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Résumé

La mucoviscidose, ou cystic fibrosis, est la plus fréquente des maladies de transmission
autosomique récessive chez la population caucasienne, et la principale cause d’insuffisance
respiratoire sévere chez I’enfant caucasien.

La maladie est provoquée par une anomalie de la protéine CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator), polypeptide de 1 480 acides aminés produit d’un
geéne situé sur le bras long du chromosome?. La protéine CFTR est un canal ionique de faible
conductance pour le passage des ions chlorure, dont I’anomalie au cours de la mucoviscidose
est responsable d’un défaut de sécrétion extracellulaire des ions chlorure et d’une réabsorption
excessive de sodium a travers les membranes apicales. Il en résulte un défaut d’hydratation et
une augmentation de la viscosité du mucus bronchique qui favorisent I’obstruction, la dilatation
puis I’infection et I’inflammation bronchique.

Plus de 2000 mutations du géne CFTR ont été identifiées, dont la plus fréquente est la
mutation Delta F508. La gravité de la maladie dépend de la ou des mutations du géne CFTR,
une présentation clinique est nécessaire pour le diagnostic de la mucoviscidose. Deux
principaux examens permettent de poser le diagnostic : le test a la sueur et I'analyse génétique.
Une fois le diagnostic confirmé, un bilan fait le point sur les divers organes atteints par la

maladie.

Les traitements mis au point ont permis un gain important dans la qualité et I’espérance de
vie. Aux seuls traitements symptomatiques actuellement utilisés devrait s’ajouter dans un futur

relativement proche de nouvelles thérapies agissant sur la protéine ou le gene CFTR.

L’objectif de cette revue bibliographique est décrire I’aspect génétique et clinique de la

fibrose kystigue.

Mots clés : Mucoviscidose, CFTR, ions chlorure, Delta F508 , test de la sueur ,PCR ,PAGE .



Abstract

Cystic fibrosis is the most common autosomal recessive disease in Caucasian population and

the leading cause of severe respiratory failure in Caucasian children.
The disease is caused by a defect in the CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) protein, a polypeptide of 1,480 amino acids produced by a gene located on the long
arm of chromosome 7. The CFTR protein is a low conductance ion channel for the passage of
chloride ions, whose abnormality in cystic fibrosis is responsible for a defect in extracellular
secretion of chloride ions and an excessive reabsorption of sodium through the apical
membranes, resulting in a lack of hydration and an increase in the viscosity of bronchial mucus
that promotes obstruction, dilation and then infection and inflammation of the bronchi.

More than 2000 mutations in the CFTR gene have been identified, the most common being
the Delta F508 mutation. The severity of the disease depends on the mutation(s) in the CFTR
gene, a clinical presentation is necessary for the diagnosis of cystic fibrosis. Two main
examinations allow the diagnosis: the sweat test and the genetic analysis. The objective of this
bibliographic review is to present the clinical and diagnostic genetic characteristics of the
disease.

Current treatments have led to an important gain in quality of life and life expectancy. This is
associated with advances in scientific research, particularly in the field of gene therapy and
protein therapy.

The objective of this literature review is to describe the genetic and clinical aspect of cystic
fibrosis.

Key words: Cystic fibrosis, CFTR, chloride ions, Delta F508, sweat test, PCR, PAGE.
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Introduction

La Mucoviscidose ou fibrose kystique du pancreas c’est une maladie genétique rare de
transmission autosomique récessive, touche principalement le systeme respiratoire et le
systeme digestif et ses annexes, provoquant une insuffisance respiratoires et pancréatique

irréversibles.

Le terme de Mucoviscidose est dérivé du latin. "*Mucus'* désigne le "mucus" et "'viscidus"'

Signifie "dur".

Dans le monde, La population caucasienne étant fortement présente en Europe et en
Amérique du Nord elle est la plus touchée (Mirtajani et al,2017), en France le nombre de
naissances concernés de cette maladie est estimé a 1 sur 3500 .et ce n’est pas le cas pour les
populations asiatiques, africaines ou afro -américaines qui sont moins touchées selon
I’organisation de santé mondiale. Par ailleurs, I’amélioration de la qualité de vie chez les
personnes malades permet d’augmenter leurs I’espérance de vie (environs plus 30 ans), bien
que des progrés trés importantes ont été realises depuis quelques années en recherche

fondamentale, en génétique et en biologie moléculaire.

