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Régulation du gène CFTR : 
beaucoup de questions, peu de réponses 

La mucoviscidose est une maladie 
génétique de transmission autosomi­
que récessive qui touche l 'enfant et 
l 'adulte jeune [ 1 ] .  La fréquence de 
la maladie varie selon les groupes 
ethniques et est plus élevée dans les 
populations d'Europe du Nord (un 
enfant atteint pour 2 500 naissances) . 
Le portage de l 'hétérozygotie atteint 
le chiffre remarquable de 1 sur 
25 individus. La symptomatologie cli­
nique de la mucoviscidose est domi­
née par l 'atteinte respiratoire avec 
une obstruction des voies aériennes 
par un mucus épais et collant, sui­
vie d'une infection par Pseudomonas 
aeruginosa. Il y a également une 
atteinte gastro-intestinale chez la 
majorité des patients avec,  dans 
85 % des cas, une insuffisance pan­
créatique externe. Cinq à 10 % des 
nouveau-nés naissent  avec une 
forme d'obstruction intestinale appe­
lée iléus méconial et 2 % à 5 % 
développent une maladie hépatique 
durant l 'évolution de la maladie. 
Chez J 'adulte, l ' infertilité est quasi 
constante chez les hommes (m/s 
n° 3, vol. 9, p. 344) et fréquente chez 
les femmes. 

Le gène responsable de cette mala­
die a été cloné chez l 'homme en 
1989 par clonage positionne! et 
dénommé CITR ( cystic fibrosis trans­
membrane conductance regulator). Situé 
sur le chromosome 7, il s'étend sur 
250 kb. L'ARN messager a une taille 
de l 'ordre de 6,5 kb et code pour 
une protéine de 1 480 acides aminés 
appartenant à la superfamille des 
protéines transporteuses ABC (ATP 
- binding cassette). Ces molécules ont 
en commun un ou deux domaines 
transmembranaires hydrophobes et 
un ou deux domaines NBF (nucleo­
tide - binding fold) qui fixent et cli­
vent l'ATP, fournissant J 'énergie 
nécessaire au transport De plus, le 

CITR a un domaine central (regula­
tory domain) riche en sérine, qui est 
la cible de la phosphorylation 
relayée par la protéine kinase A 
(PRA) . ll est maintenant certain que 
le CITR a, au minimum, une fonc­
tion de canal chlore directement 
activable par la PKA. La délétion de 
trois bases dans l'exon 10 entraînant 
la perte d'une phénylalanine en 
position 508 (M 508) au niveau du 
premier NBF est responsable de 
70 % des allèles mutés [ 1 ,  2] . ll sem­
ble que cette mutation entraîne un 
mauvais repliement de la protéine 
qui ne peut subir une maturation 
normale et ne parvient donc pas à 
la membrane. Il faut toutefois noter 
que lorsque celle-ci y parvient, elle 
possède une certaine activité [3] . 

La régulation du gène CITR est à 
l'évidence extrêmement complexe. 
La transcription du gène du CITR 
est limitée aux tissus épithéliaux. 
Chez l'embryon, il existe une 
expression contrôlée durant Je déve­
loppement au niveau des tissus [ 4] 
avec, par exemple, un fort niveau 
d'expression d'ARNm du CITR au 
niveau de l 'épithélium bronchique 
chez Je fœtus, qui n'est pas retrouvé 
après la naissance. Chez J'adulte, les 
expériences d'hybridation in situ 
chez l 'homme ou le rongeur ont 
clairement mis en évidence une spé­
cificité tissulaire tout à fait particu­
lière de l 'ARNm et de la protéine. 
Ainsi, au niveau des organes expri­
mant Je CITR (essentiellement le 
poumon, l'intestin, le pancréas, les 
glandes salivaires, la vésicule biliaire, 
les glandes sudoripares et le tractus 
génital) ,  seule une population de 
cellules épithéliales est concernée. A 
titre d'exemple, c'est au niveau des 
glandes submucosales que l 'expres­
sion du CITR est la plus importante 
dans le poumon [5] . De même, au 

