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RESUME : Trois familles présentant un enfant at-
teint de mucoviscidose ont été analysées au moyen
de sondes d'ADN proches du locus de la mucovisci-
dose. La stratégie de détermination des haplotypes
parentaux associés aux gènes normaux ou mutés est
présentée, ainsi que leur application à la détection
des hétérozygotes parmi les enfants indemnes.

SUMMARY : Linked DNA probes have been used
in three families presenting an affected child with
cystic fibrosis. The strategy used for the determina-
tion of haplotypes associated with parental normal
and mutated genes is presented as well as its applica-
tion to the detection of cystic fibrosis carriers among
healthy children.
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detection.

La mucoviscidose est l'affection génétique la
plus répandue dans la population caucasoïde,
avec une fréquence de 1 pour 2 000 nouveau-nés.
Le déficit biochimique primaire est inconnu. Une
liaison génétique étroite a été décrite entre le
locus de la mucoviscidose (CF) et les sondes
d'ADN suivantes : COLIA2 (Scambler et al.,
1985), DOCRI-917 (Knowlton et al., i985), I'on-
cogène met (White et al., 1985), TCRB et pJ311
(Wainwright et al., 1985), 7c22 (Scambler et al.,
1986). Elles sont localisées sur le chromosome 7,
à une distance de I centimorgan (cM) poûr met et
pJ3.11 (Beaudet et al., 1986) et de 5 cM pour
7c22 (Scambler et al., 1986).

Un couple sonde-enzyme de restriction révèle
un marqueur (polymorphisme de restriction) en
mettant en évidence deux fragments d'ADN de
taille différente appelés allèle 1 et allèle 2. La
comparaison de la répartition des allèles dans une
famille permet dans les cas favorables d'associer
un allèle donné au gène normal (CF+) et/ou au
gène muté (CF-) chez les parents. La combinai-
son des allèles de chaque marqueur permet de dé-
finir un haplotype associé aux gènes CF+ et CF-

parentaux, et de suivre la transmission de ces
gènes dans la descendance.

Nous avons utilisé certains de ces marqueurs
dans trois familles présentant un enfant atteint de
mucoviscidose.

PATIENTS. MATÉRIEL ET MÉTHODES

L'ADN de chaque patient est extrait de leuco-
cytes, digéré par les enzymes de restriction
EcoRI, Taql, Mspl ou BanI, dans les conditions
définies par les fabricants (Bethesda Research La-
boratories et International Biotechnologies Inc.,
I.B.L). Les fragments d'ADN sont ensuite sépa-
rés sur gel d'agarose à 0,8 7o, transférés en milieu
basique (soude 0,2 N) sur membrane nylon (Com-
pasrM l.g.t.) selon' la méthode de- Southern
(1975). Les membranes sont ensuite hybridées
avec les fragments 1,1 kilobases (kb) metD, 1,6
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86/02TABLEAU l. - Llete des sondes et des polymorphismes étu- 86/01
dlés. rt

Sondes Béfércnces bibliosraphisues Polymorp.rysr* 
J31ll.jr3îf3,,1.1.0]

Cooper C.S. et al. (1984)

White R. et al. (1985) met HÆaq I 7,5

met H/Msp I

Allèle 1 Allèle 2

metH/Mspl
metH/Taql
metD/TagI
pJ3.11/Mspl
7C22/EcoRl

metH/MryI
metH/TagI
metD/TaqI
pJ3.r1/Mspl
7C22/EcoRl

1,8
met H

Cooper.C.S. et al. (1984)
met D met DrTao I

White B. et al. (1986)

Spence J.E. et al. (1986) met D/Ban I 7,6

pJ3.11 Wainwright B.J

(D7S8) el at. (1985)

pJ3. 1 1/Msp I 1,8

Scambler P.J. et al. (1986) 7c22tÉco? I 7,2 5, 1

Fig. 1. - Haplotypes des famllles 86/01 et 86/02.
Sujet hétérorygote s obligatoire Z O. Suiet atteint
! !. ^Sqier j$_en1ne I O. Sujet dépisté hélérorysoteû O. Sujet dépisté homozygote-normàl @ E. Gènéîor-
mal+, gène muté-.

Dans la famille 86-02 (fig. 1) le polymorphisme
Tc22lEcoRI n'est pas informatif puisque tous les
sujets étudiés, à l'exception de II3 issu d'un pre-
mier mariage, sont homozygotes 1/1. Les autres
polymorphismes permettent d'associer les allèles
2 metHlMspl ou Taql maternels à CF , l'allèle 2
metDlTaql plterygl à CF* et l'allèle 2 pJ3.L7l
Msplmaternel à CF*.