En Algérie, la Mucoviscidose reste une maladie mal connue, seuls les cas plus séveéres sont
diagnostiqués mais ils ne sont pas enregistrés car il n’existe pas de registre pour cette
pathologie a cause de I’absence des centres spécialisés et les possibilités thérapeutiques
limités (Boukari, 2015).

L’ objectif du présent travail est une contribution a une meilleure connaissance de I’aspect
génétique et clinique de la fibrose kystique et des techniques de biologie moléculaire utilisées
pour le diagnostic de la maladie en vue de présenter les traitements actuels et les avancées

thérapeutiques en cours de développement dans le monde.
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. Généralités
1.1. Définition

La mucoviscidose ou la fibrose kystique est une maladie chronique qui touche principalement
le systeme respiratoire, digestive et ses annexes (pancreas, foie...) et reproducteur et les
glandes sudoripares, elle n’est pas contagieuse et concerne les garcons bien que les filles. Peut
étre détectée a la naissance, pendant I’enfance ou a I’age adulte. Elle est plus fréquente chez la

population caucasienne.

1.2. Les principaux symptomes de la mucoviscidose

Sueur riche en chiorure de sodium
(Nat, cln)

.3
ot

Fibrose des poumons \ \

Destruction des voies hiliaires

Insuffisance des enzymes du suc digestif
Diabéte insulino, dépendant A

Obstruction intestinale

Retard de la puberté
INFERTILITE

Figure 1 : Les organes atteints de la mucoviscidose

Au niveau respiratoire : des problemes respiratoires qui se manifestent par une géne pour
respirer (dyspnée) présente au debut durant les efforts, puis provoquée méme par les activités

quotidiennes, I’obstructions des voies aériennes et bronchiolites.



Partie théorique

La toux et les crachats (expectorations) épais et opaques sont constants, des infections

chronique, polype nasaux...(Masson.,2006)

Au niveau du foie : La bile est sécrétée par le foie, cette substance permet de digérer les
lipides. Le mucus d’une personne malade peut obstruer les canaux biliaires, inhibant la
circulation de la bile et par conséquent, la digestion des graisses qui ne sont plus absorbées par
I’organisme. (Billet Arnaud,2010)

Au niveau de I’intestin : Des les premiers jours du nouveau-né atteint de mucoviscidose il
apparait un iléus Méconial ce qui ralentit le transit et contribue a la malabsorption des
nutriments dans I’intestin. Un syndrome d'obstruction intestinale distale ; C’est I’équivalent

d’un iléus méconial tardif. Il touche environ 40 % des patients. (C. Knoop et al ,2010)

Au niveau du pancréas : Les secrétions visqueuses et semi-solides obstruent les canaux
pancréatiques ,et Les enzymes digestives produites par le pancreas ne peuvent plus étre libérées
dans l'intestin entrainant une malabsorption des nutriments et une insuffisance nutritionnelle
(Davis et al, 1996 ;Roulet.M et al,1997) ; Le pancréas se fibrose progressivement aboutissant
a sa destruction par une Autodigestion en raison de lI'accumulation d'enzymes digestives .La
fonction endocrine du pancréas peut étre aussi affectée, ce qui entraine le développement d'un
diabete insulinodépendant au cours de la puberté (une carence en insuline). Les patients
présentant une atteinte pancreatique sont dits pancréas insuffisant(Pl) et présentent une
pathologie plus grave que les patients dits pancréas suffisant (PS) (Billet Arnaud,2010).

Au niveau des glandes sudoripares : Chez les patients mucoviscidosiques, la consistance et la

quantité de sueur secrétée sont normales mais sa teneur en sel est trop élevée.

Au niveau de I’appareil reproducteur : un retard de puberté est observé dans les deux sexes.
Des problemes d’infertilité, azoospermie obstructive chez I’homme et la présence d’un mucus

cervicale anormale chez la femme (Sedrati.KH, 2008).

1.3. Apercu historique

La mucoviscidose était connue depuis longtemps et mentionnée dans la littérature des récits

relatant I'histoire d'enfants au "Baiser Salé".

