avec deux individus atteints de 

CFTR-RD, et portant le polymorphisme 875+40A>G (intron 6a), avec l’association 2694T>G 

(exon 14a), et le polymorphisme 4521G>A (exon 24) sur le même allèle. 

Le père a d’importants problèmes de santé sans toutefois être atteint de mucoviscidose. Il 

s’agit d’un patient aux antécédents de diarrhée chronique évoluant depuis l’enfance, mais 

pouvant aboutir actuellement à un nombre de selles extrêmement important (40 à 50 par jour), 

et ceci alors que les gènes spécifiques des pancréatites sont normaux (testés au CHU de 

Brest). De plus, il y a une suspicion d’asthme depuis l’enfance en rapport avec une dyspnée 

sifflante et la présence d’épisodes dyspnéiques nocturnes. 

La mère présente un allèle normal, et sur l’autre 2694T>G (exon 14a) et 4521G>A (exon 24), 

elle ne présente aucun signe pathologique. 

Ce couple a 2 enfants, tous les 2 portent l’allèle du père 875+40A>G. L’un des enfants porte 

l’allèle normal de la mère, et est en bonne santé. L’autre porte l’allèle muté de la mère 

2694T>G (exon 14a) et 4521G>A (exon 24). Il présente une pathologie de type CFTR-RD, 

mais de moindre gravité que son père. 
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Figure 37 : arbre généalogique de la famille avec deux individus atteints de CFTR-RD, et 

portant le polymorphisme 875+40A>G. Les mutations sont écrites en 

couleur.
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4-2 Résultats complémentaires 

La mutation c.1392G> T (K464N) est une mutation de transition d’une thymidine en une 

guanosine dans l'exon 9 (figure 38D), ce qui provoque une modification du dernier nucléotide 

de l'exon 9 avec un changement de la lysine en asparagine en position 464 de CFTR. Cette 

substitution de part sa position serait capable de réduire l'efficacité d'épissage. L’effet de cette 

mutation putative d’épissage a été analysé par l’analyse bioinformatique en utilisant les 

programmes Delta-G, l’entropie maximale et Senepathy. Ces programmes comparent les 

séquences normales et mutées, et déterminent un score très différent entre les deux. Cette 
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mutation devrait affecter la solidité du site d'épissage 5'. Ce variant a été identifié chez un 

patient CF porteur de cette mutation sous forme hétérozygote et d’une mutation grave CF 

(c.3659delC) sur l'autre chromosome, ce qui conduit sur cet allèle à un décalage du cadre de 

lecture à partir de codon 1220 et donc absence de la protéine (Bieth E, communication 

personnelle). 

De plus, nous avons envisagé à partir du minigène cloné des mutagenèses dirigées 

pour modifier le site d’épissage en 5’ de l’intron 9 en créant deux nouvelles mutations 

(c.1392+1G>C et c.1392+1G>T, figure 38) qui devraient provoquer aussi une erreur 

d’épissage et nous permettre d’avoir des exemples de défaut d’épissage.
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Figure 38 : Structure du minigène hybride utilisé dans les expériences de transfection. 

(A) Les flèches indiquent les amorces utilisées ( -globine et fibronectine EDB) sont 

indiquées ainsi que le site Ndel.  

(B) L’insertion de la séquence mutée (c.1392G>T), 

(C) Le produit de PCR de la région amplifiée et la migration sur gel d’agarose 1,5% 

(D) L’insertion de la séquence mutée (c.1392+1G>C ou c.1392+1G>T).
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I - CONCLUSIONS GENERALES 

La mucoviscidose est la plus fréquente des maladies héréditaires sévères transmises sur le 

mode autosomique récessif dans les populations caucasiennes. En France, son incidence est 

estimée à une naissance sur 4500, variant de 1/2913 en Bretagne (Scotet et al., 2000) à 1/8885 

dans les régions Méditerranéennes (Des Georges et al., 2004). La mucoviscidose est 

caractérisée par une anomalie du transport épithélial des électrolytes dans les tissus exocrines. 