L'enfant indemne (II2) présente :

L" Deux allèles 7 metHlMspl ou. TaqL Il n'a donc
pas hérité du chromosome 7 maternel porteur de
CF-. Ce résultat est confirmé par la présence de
I'allèle 2 pJ3.ltlMspl maternel.
2" L'allèle 2 metDlTaql paternel, associé au
gène normal CF+. On peut èonsidérer que cet en-
fant est homozygote CF+/CF+, en adméttant I'ab-
sence de recombinaison.

N'ayant pu étudier I'ADN du sujet 13 décédé, il
n'est pas possible de conclure pour l'enfant II3
quant à son éventuelle hétérozygotie.

Les résultats de la famille 87-01 sonl présentés
dans la figure 2.

Dans cette famille, les polymorphismes
metDlTaqT. et pJ3.11lTa4I ne sont pas informatifs,
tous les sujets étant homozygotes. Par contre il
est possible d'associer au gène CF+ maternel, les
allèles 2 metHlMspl ot TaqI et metDlBanl et au
gène CF- maternel I'allèle 27c22lEcoRl.

.l-es parenlq qont tous deux Ll2 pow le polymor-
phisme pJ3.L1lMsp1 ainsi que I'eniant arteint"(II2).
I,'allèle I pJ3.ltlMspl est donc associé à CF soit
chez le père soit chez la mère, et s'il l'est à CF'
chez le père il sera associé à CF* chez la mère.

Ainsi deux configurations sont possibles pour les
parents 11 et 12 (fig. 3) :

o Configuration I :

Père : allèle 2 pJ3. LllMspl, CF; allèle
1pJ3.lllMspI, CF*.

pJ3.1 1/Taq I 3,t

kb metH,0,7 kb pJ3.11, 5,1 kb 7c22, marqués au
"I pu. la méthode des oligonucléoiides firimers
(Feinberg et Vogelstein, 1983. 1984) à une acti-
vité spécifique de 2.10e cpmlpg. Les membranes
sont enfin lavées à 65nC (2XSSC, 0,I Vo SDS),
puis exposées sur film Kodak X-Omat S, 24 h'à
48hà- 800c.

Le tableau I donne la liste des sondes et les poly-
molphismes étudiés.

RÉSULTATS ET DISCUSSIoN

Dans la famille 86-01 (tig. 1), l'étude du poly-
morphisme metDlTaql n'apporte aucune informa-
tion, puisque les parents et I'enfant atteint sont
homozygotes 1/1 pour les allèles détectés.

_ L.! polymorphismes pJ3.1llMspl et
7c221 EcoRI sont partiellemenf informatifs. L'en-
fant atteint est 712 pour pJ3.1llMspl,le père est
Il2_,la mère 212 : cela permet d'asiocier Iiallèle 1
p.J3._lllMspd au gène CF- paternel ; I'homozygo-
tie 212 maternelle ne permet pas d'établir uné as-
sociation, ni avec CF* ni avec CF- .

Pour Tc22lEcoRI l'enfant atteint est 2l2,le père
2f2_,,|a mère ll2: il est possible d'associer au !ène
CF+ l'allèle 1 maternêI. L'homozygotie 2lZ" du
père ne permet pas d'établir une association.

Chacun de ces deux polymorphismes,
pl3.lllMspl et 7c22lEcoRI, n'est qué partielle-
ment informatif, Par contre I'enfant atteint est 1/1
potr metHlMspl ou Taql et les parents sont l'un
et l'autre Il2. Il nous est possible d'associer l'al-
lèle 1 au gène CF- et l'allèle 2 au gène CF* à la
fois chez le père et chez la mère. Les polymor-
phismes metHlMspl ot TaqI sont informatifs : un
enfant 1/1 sera atteint, un enfant 712 sera hétéro-
zygote et un enfant 212 sera homozygote normal,
avec cependant une marge d'erreur compte tenu
de la recombinaison génétique entre le locus CF
et metH.
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mot H / Mspl

' I 2,skb

,2 lpkb

Fig. 3. - Conligurations posslbles pour la famllle 87l0'l en
fonction de la répartltion des allèles 1 el 2 Ns-11iüsPll
chez les parenta. La conflguratlon I suppose une recombl-
naison (*) entre met et p3J11 pour chacun des dêux
enlants lndemnes, elle ne permet pas de conclure quant à
leur éventuelle hétérozygotie. La conflguratlon 2 n'lmpll-
quant pas de rccomblnalson apparalt plus probable.
Légende volr llgure l.
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Flg. 2. - AutoradlogrammeE deE allèlee détectés pour plu-
sleurs marqueurs (sonde/enzyme de restrlctlon) dans la fa-
mllle 8201. La tallle des allèlee est exprlmée en kllobases
(kb). La bande 2.3 kb (tr) metDlTaqL est une bande non
polymorphe.