En 1985 : Le locus du géne responsable de la maladie fut localisé sur le bras long du

chromosome 7 en 7931 grace a un marqueur RLFP par Tsui et al.
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En 1991 : Anderson et al. Apporterent les preuves que le CFTR était bien un canal chlore.

1.4. Epidémiologie de la mucoviscidose

Dans le monde

L’incidence de la maladie varie selon I’origine géographique et ethnique (figure 2) et de la
fréguence des mutations responsables de la maladie. La migration des populations et le mariage
consanguin sont aussi des facteurs qui influent la répartition de cette pathologie, la population
caucasienne en Amérique du Nord et en Europe est la plus touchée.

L’Europe est rapportée a ont le plus haut niveau de mucoviscidose (Mirtajani et al,2017),
Elle touche actuellement 7114 patients en France, parmi lesquels 44,1 % sont des enfants
(Thouvenin et al., 2021), I’incidence de la maladie est de 1 :4700 (Castellani Cet al ,2009).

En Allemagne I’incidence est de 1 :13300. (Schulz Set al,2006), En Espagne est de 1 :3570,
en Italie est 1 :4238. (Farrell PM ;2008).

La forte incidence de la mucoviscidose dans L'Europe a poussé les pays du continent a mener
des programmes de dépistage et la création de I’Européen CF Society (ECFS) en 2004, le
processus a été accélérer... Par conséquent, la situation est trés claire. (Southern KW et
al,2007).

En Amérique du Nord Aux Etats-Unis et au Canada, la fréquence de la mucoviscidose est
proche de 1/3700.Cette fréquence est expliquée par la migration des populations caucasiennes
dans ces pays.

En Amérique du Sud, dans des pays comme I’Uruguay et I’Argentine ou la population est
dans 90% des cas caucasoide, sa fréquence est de 1/3900. Alors qu’elle est réduite jusqu'a
1/8500 au Mexique, en Colombie et au Chili ou la population est composée de 57% a 85% de
métis (caucasoide et amérindien) (OUCHTATI. A, Dali. H ;2018).

Au Moyen-Orient, I’incidence de la mucoviscidose varie en fonction des groupes ethniques
et du taux de mariages consanguins. Des études effectuées dans ces pays ont montré que la
fréquence maximale a été observée en Jordanie (1/2500) et la minimale aux Emirats-Arabes

(1/16000). A noter qu’en Turquie I’incidence est de 1/10000 (Centres de référence
maladies rares et mucoviscidose ; 2010).

La MV est beaucoup plus rare dans les populations d’Asie et d’Afrique noire, n'est
certainement pas uniquement une maladie caucasienne (Mayer Lacrosniere et al., 2021)mais
la fréquence diminue dans les populations noires (1/7056)en Afrique , et est plus faible chez
les populations de la méditerranée selon I’organisation mondiale de la santé (OMS, 2002).

4
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En Asie : L’analyse statistique des différents continents concernant la prévalence de la
mucoviscidose a montré que I'Asie a le taux le plus bas de patients avec la maladie (Mirtajani

et al., 2017). Selon les données de I’OMS, il n'y a pas d'informations détaillées sur cette

prévalence.

Figure 2 : Pays disposant d'un registre de la fibrose kystique, reproduit avec l'autorisation de
la US Cystic Fibrosis Foundation(Jackson, A. D., et Goss, C. H, 2017).

En Algérie :

L’incidence de la mucoviscidose n’est pas connue, car les cas diagnostiqués ne sont pas
enregistrés et notifiés, Seules les formes les plus séveres de la maladie sont diagnostiquées,
c’est a cause de I’absence des centres spécialisées et les possibilités thérapeutique limités
(Radoui et al. ,2015).

Les données de la littérature sur le profil clinique de la mucoviscidose et sur le spectre des
mutations du gene CFTR en Algérie sont pauvres en raison d’un manque d’études.

En 2006 un projet algérien a eté réalisé pour I’amélioration du diagnostic, la prise en charge
des patients atteints de la MV et le développement d’un réseau nationale de la maladie par des
stages de formations dans un centre de référence en France et la mise en place du test de la
sueur (Radoui et al.,2015); Les résultats du test de la sueur obtenus par I’hdpital pédiatrique
a Oran sur une période de 7 ans (2008-2015) étaient 53 patients ,et par I’hopital CHU
Constantine (2011-2015) étaient 61 patients atteints de la MV (Radoui et al.,2015) dont la

plupart sont des nourrissons et enfants, cependant peu de malades dépassaient I’age de

5
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I’enfance, ¢a revient au manque des moyens et de formations (figure 3).