Le dysfonctionnement de la protéine CFTR altère de nombreux tissus, entraînant l’apparition 

de diverses manifestations notamment : maladie pulmonaire obstructive chronique, 

insuffisance pancréatique exocrine, infertilité masculine et modification de la concentration 

saline de la sueur. Toutefois, les variations concernant le mode et l’âge d’apparition des 

premiers symptômes, l’évolution de l’atteinte pulmonaire, les valeurs du test de la sueur ou 

les atteintes pancréatiques montrent une extrême hétérogénéité clinique (Boyle et al., 2003). 

La maladie est due à des mutations du gène CFTR (Riordan et al., 1989) qui altèrent les 

fonctions de la protéine CFTR, un canal à chlorures AMPc-dépendant (Anderson et al., 1991).  

 Le travail décrit dans ce mémoire a été entrepris en vue d’une étude plus précise des 

mutations du gène CFTR chez l’homme. Nous avons d’abord déterminé l’impact des 

duplications de l'exon 9 et de ses régions adjacentes sur la détection de mutations. Dans la 

seconde partie de notre travail, nous avons mené une étude sur les allèles complexes dans la 

population française et tenté de relier leurs profils d’expression à la physiopathologie de ces 

mutations. Dans la troisième partie, nous avons recherché l’effet d’un polymorphisme sur 

l'épissage alternatif de CFTR.

 L'analyse des mutations par ces trois techniques peut être ainsi particulièrement 

intéressante et utile dans le cadre du diagnostic moléculaire ou du diagnostic prénatal dans les 

familles étudiées. 
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I-1 Nouveau diagnostic des mutations de la région de l’exon 9 du gène 

CFTR

Comme nous l’avons déjà présenté, le dépistage des mutations de l’exon 9 de CFTR est 

difficile en raison du polymorphisme de la séquence (TG)m (T)n répétée située à l'extrémité 

de l'intron 8. L’utilisation des techniques basées sur la PCR ou la DHPLC pour la détection de 

mutations dans cette région est donc peu appropriée. En effet, si la DHPLC est réalisée, il est 

nécessaire d'utiliser des amorces qui sont en 3’ du site polymorphe (Le Marechal et al., 2000). 

Toutefois, comme cette séquence du gène CFTR a été dupliquée dans plusieurs régions du 

génome, nous avons démontré que l'utilisation de ces amorces classiques pourrait conduire à 

une mauvaise identification des mutations. 

 Aucune étude présentant l'impact des homologies de séquences entre l’exon 9 de 

CFTR et des séquences homologues n’avait été réalisée. Étant donné que les méthodes 

traditionnelles pour l'amplification de cette séquence seraient réalisées sur plusieurs copies 

extragéniques et extrachromosomiques, nous avons défini de nouvelles conditions de PCR 

(nouvelles amorces, et température d’hybridation), qui doivent être utilisées pour étudier 

exclusivement cette région du gène CFTR. Notre objectif est de fournir la preuve que les 

mutations décrites dans les bases de données sont soit des pseudomutations dans des régions 

dupliquées du génome, soit des mutations réellement présentes dans le gène. 

 L’analyse des alignements de séquences homologues à l'exon 9 de CFTR a révélé que 

cinq mutations enregistrées au sein d’un consortium international d’étude des mutations du 

gène CFTR (CFMDB, http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr) sont présentes dans ces régions 

dupliquées. En utilisant de nouvelles conditions de PCR qui permettent l'amplification 

spécifique de l'exon 9 de CFTR et de ses régions voisines, nous avons démontré que deux 

mutations précédemment décrites (1524+6 insC; 1524+12 G> A) sont absentes du gène, mais 

présentes dans des pseudogènes dupliqués (El-Seedy et al., 2009). Par contre, les trois autres 
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mutations, 1367delC, 1379A> G, 1524G> T ont été confirmées comme présentes sur l’exon 9 

de CFTR (cf article soumis –short communication). 