niveau de l'épithélium intestinal, il 
existe un gradient d'expression 
décroissant de la crypte vers la vil­
losité et de la partie proximale à la 
partie distale du tube digestif [ 6] . 
Enfin, au niveau du tractus génital, 
l 'expression du CITR est contrôlée 
durant le cycle de l 'épithélium sémi­
nifère et Je cycle œstroprogesta­
tif [ 7] .  De plus, le profil d'expres­
sion du gène CITR est complémen­
taire de celui du gène MDR1 (multi­
drug resistance P-glycoprotein), un gène 
codant pour une protéine de la 
famille des transporteurs ABC [8] . 
Au niveau de l ' intestin, par exem­
ple, le MDR1 remplace progressive­
ment Je CITR lorsque les cellules 
migrent de la crypte vers la villosité. 
Le but de cette mini-synthèse est de 
faire le point sur l'état actuel des 
connaissances sur les mécanismes 
responsables de la régulation trans­
criptionnelle du gène CITR. Ces 
notions sont essentielles car, outre 
l'intérêt de comprendre la physiopa­
thologie de la maladie, la possibilité 
d'isoler les éléments d'ADN agissant 
en cis et conférant un niveau 
d'expression élevé, spécifique de 
tissu, serait particulièrement impor­
tante afin de les associer à l'ADN 
complémentaire normal en thérapie 
génique. De plus, l'identification de 
facteurs agissant en trans, et de leur 
régulation, pourrait permettre de 
rechercher le moyen de stimuler 
J 'expression du gène et la synthèse 
de la protéine, ce qui pourrait cons­
tituer une perspective thérapeutique 
dans les cas, telle la mutation &508, 
où une protéine mutée conservant 
une certaine activité est produite 
chez les malades. 

Séquence·, sites d'initiation de la 
transcription, exons alternatifs 

La région d'ADN en amont du gène 
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CFTR est riche en GC avec de nom­
breux sites potentiels de fixation des 
facteurs de transcription Sp l et AP-l 
et dépourvue de boîte TATA aussi 
bien

_ 
chez l 'homme [9] que chez la 

souns [ 1 0] . Toutefois, les seules 
homologies de séquence entre les 
deux espèce concernent un frag­
ment de 34 pb en amont de 
l'exon l ,  et un fragment de 20 + 
1 2  pb au niveau du premier intron. 

I � exi��e . _
ch�z l 'homme plusieurs 

s1tes ? m1tta_uon de la transcription. 
Le s1te maJeur semble être situé, 
pour les cellules exprimant un 
niveau élevé de CFTR, à 72 pb en 
amont de l'ATG, les autres se trou­
vant entre 60 pb en amont et 60 pb 
en aval du site majeur. Il faut tou­
tefois not r que les résultats sont un 
peu discordants selon les équipes [9, 
1 1 , 1 2] .  

De nombreuses isoformes de 
l'ARNm du CFTR, dues à un épis­
sage alternatif, ont été identifiées 
suggé;ant u� niveau ,de régulatio� 
s�pplementa1re dans 1 expression du 
gene CFTR. Deux exons, préalable­
ment non caractérisés, ont été 
détectés entre 900 et 500 pb en 
amont de l 'exon l (exon - l a et 
exon la) et il a été possible de mon­
trer par amplification de l'ADNe par 
PCR que l 'épissage pouvait se faire 
des exons - l a  à l a  et à 2 ou de 

� l a  à 2 [
_
1 2] . Toutefois, la significa­

tion physiOlogique de l'initiation de 
la transcription au niveau des exons 
- l a  et + la du CFTR reste obscure. 

Méthylation des cytosines 

Il existe chez les mammifères deux 
o/Pes de promoteurs différant par la 
�1chesse en îlots CpG, aussi appelés 
tlots HTF [ 1 3] , ceux qui sont riches 
en CpG (CpG - island prornoters) et �ont les cytosines ne sont pas méthy­
lees, et ceux qui sont relativement 
pauvres en CpG et dont les cytosi­
nes _ont méthylées dans la plupart 
des tlssus. Ces derniers sont invaria­
b

_
lement trouvés dans les gènes spé­

cifiq�es de tissus, suggérant une 
fonctlon

_ 
de la méthylation dans la 

suppressiOn de l'activité basale du 
gèn� !à où cel

_
ui-ci n 'est pas 

e�p�tme. Les pr�mters sont en règle 
generale trouves au niveau des 
m/s n• 1 uol. 10, januin- 94 

gènes ubiquitaires (housekeeping 
genes) [ 1 3, 1 4] .  
L'étude de la méthylation des îlots 
CpG par Southern bwt en utilisant 
des enzymes de restriction sensibles 
à

_ 
la mét?ylation [ 12, 15] ou par liga­

twn medwted PCR* [ 1 5] a permis de 
montrer qu'il existe, chez l 'homme 
comme chez la souris, une corréla­
tio_n in�erse e�tre le degré de 
methylatto� et 1 expression du gène 
CFTR au mveau des lignées cellulai­
res. En revanche, au niveau des tis­
sus, aucune méthylation n'est retrou­
vée [ 15] . La méthylation de ces pro­
moteurs est donc spécifique des cel­
l�les cultivées ; dans l 'organisme 
VIvant, leur répression, là où elle 
survient, doit donc être due à 
d ' autres mécanismes que la  
méthylation. 