Compte tenu du taux de consanguinité éleveé, qui atteint 38.80 % en Algérie (Bachir et al,
2017), il fait peu de doute que cette maladie de transmission autosomique récessive est plus
fréguente qu’on ne le pense.

Enfant de Al
5815 =1
3% i

Erdant de

33 patients 6% ; ’H_: b1 patients
Oran (2008-2015) Constantine (2011-2015)

Figure 3 : Répartition des patients par tranche d’age (Radoui et al,2015).

Il y’a aussi le projet de Sediki fatima qui est focalisée sur la recherche des mutations du
géne CFTR responsable de la mucoviscidose dans un échantillon de 24 patients appartenant a
24 familles non apparentées a I’aide de différentes technique de biologie moléculaire.

Ils sont intéressés a trois mutations qui de par la littérature semblent spécifiques a la
population Algeérienne : ¢.680T>G (L227R), ¢.3907A>C (N1303H), c¢.422C>A (Al141D). Les
effets déléteres de ces mutations ont été étudies par le biais d’une combinaison de logiciels

d’étude in silico et de modélisation moléculaire tridimensionnelle (3D).
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Il. Les caractéristiques génétiques

La mucoviscidose est la maladie génétique autosomique récessive. Elle est due par une
mutation au niveau du gene CFTR (pour Cystic Fibrosis Transmembrane conductance
Regulator)(Thouvenin et al, 2021).

I1.1. La transmission de la maladie

La mucoviscidose est transmise selon un mode autosomique récessif. Cela signifie qu'il est
nécessaire que les deux parents possédent le gene muté pour qu'il y ait un risque de transmission
de la maladie. A chaque grossesse, ils ont un risque sur quatre de transmettre la fibrose kystique

leur enfant (figure 4).

Pére Mere
hétérozygote hétérozygote

Enfant atteint de
la maladie

I Homozygote sain [l Homozygote malade
B Heétérozygote porteur sain

Figure 4 : la transmission de la mucoviscidose aux enfants

(www.orpha.net/orphaschool/formations/transmission/Ressources/2-AR/AR0.pnq)

Les deux parents portent une copie du gene muté (a), et une copie du gene normal (A) : ils ne
sont pas malades (hétérozygotes).

L’enfant a/a a récupéré les deux génes mutés de son pere et de sa mere : il est atteint de la
mucoviscidose (homozygote).

Les enfants A/a portent le géne, ils sont hétérozygotes : ils ne développeront pas la maladie,

mais risquent de transmettre le géne comme leurs parents. On les appelle porteurs sains.
7
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L’enfant A/A n’a pas récupére le géne muté ni de sa mere ni de son pére : il n’est pas malade
et ne risque pas de transmettre la maladie. (Orphaschool. Transmission des maladies génétiques

(www.orpha.net/orphaschool/formations/transmission/Ressources/2-AR/ARO0.png))

11.2. Le géne CTFR

Le géne CFTR est le premier géne autosomique qui a été cloné. En utilisant une approche de
liaison génétique, les généticiens ont pu identifier le géne en 7q et le cloner par la suite en 1989,
alors qu'ils n'avaient aucune connaissance préalable de la protéine responsable de la maladie
(Ferec, 2011).

Le géne CFTR responsable de la mucoviscidose est situé sur le bras long du chromosome7
(7931.2) (Figure 5A),a une taille de 230 kb et comporte 27 exons numérotée de 1 a 24 avec des
exons dédoublés 6a et 6b .14a et 14 b ,17a et 17b Il est transcrit en ARNm de 6,1Kb, dont la
partie codante est de 4,4Kb. Le promoteur CFTR a été caractérisé comme un promoteur de type
""géne de ménage" ou "housekeeping", et ne semble pas contenir les éléments régulateurs

nécessaires a une expression cellule ou tissu spécifique (Harrs.A,1992) ;(Belmadi N, 2015).