I-2 L’impact des différentes substitutions dans le gène CFTR (associées ou 

non)  

La mucoviscidose est une pathologie due à des dysfonctionnements de la protéine CFTR. La 

multitude de mutations et de groupes de mutations identifiées dans ce gène rend le diagnostic 

difficile. Il est donc important de corréler le génotype avec le phénotype pour assurer un bon 

diagnostic, en particulier le diagnostic prénatal. L’étude clinique, dans un premier temps, nous 

a permis de déterminer les complexes de mutations possibles, impliqués dans différentes 

pathologies, des plus légères aux plus graves. Toutes ces associations sont présentes chez les 

patients étudiés sous forme hétérozygote avec, comme autre allèle, l’information délétère 

F508del. L’ensemble des données cliniques nous a permis de mettre en évidence 3 allèles 

complexes induisant des phénotypes différents. L’allèle G576A-R668C, l’allèle D443Y-

G576A-R668C et l’allèle G149R-G576A-R668C induisent respectivement une pancréatite, 

une stérilité et/ou une pancréatite, et enfin la mucoviscidose. 

 Les protéines portant une seule mutation D443Y (dans le domaine NBD1), G576A 

(dans le domaine NBD1), et R668C (dans le domaine R), sont localisées au niveau de la 

membrane et glycosylées comme la protéine sauvage. Par contre, la mutation mutée G149R 

(dans la première boucle intracytoplasmique du domaine transmembranaire) semble avoir un 

effet délétère, c’est-dire une localisation strictement périnucléaire (RE), un défaut de 

glycosylation (absence de bande C) et une non fonctionnalité. 
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 L’hypothèse de départ était que la mutation G149R seule avait de faibles 

conséquences (Mercier et al. 1995), alors que le complexe porteur des trois mutations 

provoque un effet délétère (la mucoviscidose). Or nos résultats indiquent un effet délétère 

identique, confirmé aussi bien par la localisation des protéines en microscopie confocale que 

par Western blot ou par l’étude de la fonctionnalité. En effet, comme F508del, la mutation 

G149R seule est responsable d’un défaut de glycosylation (absence de bande C) et de ciblage 

de la protéine à la membrane. Ces résultats semblent être contradictoires avec ceux de la 

littérature (Mercier et al., 1995; Chillón et al., 1995; De Braekeleer et Ferec 1996; Feldmann 

et al., 2003). Cependant, il se peut que l’ensemble du gène n’ait pas été étudié dans ces études 

antérieures et que la présence d’allèles complexes explique ces différences. 

 Toutefois, tous nos résultats sont cohérents avec les phénotypes observés : les 

protéines possédant les trois mutations en cis G149R-G576A-R668C sont immatures, non 

membranaires et non fonctionnelles et sont présentes chez un patient atteint de 

mucoviscidose, les protéines possédant les deux mutations en cis G576A-R668C sont 

matures, membranaires et fonctionnelles et sont présentes chez un patient atteint de 

pancréatite. 

 Les différences de maturation observées par Western Blot pour les protéines 

doublement mutées G576A-R668C, et triplement mutées D443Y-G576A-R668C concordent 

avec les localisations cellulaires proches de ces deux protéines. Cette étude permet d’une part 

une meilleure compréhension de la mucoviscidose et des mutations qui sont mises en jeu. 