Structure chromatinienne de la 
région du promoteur CITR 
Chez les eucaryotes, les modifica­
tions de structure chromatinienne 
constituent un premier et fonda­
':'ental niveau

_ 
de régulation. Cinq 

Sites hypersensibles à la DNase 1 ont 
ét� identifiés dans la région du pre­
mier exon dans la lignée de cellu­
les T84 dérivée d'un adénocarci­
nome colique exprimant CFTR à 
fort niveau, localisés à - 900 - 800 
-: 400, :- 200 et + 200 par rapport a� 
s�te maJeur de début de la transcrip­
tion [ 1 2] . De façon intéressante le 
site hypersensible à la DNase I '  au 
niveau de l'intron se situe au niveau 
d'une portion conservée entre 
l 'homme et la souris [ 1 0] . Un autre 
travail a mis en évidence quatre sites 
hypersensibles dans des cellules 
HT-29, également dérivées d'un adé­
nocarcinome colique exprimant 
CFTR, alors qu'il n'en existe pas 
dans la lignée H FLI qui n'exprime 
pas CFTR [ 1 6] .  Toutefois, i l  semble 
que seulement deux de ces sites 
soient communs entre les deux 
études. 

* Le principe de œtu technique est de cliuer l'ADN 
génomique à l'aide d'enzymes agissant, ou n 'agis­
sant pas, sur les CpG méthylis, de lier aux extré­
mités clivées un oligonucl.éotide, et d 'amplifier par 
PCR un fragment d'ADN entre cet oligonuc/.éotide 
et une autre amorce située à proximité. 

Activité promotrice des régions flan­
quant le premier exon dans des 
lignées cellulaires transfectées 
transitoirement 

Plusieurs équipes ont étudié l 'activité 
promotrice des régions situées en 5' 
du premier exon du gène CFTR 
humain, à l'aide de constructions 
délétionnelles insérées en amont 
d'u� gèn� ;apporteur. Il  n'est pas 
tOUJOurs a1se de comparer les résul­
tats car les cellules utilisées pour les 
transfections (HT-29, Caca 2, Pane- l ,  
HeLa) , les gènes rapporteurs ( luci­
férase, chloramphénicol acétyl trans­
férase (CAT) ) ainsi que les construc­
tions étaient différents selon les 
équipes [9, I l , 1 2] .  Des études sem­
blables ont également été réalisées 
en utilisant les régions promotrices 
murines dans des cellules muri­
nes [ 1 0] ou humaines [ 1 7 ] . 

Deux points principaux peuvent être 
tirés de ces travaux : le promoteur 
CFTR est de faible efficacité ( de 
l'ordre de 1 % à 2 %  de celle du 
promoteur-enhanœr du virus SV40) ,  
et le promoteur minimal est de 
l '?rdre de 250 pb. Pour le reste, les 
resultats sont quelque peu contradic­
toires. Chou et al. [ I l ]  et Chehab et 
al. [ 1 0] ont mis en évidence deux 
éléments agissant en cis (un positif 
et un négatif) au niveau du promo­
teur humain [ I l ]  et murin [ 1 0] . 
C�ez 

_
la souris, l 'élément agissant 

negative m e n t  e n  cis est  une 
séquence de 320 pb polypurine­
polypyrimidine qui pourrait agir en 
imprimant à l'ADN une conforma­
tion spéciale ( struc ture H de 
l 'ADN) ,  et l 'élément agissant  positi­
vement est une boîte Y (séquence 
de reconnaissance du facteur de 
transcription boîte Y de 1 2  pb com­
prenant un motif CCAAT inver é) . 
Un semblable motif (boîte Y) est 
noté dans le promoteur du gène 
M D R 1  h umain don t le p rofil 
d'expression est symétrique de celui 
du gène CFTR, et intervient dans 
so? activité I;>asa.le [ 18] . Cela signifie­
rait que, bten que les séquences 
aient divergé,  les  promoteurs 
hum�n et r_rmrin du gène CFTR 
f<;>ncuonneratent sur le même prin­
cipe. n fau� toutefois rester prudent 
et ne pas tlrer de conclusions défi-
nitives car ces résultats n'ont pas été ---• 
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retrouvés par d'autres équipes. Koh 
et al. [ 12] ont trouvé que la force du 
promoteur du gène CFTR diminuait 
progressivement avec les délétions 
effectuées, indiquant qu'il est cons­
titué de multiples éléments actifs en 
cis dont chacun est individuellement 
faible. Les résultats d'empreintes in 
vitro à la DNAse 1 (in vitro footprint), 
montrant que la région promotrice 
fixe une population complexe de 
protéines nucléaires séquences spé­
cifiques, sont conformes à cette 
interprétation [ 1 2] . 