Il code pour une protéine CFTR de 1480 acides aminés, d'un poids moléculaire (PM) de 170
kDa, dont la fonction principale est celle d'un canal ionique qui permet aux ions Cl- de sortir
des cellules épithéliales exocrines et qui module les actions d'autres canaux ioniques permettant
le transport des cations Na+ et K+ (Belmadi N, 2015).
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Figure 5 : Représentation schématique de la localisation (A) et de la structure (B) du gene
CFTR (Belmadi N, 2015).

A ce jour, plus de 2001 mutations du géne ont été identifiées. La mutation F508del (AF508),
qui entraine la suppression d'une phénylalanine en position 508, est la plus fréquente. Cette
mutation peut étre détectée chez plus de 70 % des personnes (A. Munck, M. Roussey, 2008).
D'autres délétions importantes, telles que des délétions simples d'un ou plusieurs exons, et des
délétions compliquées incorporant des insertions de séquences génomiques inversées, ont

également été découvertes. ( Bobadilla.L et al,2002)

La plupart des mutations du géne CFTR sont des mutations ponctuelles, qui se répartissent

comme suit :
11.3. Répartition des anomalies moléculaire dans le gene CFTR

Le géne CFTR présente un large eventail de défauts moléculaires. De nombreuses mutations
ont été identifiées dans le gene CFTR. Qutre les délétions d'acides aminés, le gene CFTR peut

étre muté de quatre fagons
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e Mutations faux-sens (42%)

e Mutations non-sens (16%),

e Mutations « frameshift « (24%),
e Mutations d’épissage (16%).

Les 2% restant correspondent a des mutations localisées dans le promoteur ou a des delétions

dans le cadre de lecture (Figure 6)http://www.genet.sickkids.on.ca.

deéletion d'un
EEidE EI’T'IiI"IE' _lI
2% !

faux-sens

42%
o

épissage 4
16% ¥

frameshift ” non-sens
24% - 16%

Figure 6 : répartition des anomalies moléculaires dans le géne

(http://www.genet.sickkids.on.ca.)
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I1.4. Les classes de mutations dans le gene CFTR

L1 a L.

L] O @ © 8
Pas Défauts de Défauts de Défauts de Quantité Turn-over
d'’ARN trafic régulation conductance diminuée augmenté
stable intracellulaire
Golgi E = —]
[—] = = =
RE —
Normal Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5 Classe 6
W1282X G551D R117H N287Y
R553X ;";%%g?(' G551S R334W 2?3}3:55%4 43264elTC
G542X G1349D R347P 4279insA
” Protéine CFTR -
Pas de protéine CFTR Peu de protéine CFTR

ala membrane apicale,
mais défectueuse

a la membrane apicale a la membrane apicale

Figure 7 : Les différentes classes de mutations de la proteine CFTR (Fajac et Sermet-

Gaudelus, 2013)

Classe I : Mutations affectant la biosynthese de la protéine CFTR

Sont définies par I'absence d'un codon stop aberrant, ce qui entraine la création d'un ARN
messager instable, qui est rapidement dégradé, et un arrét de la synthese protéique pendant la
phase de traduction. Par conséquence, la protéine est tronquée, rapidement dégradée etabsente
dans la cellule. Elles représentent 5 a 10 % de toutes les mutations de CFTR (mutation non-

sens, ex : G542X) ( Fajac et Sermet,2013).

Classe Il : Mutations entrainant un défaut de maturation de la protéine CFTR.

Regroupent les mutations résultant d’une altération de processus de maturation et
d’adressage de la protéine CFTR au sein du réticulum endoplasmique et de I’appareil de Golgi
aboutissant a une dégradation prématurée de la protéine. Ce sont des mutations faux-sens ou un
acide aminé est substitué par un autre, comme pour la mutation N1303K, ou supprimé, comme
pour la mutation F508del (Audousset et Prévotat, 2019).

11
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Classe 111 : Mutations ayant pour effet un défaut de régulation de la protéineCFTR.

Les domaines de liaison des nucléotides de CFTR, qui régulent I'activité du canal Cl-, sont
principalement affectés par ces mutations, entrainant un défaut de fixation ou I'hydrolyse de
I’ATP. La protéine est produite et se trouve au niveau de la membrane apicale, mais elle n'est
pas activée. Ces altérations sont des mutations faux-sens représentent 4 a 5 % des patients
(exemple : mutation G551D) ( Fajac et Sermet,2013; Audousset et Prévotat, 2019).

