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Etude des haplotypes associés à la mutation F508del dans une population
Tunisienne

Résumé
Introduction : Depuis la découverte en 1989 du gène responsable de la
mucoviscidose, plus de 1900 mutations ont été rapportées. A l’exception de la
délétion F508del qui est retrouvée en moyenne sur les deux tiers des allèles
mutés, ces mutations sont caractérisées par leur rareté. Nous nous sommes
intéressés dans le présent travail à l’étude des haplotypes associés à la muta-
tion F508del dans la population Tunisienne.
Matériels et méthodes : Notre travail a comporté l’étude de 5 marqueurs
polymorphes extragéniques (XV2C et KM19) et intragéniques (IVS8CA,
IVS17bTA et IVS17bCA) chez 10 patients Tunisiens mucoviscidosiques 
portant la mutation la plus fréquente en Tunisie la F508del. Une population
saine de 30 sujets a été également incluse dans notre étude. Pour cela deux 
techniques de biologie moléculaire ont été utilisées : le polymorphisme de
longueur de fragment de restriction et la technique d’analyse des fragments
par électrophorèse capillaire.
Résultats : Les résultats obtenus montrent que la mutation F508del est liée à
différents haplotypes : l’haplotype B et le 23-31-13 (IVS8CA, IVS17bTA et
IVS17bCA). Ces deux haplotypes ont été retrouvés en Europe associés à la
mutation F508del ce qui suggère une origine commune de cette mutation. 
Conclusion : L’étude des haplotypes nous parait très intéressante car elle 
permet d’une part de déterminer l’origine ethnique des lésions moléculaires
responsables de cette pathologie et d’autre part d’augmenter l’informativité
génétique lors du diagnostic prénatal.
Mots clés : gène CFTR, F508del, haplotype, marqueurs extragéniques, 
marqueurs intragéniques.  

Study of haplotypes associated with the
F508del mutation in the Tunisian population
Abstract : Since the discovery in 1989 of the gene responsible for cystic fibro-
sis, more than 1900 mutations have been reported. The F508del deletion is
found on average two thirds of the mutated alleles, the remaining mutations
are characterized by their rarity. We are interested in this work to the study of
haplotypes associated with the F508del mutation in the Tunisian population.
In this study, we analyzed five extra (XV2C and KM19) and intragenic
(IVS8CA, IVS17bTA and IVS17bCA) polymorphic markers in 10 CF
Tunisians patients carrying the most common mutation F508del. A healthy
population of 30 subjects was also included in our study. For this two molecular
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Introduction

La mucoviscidose ou fibrose kystique du pancréas est la
plus fréquente des maladies héréditaires, transmises
selon le mode autosomique récessif et entrainant une
diminution de l’espérance de vie chez la population cau-
casienne. Cette maladie est due à des mutations du gène
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
Regulator) localisé au niveau du chromosome 7. Ce
gène formé de 27 exons, s’étend sur prés de 250 kb et
code pour une protéine transmembranaire de 1480
acides aminés appelée CFTR (1). De nos jours, plus de
1900 mutations différentes ont été identifiées documen-
tant l’extrême hétérogénéité clinique de notre maladie
(www.genet.sickkids.on.ca=cftr). La mutation  F508del,
qui correspond à une délétion de 3 nucléotides CTT au
niveau de l’exon 10 du gène CFTR, est considérée
comme étant la mutation la plus fréquente de par le
monde (2). En Tunisie, elle représente 47.06%  (3).  
L’étude des haplotypes liés à cette mutation permet de
déterminer son origine ethnique. Elle permet également
d’augmenter l’informativité génétique lors du diagnostic
prénatal et la détection de l’anomalie chez certaines
familles lorsqu’une ou aucune mutation n’a pas pu être
identifiée. C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés
dans le présent travail à l’étude de cinq marqueurs extra
et intagéniques à l’aide de deux techniques performantes
de biologie moléculaire : la RFLP (polymorphisme de
longueur de fragment de restriction) et la technique
d’analyse des fragments par électrophorèse capillaire. 