Une discordance entre l 'expression 
de l'ARN messager du CFTR par les 
cellules transfectées et le niveau 
d'expression du gène rapporteur a 
été retrouvée chez l'homme [ 1 2]  et 
chez la souris [ 1 0] , suggérant que 
d'autres séquences que les régions 
amont testées pourraient jouer un 
rôle, ou que des niveaux post­
transcriptionnels de régulation exis­
tent, par exemple la stabilité diffé­
rentielle du messager CFTR dans 
différents tissus. 

Enfin ,  la région conservée de 
l ' intron 1 ,  identique chez l 'homme 
et la souris, et semblant correspon­
dre à un site hypersensible à la 
DNase 1, ne s'est pas révélée active 
en cis [ 1 0] . 

Gènes de fusion chez les souris 
transgéniques 

Un gène rapporteur, contrôlé par 
des séquences amont, dans les 
lignées cellulaires, est loin de la réa­
lité d'un locus génétique in vivo. 
Pour tenter de se placer dans un 
contexte plus physiologique, Perraud 
et al. [ 19] ont créé des souris trans­
géniques en utilisant 2,2 kb en 5' du 
gène CFTR placés en amont du 
gène codant pour l'antigène T de 
SV40. De manière surprenante, ces 
animaux ont développé des tumeurs 
uniquement localisées au niveau des 
cellules épendymaires des ventricu­
les cérébraux. Bien qu'aucune 
symptomatologie clinique neurologi­
que n'ait été rapportée chez les 
patients mucoviscidosiques, il a été 
montré par hybridation in situ que 
les cellules épendymaires conte­
naient, de fait, du messager CFTR. 

A l'encontre de ces résultats, Grie-

senbach et al. [20] n'ont pas été 
capables de montrer la moindre 
expression du gène Lac Z lorsque 
celui-ci était placé en 3' d'un frag­
ment d'AD représentant jusqu'à 
19 kb en amont du gène CFTR. 

Conclusions - perspectives 

Ces travaux suggèrent que le con­
trôle de 1 'expression du gène CFTR 
résulte de plusieurs mécanismes et 
que l 'on doit être extrêmement 
méfiant vis-à-vis des modèles qui ne 
reflètent pas la réalité d'un locus 
entier dans un organisme vivant. Un 
des moyens de se rapprocher le plus 
de la situation in vivo serait de réa­
liser des souris transgéniques avec le 
gène CFTR entouré de ses séquen­
ces flanquantes et compris dans un 
chromosome artificiel de levure 
(yeast artificial chromosome). Une telle 
approche vient d'être réalisée 
notamment pour le locus humain de 
-globine à l'aide d'un YAC de 248 kb 
( [2 1 ] ,  m/s n° 1 1, vol. 9, p. 1282) . Les 
difficultés pour le gène CFTR sont 
de deux ordres : premièrement, 
étant donné la taille du gène CFTR 
par rapport à celui de globine, le 
YAC devrait être beaucoup plus 
grand ; deuxièmement, à l'inverse 
des gènes de globine, on ne sait pas 
quelles séquences choisir pour faire 
une mutagenèse dirigée par recom­
binaison homologue afin de dissé­
quer le mécanismes régulateurs. 
Enfin, malgré plus de 300 mutations 
décrites à ce jour chez des patients 
atteints de mucoviscidose, aucune 
n'a été trouvée dans des régions 
régulatrices, alors que, comme cela 
a été montré dans les thalassémies, 
de telles mutations représentent un 
modèle précieux pour l'étude de la 
régulation d'un gène • 

Erick Denamur 
Insenn U 120, hôpital Robert Debré, 48, 
boulevard Sén.trier, 75935 Paris Cedex 
19, France. 
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