Classe 1V : Mutations altérant la conductance du canal CI~

Les mutations de cette classe perturbent la sélectivité ionique et la durée d’ouverture du canal
CFTR. Essentiellement situées dans les domaines transmembranaires, il s’agit de mutations
faux-sens qui produisent une protéine correctement positionnée et ayant une activité canal CI”
AMPc dépendante. Les caractéristiques de ces canaux sont cependant différentes de celles du
canal CFTR sauvage, avec une diminution du flux d’ions et une Sélectivité modifiée. 1l s’agit
en général de mutations a effet modéré, dont la plus fréquente est la mutation (R117H), qui
conserve une activité de canal chlorure résiduelle (SEDIKI F.Z, 2015).

Classe V : Mutations touchant la stabilité de I’ARNm.

Les mutations de classe V entrainent la production d’une protéine CFTR normale mais en
faible quantité du fait d’un défaut de stabilité de I’ARN messager (Mutations faux-sens altérant
le routage (A455E)). Elles se situent sur le promoteur, les sites d’épissage, ou la partiecodante
du géne CF. La biosynthese de CFTR est donc fortement réduite (Audousset et Prévotat,
2019).

Classe VI : Mutations affectant la stabilité de la protéine

Les mutations de cette classe entrainent une augmentation du turn-over de la protéine

CFTR, en raison d’un défaut de stabilité de la protéine.

Les mutations de classes 1V, V, VI sont généralement associées a un phénotype clinique

moins sévere que les mutations I, Il ou 11l (Fajac et Sermet, 2013).

12



Partie théorigue
I11.5. La mutation AF508

C’est une mutation de classe 11, localisée dans le domaine NBD1 (codé par I’exon 10).
La mutation AF508, qui correspond a la perte d'un résidu phénylalanine en position 508de la
protéine due a une délétion de 3 nucléotides CTT (Figure 8). Elle perturbe la maturation de la
protéine CFTR, en empéchant sa glycosylation et son routage vers la membrane cytoplasmique

des cellules épithéliales.

Chromasome 7 CFTR Gane CFTR Protein CFTR Gane With Mutation  Abnomal CFTR Protein
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Figure 8 : La mutation d508 (vastag B,2003)

11.6. La protéine CFTR

La protéine CFTR est une glycoprotéine transmembranaire de 1480 acides aminés, et del70
kDa environ pour la forme mature. Elle appartient a la famille des protéines ABC (ATP Binding
Cassette), impliquées dans le transport transmembranaire ATP-dépendant de diverses

molécules telles que les ions, les peptides, les acides aminés et le cholestérol (belmadi.N,2015).

Présente principalement sur la membrane des cellules des voies respiratoires et le systéme
digestif, qui a un réle dans la régulation des flux hydro électrolytiques transmembranaires

responsables de la qualité des sécrétions exocrines (Manus.,2020 ; Thouvenin et al.,2021).

L'absence ou la non fonctionnalité de cette protéine provoque un épaississement et une stase
des secrétions hydroéléctrolytiques épithéliales au niveau pulmonaire, pancréatique mais aussi

au niveau du tractus du tube digestif et de I'appareil génital ANGELOT.,2005).
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11.6.1. La biogeneése de la protéine CFTR :

Comme la plupart des protéines, la protéine CFTR est assemblée au niveau du RE (Réticulum

Endoplasmique) sous forme d’un précurseur et elle va subir un processus de maturation par

Différentes étapes de Glycosylation. Cette forme immature (ou forme A, 130kDa) est pliée et
intégrée a la membrane du RE. Les cycles de repliement de la protéine CFTR sont contrélés
par le systeme ERQC (Endoplasmique Reticulum Quality Control) soit indirectement via des
interactions avec des molécules chaperonnes, Hsp70/Hsc70, Hdj-2, Hsp90 et calnexine, soit
directement via les N-glycannes indépendamment des chaperonnes, lesquelles jouent aussi le

role dans la stabilité de la protéine CFTR (Glozman et al., 2009).