Patients et méthodes 

Patients 
Notre étude a porté sur 10 patients Tunisiens chez qui le 
diagnostic de la mucoviscidose a été basé sur un tableau cli-
nique très évocateur de la mucoviscidose (atteinte respira-
toire et/ou digestive) ainsi que deux tests de la sueur positifs
([Cl-]>60 mmol/l) par la technique de l’Exsudose.
Les patients étudiés sont tous porteurs de la mutation
F508del à l’état homozygote. Elle a été précédemment iden-
tifiée par la technique DHPLC (Denaturing High
Performance Liquid Chromatography) (3). Une population
témoin a été également incluse dans notre étude (30 sujets). 
Les parents des patients mucoviscidosiques ainsi que les
normaux qui ont participé à notre étude ont été informés
et un consentement a été obtenu.

Méthodes 
Tous les patients et les témoins ont bénéficié de l’étude
de 2 marqueurs polymorphes extragéniques (KM19 et
XV2C) par la technique RFLP ainsi que l’étude de 3
marqueurs polymorphes intragéniques (IVS8CA,
IVS17bTA et IVS17bCA) par la technique d’analyse des
fragments par électrophorèse capillaire sur un analyseur
génétique (ABI Prism 310 PERKIN ELMER).

L’étude des marqueurs extragéniques  
Les marqueurs XV2C et KM19 sont localisés en amont du
gène CFTR respectivement à 175Kb et 125kb (4). Ces
deux marqueurs ont été validés pour le diagnostic prénatal
depuis 1986 et ont été décrits par Estivill en 1987 (5). 
L’étude de ces marqueurs polymorphes a été réalisée en

biology techniques were used : the length polymorphism restriction fragment
(PCR-RFLP) and capillary electrophoresis.  The results show that F508del
mutation is linked to different haplotypes : the B haplotype for the extragenic
markers and 23-31-13 (IVS8CA, IVS17bTA and IVS17bCA) for the intragenic
markers. These two haplotypes were found associated with the F508del mutation
in Europe. These results suggest a common origin for this mutation. The study
of haplotype is very interesting because it allows in one hand to determine the
ethnicity of the molecular lesions responsible for this disease, and in the other
hand to increase the genetic informativity during prenatal diagnosis.
Key words : CFTR gene, F508del mutation, haplotype, extragenic markers,
intragenic markers
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utilisant une amplification par PCR suivie d’une diges-
tion enzymatique. L’ADN génomique a été amplifié en
utilisant des amorces décrites précédemment (4)
(Tableau I). Les produits de PCR sont ensuite digérés en
utilisant l’enzyme de restriction Taq I pour le marqueur
XV2C et l’enzyme PstI pour le marqueur KM19 (4). Les
produits de PCR et de la digestion enzymatique ont été
séparés sur un gel d’agarose de 1,5%. 
La reconstruction de l’haplotype XK a été déterminée
suivant le modèle de Beaudet (6) (Tableau II). 
L’étude des marqueurs intragéniques
L’analyse des 3 marqueurs polymorphes intragéniques
IVS8CA, IVS17bTA et IVS17bCA, localisés respective-
ment au niveau des introns 8 et 17 du gène CFTR a été
réalisée par PCR multiplexe en utilisant des amorces
fluorescentes (Tableau III) (7;8). 
20µl de formamide désionisé et 0.5µl de marqueur de
taille Tamra (Tamra 500) ont été mélangés avec 2 µl de

Haplotype XV2Ca KM19b

A 1 1

B 1 2

C 2 1

D 2 2

Tableau II : Nomenclature de l’haplotype XK (6)

a. 1 = absence et 2 = présence du site de restriction pour TaqI 
b. 1= absence et 2 = présence du site de restriction pour PstI

Marqueurs Sequences

IVS8CA (F) Fam 5’aaatctatctcatgttaatgctgaaga 3’
(R) 5’actaagatatttgcccattatcaagtt 3’

IVS17bCA (F) Hex 5’tgtcacctcttcatactcat 3’
(R) 5’aaacttaccgacaagaggaa 3’