D’autre part, celle-ci permet d’apporter un diagnostic sûr pour chaque complexe de mutations, 

aussi bien dans le cadre d’un conseil génétique que dans celui d’un diagnostic prénatal.  
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I-3 Influence des mutations sur l’épissage des pré-ARNm chez les patients 

atteints de mucoviscidose ou de CFTR-RD  

Le polymorphisme génétique est défini par la présence de variants au niveau de l’ADN. Ce 

sont des changements sans conséquence apparente se retrouvant chez 1% de la population 

générale. Chaque individu possède une combinaison unique de différents traits polymorphes 

qui modifient la susceptibilité à développer certaines pathologies ou leurs complications, mais 

aussi qui modulent le type de réponse à un médicament ou à une agression. L’analyse fine du 

gène CFTR a montré l’importance d’une séquence nucléotidique polypyrimidique 

polymorphe (polyT) située dans l’intron 8 (extrémité 3’), au cœur d’une séquence critique 

pour le processus d’épissage, et constituée selon le cas de 5, 7 ou 9 thymidines. Ce 

polymorphisme se comporte comme une mutation à effet délétère modéré, susceptible 

d’aggraver l’effet d’une autre mutation du gène CFTR. Les polymorphismes de nucléotide 

peuvent aussi influencer fortement l’expression des gènes au niveau de l’épissage (Nielson et 

al., 2007).  

En outre, il existe de nombreuses mutations qui ont été identifiées comme des 

mutations putatives d'épissage. Toutefois, elles n’ont pas encore été entièrement examinées et 

de ce fait leur impact sur l’épissage n’est pas démontré. Notre étude vise à détecter de 

nouvelles mutations d’épissage par des études de minigènes construits pour valider ce test. 

Dans notre étude, nous rapportons les caractéristiques cliniques et moléculaires de patients, en 

testant le polymorphisme 875+40A>G. Après construction d’un minigène et transfection dans 

différents types cellulaires (cellules HeLa, HT29, HEK293), nous avons montré clairement 

que ce variant n’avait pas d’impact sur l’épissage in vitro alors que cette variation est 

fréquente chez les patients CFTR-RD. Cette nouvelle méthode mise en place dans le 

laboratoire permet de visualiser l'effet de variations sur l’épissage du transcrit et d’avoir un 

outil pour étudier les défauts d'épissage.  
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En résumé, les résultats obtenus à partir de ces trois études nous ont permis de mieux 

comprendre l’impact des mutations étudiées et ainsi d’émettre un diagnostic moléculaire 

documenté. 

II- PERSPECTIVES 

Les résultats de l’analyse génétique permettront l’orientation des familles à risque et 

l’établissement d’un véritable conseil génétique afin de faire comprendre aux personnes la 

nature du risque de transmission de mucoviscidose. 

Notre travail ne représente que des approches sur l’étude moléculaire et cellulaire de quelques 

mutations du gène CFTR.  

 En ce qui concerne la première partie, il reste à comprendre l’origine des duplications. 

Etaient-elles présentes avant le gène CFTR ou au contraire proviennent-elles de ce gène ? 

Nous pourrions amplifier avec les conditions spécifiques et non spécifiques la région autour 

de l’exon 9 à partir d’ADN de différentes espèces (primates, autres mammifères, …). 

Les résultats présentés dans la seconde partie pourraient être complétés par des 

expériences de co-localisation des protéines grâce à l’utilisation de marqueurs fluorescents 

des différents compartiments cellulaires ou par co-immunoprécipitation avec des protéines 

spécifiques de ces compartiments (appareil de Golgi, réticulum endoplasmique lisse ou 

rugueux). Des transfections dans des cellules polarisées permettraient de localiser plus 

précisément les protéines, ce modèle cellulaire étant plus proche de la réalité. De plus, des co-

transfections avec un plasmide porteur de CFTR-F508del d’une part et de CFTR avec les 
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mutations complexes d’autre part pourraient nous donner des résultats plus proches de ceux 

des patients doubles hétérozygotes. Des résultats préliminaires ont montré des produits de 

dégradation beaucoup plus importants qu’avec des mutations homozygotes dans nos 

conditions expérimentales. 