Elle est ensuite glycosylée par addition de deux groupes de glucide sur la 4éme boucle
extracellulaire. Cela modifie son poids moléculaire a 150 kDa. Cette nouvelle forme immature
est appelée forme B. Elle quitte le RE par des vésicules « coat complex Il » (COPII) (Figure 9)
en direction de I’appareil de Golgi. La derniére étape de la maturation a lieu au niveau du Golgi
et se traduit par une modification des groupes de glycosylation. Cette nouvelle forme mature

s’appelle la forme C et possede un poids moléculaire de 170 kDa.

CFTR est ensuite adressée a la membrane plasmique pour y exercer ses différentes fonctions
(Turnbull et al., 2007).
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mistolded CFTR

Figure 9 : Biogenese de la protéine CFTR (Turnbull et al., 2007).
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La dégradation de CFTR :

Au cours de la traduction ribosomale de 'ARNm de CFTR a partir du noyau, il est incorporé
de maniére co-traductionnelle dans la membrane du RE. Si CFTR est mal replié dans le RE, il
est ubiquitylé et rétrotransféré vers le cytosol, ou le protéasome 26S le dégrade (70 % des
proteine CFTR synthétisée sont dégradées). La protéine CFTR ubiquitylée est localisée dans
une structure aggresome péricentriolaire lorsque le protéasome est inhibé (Turnbull et al.,
2007).

La demi-vie de la protéine CFTR au niveau de la membrane cellulaire est tres courte. En effet,
CFTR est rapidement internalisée par endocytose et est recyclée a la surface et dégradée par les
lysosomes et le protéasome (Figure 9).

11.6.2. La structure de la protéine CFTR

La protéine CFTR est formée de deux motifs contenant Chacun 6 domaines
transmembranaires en hélice (TMD : Trans-Membrane Domain ou MSD : Membrane-Spanning
Domain) reliés entre eux par des boucles intra- et extracellulaires (ICL : intracellular loop, ECL
. extracellular loop). Cette glycoprotéine comporte également deux domaines de fixation a
I’ATP (NBD : Nucleotide Binding Domain) reliés par un domaine régulateur (domaine R)
cytoplasmique (Figure 10). Ce dernier riche en serine est la cible de phosphorylation par les
protéines kinase A et C (PKA et PKC) (bonini.J, 2015)

Les caractéristiques de la protéine CFTR sont similaires aux protéines de MDR ou aux
glycoprotéines et sont présentes chez de nombreux organismes (bactéries, levures,
mammiferes). Elle est impliquée dans le transport de substances ionisees a travers la membrane.
La protéine CFTR est surtout localisée dans la région apicale des cellules de plusieurs
épithéliums de I’appareil pulmonaire, du tractus intestinal, des canaux pancréatiques des
glandes salivaires et bronchiques, en particulier au niveau des cellules ciliées des voies
aériennes proximales et distales (LOUMI.O, 2006).
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Figure 10 : du gene CFTR a la structure protéine CFTR (bonini.J, 2015)

11.6.3. Fonctions de la proteine CFTR

11.6.3.1. CFTR, un canal CI-

L'absorption de Na+ et la sécrétion de Cl- sont les principaux aspects de I'activité épithéliale
dans un épithélium sécrétoire. Dans ces épithéliums, le flux est dirigé du p6le basolatéral vers
la lumiere. La pompe Na+/K+-ATPase fournit la puissance motrice pour le transport secondaire
actif des ions Cl-. Les co-transporteurs Na+/K+/2Cl- permettent aux ions CI- de pénétrer dans
la membrane basolatéral et de quitter le c6té apical par diffusion passive a travers les canaux
Cl- (Figure 11).
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Figure 11 : Représentation schématique du transport des ions CI- dans une cellule épithéliale
(Sylvain.C ,2011)

Les ions chlorures entrent dans la cellule par le péle basal via le co-transporteur Na+/K+/Cl-

et en ressortent par le p6le apical via les canaux Cl-, comme CFTR.