IVS17bTA (F) Fam 5’gctgcattctataggttatc3’
(R) 5’tgtgaaaacagggataatac3’

Tableau III : Séquences d’amorces des marqueurs 
intragéniques

MALADES NORMAUX
Haplotypes Nombre de % Haplotypes Nombre de % P

chromosomes chromosomes

A 4 20 A 14 23.33 0.07
B 10 50 B 14 23.33 0.02
C 2 10 C 13 21.66 0.30
D 4 20 D 19 31.66

Tableau IV : La distribution des haplotypes XK chez les deux populations 

Avec :%  pourcentage

Marqueurs Sequences

XV2C (F) 5’gttgaagtgaattgaatg3’
(R) 5’gttcaaactatgtcaaag3’

KM19 (F) 5’gctgcatcatataagttgcc3’
(R) 5’aaggctacactgttaatttt3’

Tableau I : séquences des amorces extragéniques

produit de PCR. Après une dénaturation à 94°C pendant
4 min, le mélange réactionnel est injecté dans le séquen-
ceur de type ABI Prism 310 (PERKIN ELMER) en
mode analyse des fragments (Genscan). Les résultats
sont par la suite analysés par le logiciel Genscan 1.1.
Analyse statistiq ue :
Le test khi-deux (X2) a été utilisé pour comparer les
résultats obtenus entre nos deux populations. Si la valeur
de P est < 0.05, le résultat est considéré significatif.

Résultats 

La mutation F508del fut identifiée en 1989 en même temps
que le gène CFTR (1). C’est la mutation la plus fréquente
dans le monde avec 66% (2), ainsi qu’en Tunisie avec
47,06% (3). La F508del correspond à une délétion de 3
paires de bases (CTT) au niveau de l’exon 10 du gène CFTR
précisément entre 1652 pb et 1655 pb, entrainant la perte
d’une phénylalanine en position 508 de la protéine CFTR
(4). Chez les 80 chromosomes étudiés, dont 60 normaux,
différents haplotypes ont été identifiés (Tableau IV et V).  
Etude des marqueurs extragéniques 
La distribution des haplotypes XK chez les patients
mucoviscidosiques et les normaux est regroupée dans le
tableau IV.           
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Nom des Malades  Normaux P
haplotypes

Nombre de  Nombre de %
chromosomes % chromosomes

23-31-13 8 40 5 8.33 0.00088
16-31-13 4 20 1 1,66 0.0033
28-31-13 4 20 - - 0,0003 
28- 29-13 2 10 - - 0,013
32-31-13 2 10 - - 0,013
17-07-17 - 8 13,33
22-31-14 - 3 5
18-7-13 - 3 5
23-44-15 - 2 3,33
18-31-13 - 2 3,33
22-44-13 - 2 3,33
16-38-13 - 2 3,33
16-33-13 - 2 3,33
22-48-13 - 2 3,33
18-41-13 - 2 3,33
22-43-13 - 2 3,33
23-28-17 - 2 3,33
22-30-13 - 2 3,33
23-32-15 - 1 1,66
16-44-13 - 1 1,66
17-44-11 - 1 1,66
18-29-16 - 1 1,66
19-7-17 - 1 1,66
22-33-13 - 1 1,66
16-41-17 - 1 1,66
16-40-15 - 1 1,66
15-30-13 - 1 1,66
16-47-14 - 1 1,66
16-48-13 - 1 1,66
17-42-14 - 1 1,66
23-47-13 - 1 1,66
16-33-15 - 1 1,66
16-40-17 - 1 1,66
17-45-13 - 1 1,66
17-31-11 - 1 1,66
18-31-15 - 1 1,66
16-45-13 - 1 1,66
15-37-13 - 1 1,66

Le nom des haplotypes est défini selon le nombre de répétition au niveau des différents loci IVS8CA, IVS17bTA et IVS17bCA respectivement
Avec : %  pourcentage