Quant à l’étude de l’épissage initiée depuis peu, nous n’avons pas démontré l’impact 

de la mutation 875+40A>G sur l’épissage, et ceci de façon répétée dans trois modèles 

cellulaires différents. Toutefois, il faudrait réaliser une RT-PCR quantitative sur des cellules 

issues de patients pour déterminer si la quantité d’ARNm est identique entre les informations 

sauvage et mutée. De plus, il serait judicieux de créer un minigène portant l’ensemble des 

polymorphismes afin d’être plus proche de la réalité. En effet, une variation seule n’a peut-

être pas d’effet alors que l’association en cis de plusieurs polymorphismes pourrait être la 

cause d’un épissage modifié. 

De plus, des mutations silencieuses, faux sens ou encore introniques pourront être 

testées afin d’étudier leur impact sur l’épissage et leurs conséquences physiopathologiques. 

En particulier, la mutation K464N (variation de dernier nucléotide de l’exon 9) est en cours 

d’étude. Selon une analyse bioinformatique, cette mutation devrait affecter la solidité du site 

d'épissage 5’de l’intron 9. L’étude clinique indique que cette mutation a été identifiée chez un 

patient atteint de mucoviscidose hétérozygote pour cette mutation et porteur d’une mutation 

grave sur l'autre allèle.  

A plus long terme, nous espérons obtenir, grâce à ces différentes techniques, une 

meilleure connaissance des mutations et de leur impact physiopathologique. 
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Etudes moléculaire et cellulaire des mutations du gène CFTR :  

de la génétique à la fonctionnalité de la protéine 

 La mucoviscidose est la maladie génétique grave à transmission autosomique 

récessive la plus fréquente dans les populations d’origine européenne. Cette pathologie est 

due au dysfonctionnement de la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane 

conductance Regulator), canal chlorure présent à la membrane apicale des cellules 

épithéliales. La gravité de la pathologie dépend de la ou des mutations du gène CFTR. 

L’objectif de nos travaux est de comprendre l’impact des mutations du gène CFTR afin 

d’établir un conseil génétique avisé. Pour cela, nous avons dans un premier temps déterminé 

quelles sont les mutations présentes sur l’exon 9 du gène. A cause de la présence de copies de 

cette région, nous avons établi de nouvelles conditions expérimentales pour étudier 

exclusivement le gène, et ainsi deux pseudomutations ont été détectées. Dans un second 

temps, nous avons étudié trois allèles complexes contenant des mutations fréquentes de CFTR 

(D443Y, G576A, R668C) et une mutation rare, G149R. In vitro nous avons mis en évidence 

l’effet délétère de G149R seule ou en complexe, et la diminution de la quantité de la protéine 

mature lorsque les autres allèles complexes sont présents. Dans la dernière partie de ce 

travail, nous avons mis en place au laboratoire les techniques d’étude de l’épissage. Pour cela, 

nous avons construit un minigène hybride qui nous permet de définir le rôle exact des 

substitutions nucléotidiques sur l’épissage alternatif. Les résultats obtenus à partir de ces trois 

études nous ont permis de mieux comprendre l’impact des mutations étudiées et ainsi 

d’émettre un diagnostic moléculaire documenté. 

Discipline : Aspects moléculaires et cellulaires de la biologie 

Mots clés : mutants CFTR, diagnostic moléculaire, allèle complexe, analyses fonctionnelles, 

minigène hybride, épissage 
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Molecular and cellular studies of CFTR gene mutations: 

 from genetics to the functionality of the protein 

Cystic fibrosis is a serious genetic disease autosomal recessive most frequent in 

populations of European origin. This pathology is due to dysfunction of the CFTR (Cystic 

Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) chloride channel present in the apical 

membrane of epithelial cells. The severity of the disease depends on mutations in the CFTR

gene. The objective of our work is to understand the impact of CFTR mutations in order to 

establish a genetic counseling notified. For this, we initially determined which mutations are 

present in exon 9 and its flanking regions of the gene. As this region is duplicated in the 

genome, we established new experimental conditions to study exclusively the gene, and thus 

two pseudomutations were detected. In the second step, we examined complexes containing 

three frequent CFTR mutations (D443Y, G576A, R668C) and a rare mutation, G149R. In 

vitro we have demonstrated the deleterious effect of G149R alone or in complex and the 

decrease the amount of the mature protein complex when other alleles are present. In the last 

part of this work, we developed the laboratory techniques for the study of splicing. For this, 

we constructed a minigene hybrid that allows us to define the exact role of nucleotide 

substitutions on splicing. The results obtained from these three studies allowed us to better 

understand the impact of the studied mutations and thus to make a molecular diagnosis 

documented. 

Keywords : CFTR mutants, molecular diagnostics, complex allele, functional analysis, hybrid 

minigene, splicing 



Résumé :  
 La mucoviscidose est la maladie génétique grave à transmission autosomique 
récessive la plus fréquente dans les populations d’origine européenne. Cette pathologie est 
due au dysfonctionnement de la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance 
Regulator), canal chlorure présent à la membrane apicale des cellules épithéliales. La gravité 
de la pathologie dépend de la ou des mutations du gène CFTR. L’objectif de nos travaux est 
de comprendre l’impact des mutations du gène CFTR afin d’établir un conseil génétique 
avisé. Pour cela, nous avons dans un premier temps déterminé quelles sont les mutations 
présentes sur l’exon 9 du gène. A cause de la présence de copies de cette région, nous avons 
établi de nouvelles conditions expérimentales pour étudier exclusivement le gène, et ainsi 
deux pseudomutations ont été détectées. Dans un second temps, nous avons étudié trois allèles 
complexes contenant des mutations fréquentes de CFTR (D443Y, G576A, R668C) et une 
mutation rare, G149R. In vitro nous avons mis en évidence l’effet délétère de G149R seule ou 
en complexe, et la diminution de la quantité de la protéine mature lorsque les autres allèles 
complexes sont présents. Dans la dernière partie de ce travail, nous avons mis en place au 
laboratoire les techniques d’étude de l’épissage. Pour cela, nous avons construit un minigène 
hybride qui nous permet de définir le rôle exact des substitutions nucléotidiques sur l’épissage 
alternatif. Les résultats obtenus à partir de ces trois études nous ont permis de mieux 
comprendre l’impact des mutations étudiées et ainsi d’émettre un diagnostic moléculaire 
documenté. 

Mots clés: mutants CFTR, diagnostic moléculaire, allèle complexe, analyses fonctionnelles, 
minigène hybride, épissage 

Summary: 
Cystic fibrosis is a serious genetic disease autosomal recessive most frequent in 

populations of European origin. This pathology is due to dysfunction of the CFTR (Cystic 
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) chloride channel present in the apical 
membrane of epithelial cells. The severity of the disease depends on mutations in the CFTR
gene. The objective of our work is to understand the impact of CFTR mutations in order to 
establish a genetic counseling notified. For this, we initially determined which mutations are 
present in exon 9 and its flanking regions of the gene. As this region is duplicated in the 
genome, we established new experimental conditions to study exclusively the gene, and thus 
two pseudomutations were detected. In the second step, we examined complexes containing 
three frequent CFTR mutations (D443Y, G576A, R668C) and a rare mutation, G149R. In 
vitro we have demonstrated the deleterious effect of G149R alone or in complex and the 
decrease the amount of the mature protein complex when other alleles are present. In the last 
part of this work, we developed the laboratory techniques for the study of splicing. For this, 
we constructed a minigene hybrid that allows us to define the exact role of nucleotide 
substitutions on splicing. The results obtained from these three studies allowed us to better 
understand the impact of the studied mutations and thus to make a molecular diagnosis 
documented. 

Keywords: CFTR mutants, molecular diagnostics, complex allele, functional analysis, hybrid 
minigene, splicing 
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