Flg. 4. - Hâplotypæ dfflnltlls de la lamllle 87/01 montrant
l'hétérozygotle des sulets ll-l et ll-3.

Mère : allèle 1 pJ3.1.llMspl, CF- ; allèle
2 pJ3.L1.1Mspl, CF*.

o ConTiguration 2 :
Père : allèle 1 pJ3.1,1,lMspl, CF- ; allèle

2 pJ3.lllMspl, CF*.
Mère : allèle 2 pJ3.lllMspI CF- ; allèle

I pJ3.l1.lMspl, CF*.
Ce n'est que la répartition des allèles chez les

deux enfants indemnes (II1 et II3) qui permet de
lever cette ambiguTté. En effet la configuration 1

suppose une recombinaison eître met et pJ3.11 pour
les deux enfants indemnes alors que la configuration
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L'établissement des haplotypes familiaux permet
de dépister et de prévoir le génotype des sujets : hé-
térozygotes ou homozygotes. Plus le nombre de po-
lymorphismes étudiés est important plus on aug-
mente les possibilités de typer les chromosomes pa-
rentaux et de les suivre dans la descendance. Les ha-
plotypes seront enfin d'autant plus fiables que le ris-
que d'interférence avec une éventuelle recombinai-
son esl faible : Ia distance génétique entre chaque
marqueur et le gène muté doit donc être la plus fai-
ble possible. Les marqueurs que nous avons utilisés
sont pour les plus pioches à 1cM du locus CF.
D'autre part les fragments de l'oncogène met et
pJ3.11 que nous avons utilisés pour établir les haplo-
types des familles étudiées, seraient situés de part et
d'autre du locus de la mucoviscidose (Beaudet et al.
1986 ; Naylor et al., 1986) : cette disposition permet
de déceler une éventuelle recombinaison intéressant
ce locus.

Deux nouveaux marqueurs récemment décrits par
Estivill et al. (1987), très proches du locus CF de-
vraient améliorer la précision de la méthode. En
e_ffet ces marqueurs (révélés par les sondes XV2c et
CS7) montrent un fort déséquilibre de liaison généti-
que à la fois avec CF* et CF- : 94 Vo des chromoso-
mes CF- portent l'haplotype CS7/allèle 2, XYZcl
allèle 1. Dans ces conditions la détection des hété-
rozygotes reposerait alors non plus sur l'étude
familiale d'une liaison génétique entre un marqueur
donné et le locus CF, irais sür la présence ou'l'ab-
sen_ce-d'un haplotype présentant un fort déséquilibre
de liaison génétique avec CF* ou CF-.

ANNALES
DE GÉNÉTIQUE

2 n'implique pas de recombinaison. L'étude des ha-
plotypes dans cette famille permet de conclure à
l'hétérozygotie des enfants II1 et IIj (fig. a), dans la
mesure où I'on admet que la configuration 2 est la
plus probable. Par contre dans la configuration 1,
compte tenu de l'ordre des loci : metlCFlpJ3.1L, si
la recombinaison a lieu entre met et CF,lés enfants
II1 et IIj sont hétérozygotes ; si la recombinaison a
lieu entre CF et pJ3.11, les enfants IIr et IIs sont
homozygotes normaux.

CONCLUSION

L'établissement des haplotypes est permis grâce à
I'existence d'une liaison génétique entre les mar-
queurs 7c22, pJ3.l1, met et le locus de la mucovisci-
dose.

_Pour la famille 86-01 l'étude d'un seul polymor-
phisme (metHlMspl ot TaqI) a été suffisante pour
lyper les chromosomes parentaux. Cependant t<iutes
les familles ne peuvent être typées avéc un seul mar-
queur :-pour la famille 86-02 l'utilisation de deux po-
lymorptrismes (pJ3.11/MspI et metDtTaql) a ^été

necessarre.

En principe il faut étudier les parents et un enfant
'atteint. Cependant l'étude des pârents et d'un enfant
atteint peut être insuffisante pour le typage des
chromosomes parentaux : c'est le cas de la famille
87-01 où.la répartition des allèles I et2 pJ3.7"1lMspI
ne peut être précisée. Ce n'est que l'étude des deirx
enfants indemnes qui permet d'éiablir les haplotypes
parentaux de façon définitive.

Par ailleurs. Law et al. (1987) ont récemment
montré, dans deux cas particuliers, que le typage
était possible même s'il n'y a plus de iujet atieint":
I'une des familles avait présenté des sujets atteints
dans deux branches issües de deux sæ.urs. l'autre
une double consanguinité.
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