Tableau V : Distribution des haplotypes intragéniques dans les deux populations
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Les différents haplotypes A, B, C et D ont été retrouvés
aussi bien chez les normaux que chez les patients
(Tableau IV).
L’haplotype B a été retrouvé chez 50% des chromo-
somes portant la mutation F508del. Une différence
significative a été notée entre les normaux et les 
mucoviscidosiques portant cet haplotype (P=0.02).
Etude des marqueurs intragéniques
Les haplotypes établis à l’aide des marqueurs IVS8CA,
IVS17bTA et  IVS17bCA sont regroupés dans le tableau V. 
Pour les 80 chromosomes analysés, 38 haplotypes diffé-
rents ont été trouvés ; Cinq d’entre eux associés aux 
chromosomes portant la mutation F508del avec un haplo-
type (23-31-13) représentant 40%. Une différence 
significative a été notée entre les deux groupes pour cet
haplotype (p=0.00088).

Discussion

Dans notre étude, nous nous somme intéressés à l’étude
des haplotypes liés à la mutation F508del en utilisant des
marqueurs extra et intragéniques. Ces différents 
marqueurs ont été utilisés compte tenu de leur grande
informativité. 
Les marqueurs XV2C et KM19 sont étroitement liés au
gène CFTR, la reconstruction des haplotypes à l’aide de
ces deux marqueurs peut considérablement faciliter
l’étude moléculaire du gène CFTR (9).
Dans le présent travail, l’étude de ces deux marqueurs
montre une association entre la mutation F508del et
l’haplotype B (50%). Une différence significative a été
notée entre les sujets normaux et mucoviscidosiques
portant l’haplotype B (p=0.02). Ce résultat concorde
avec ceux décrits dans la littérature. En effet,
l’haplotype B est souvent associé à la mutation F508del
dans différentes populations telles que l’Allemagne
(10), l’Italie (11), la Serbie (12), la Turquie (13) et
l’Angleterre (14), ce qui est en faveur de la théorie d’une
origine commune de cette mutation.
L’association de la mutation F508del avec le même
haplotype est susceptible de refléter une origine unique
de la mutation, qui a probablement été introduite il y a

environ 52.000 ans, durant l'ère paléolithique dans la
population «caucasoïde», après la divergence des grands
groupes continentaux (15).
La recherche des mutations mucoviscidosiques a été
facilitée par l’utilisation des marqueurs microsatellites,
en effet une forte association a été identifiée entre les
mutations du gène CFTR et les haplotypes construits à
l’aide de ces marqueurs (16).  
Dans notre travail suite à l’étude des marqueurs intragé-
niques, la mutation F508del a été associée à 5 haplo-
types différents. Une différence de distribution de ces
haplotypes entre les deux populations a été notée.
L’haplotype le plus fréquent chez les sujets malades 
23-31-13 (40%) a été trouvé seulement chez 8.33% dans
la population normale (P=0.00088). Cette association
peut considérablement faciliter la recherche de la 
mutation F508del. Le même haplotype a été retrouvé en
Angleterre (17), en France (9), en Irlande du Nord (19),
en Turquie (20), en Espagne (21) et en Italie (22). Le
reste des haplotypes associés à la mutation F508del 
(16-31-13, 28-31-13, 28- 29-13 et 32-31-13) peuvent
être le produit de recombinaisons génétiques produites
au cours du temps (9).
La reconstruction des haplotypes par le biais des 
marqueurs extra et intragéniques est un outil très important
lors du diagnostic moléculaire de la mucoviscidose. En
effet, l’étude des haplotypes permet d’orienter
l'identification des défauts moléculaires, la détection
d’anomalie chez certaines familles lorsqu’une ou 
aucune mutation n’a pas été identifiée, d'exclure l'existence
d'une contamination fœto-maternelle lors du diagnostic pré-
natal. Elle permet également de déterminer l’origine de
chaque mutation ainsi que de suivre son évolution au cours
du temps. Cette étude préliminaire doit être complétée sur
un nombre plus important de patients mucoviscidosiques à
fin de confirmer les résultats trouvés.  
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