Fonctionnement de la protéine CFTR

Sous l'influence de la Phospho-Kinase A (PKA), toutes ou une partie seulement des sérines
régulatrices du domaine R peuvent étre phosphorylées. Dans les deux cas, cette phosphorylation
permet la fixation de I'ATP sur un NBD. La liaison de I'ATP induit un changement de
conformation de la protéine, la dimérisation de NBD1-NBD2 (un couplage Fonctionnel), et
I’ouverture du pore. Si le domaine R n'est que partiellement phosphorylé, 'ATP est hydrolysee
en ADP qui se dissocie rapidement du NBD, et le canal reprend sa forme fermée. Si toutes les
sérines régulatrices du domaine R sont phosphorylées, une molécule d'ATP peut se fixer sur le

deuxieme NBD, et stabiliser le canal dans sa conformation ouverte (sediki F.Z,2015)
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Milieu extracellulaire

Figure 12 : Régulation du canal CFTR d’apres (Chen et al, 2006).

Dans les cellules bronchiques, le gradient favorise le passage a I’intérieur vers la lumiére dans

les cellules sudoripares c’est I’inverse la sécrétion se fait de la lumiere vers lacellule.

11.6.3.2 La Régulation des autres canaux :

La protéine CFTR participe aux flux ionique transépithélial qui s’accompagne d’un flux
d’eau Modulant I’hydratation du mucus (Quinton ,1994). Elle régule le fonctionnement

d’autres Canaux ioniques de la cellule épithéliale.

A. Reégulation positive d’ORCC :

En activant un canal CI rectifiant sortant (ORCC : Outwardly Rectifying Chloride Channel)
L’activation du CFTR sous I’effet de la PKA est associée a une sortie d’ATP qui agit par un
mécanisme Autocrine sur un récepteur purinergique (PR) couplé a une protéine G (RCPG), ce

systeme active le canal ORCC et I’efflux d’ions CI™ (Figure 13).
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B. Régulation négative d’ENaC

Un mécanisme identique pourrait inhiber I’activité du canal sodique sensible a I'amiloride
(ENaC) responsable de I’absorption d’ions sodium NA+ (Figure 13) (Kahn, 1995).
Autres études ont montrés que le CFTR et ENaC interagiraient via des éléments associés a la
membrane et au cytosquelette ** L actine pourrait étre une de ces éléments’’(Schwiebert E.M.
et al., 1999). Ce serait cette interaction indirecte qui permettrait a CFTR d’interférer avec la
régulation d’ENaC via la PKA.

o Dans les épithélia respiratoires et intestinaux, I’activité d’ENaC est inhibée par CFTR.

e Dans les glandes sudoripares, épithélium purement absorbant, I’activité d’ENaC

Augmente avec I’activité de CFTR (Reddy M.M.et Quinton P.M., 2003) ; I’activation de
ENAC dans ce cas est due a la fonction canal Cl- de CFTR donc la direction du Courant
Cl- influence le mécanisme d’interaction entre CFTR et ENaC (ENaC est Activé lorsque

le Cl est absorbé, alors qu’ENaC est inhibé lorsque le Cl- est sécréte.).

Figure 13 : Schéma des possibles fonctions régulatrices du canal CFTR (Kahn, 1995).

Le CFTR est positionné comme un régulateur central du transport du sel et de I’eau.
(Donaldson and Boucher, 2006)
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11.6.3.3. La Régulation du PH intracellulaire

La protéine CFTR est capable d’influencer le pH, en acidifiant le PH des organelles
Cellulaires. Ce réle est particulierement important lors d’invasions bactériennes. En effet, dans
les macrophages, les phagosomes contenant les bactéries phagocytées fusionnent avec les
lysosomes pour former le phagolysosome. Ici, les bactéries sont détruites par des enzymes dont
I’activité est optimale dans un environnement acidifié par I’intermédiaire, entre autres, de CFTR
(Sylvain. N, 2011).

11.6.3.4. R6le dans I’'inflammation :

CFTR est indirectement impliqué dans le systtme immunitaire et dans le processus
d’infection/inflammation observé chez les patients en raison de sa fonction dans l'acidification
des organelles intracellulaires, un phénomeéne nécessaire a I'élimination des germes, en outre le
CFTR joue le rdle d’un récepteur pour les bactéries Pseudomonas saeruginosa et Salmonella
typhi.

Récemment, il a été mis en évidence I’implication de CFTR dans la mise en place de la
réaction immunitaire contre I’invasion de Pseudomonas aeruginosa. L’association entre la
bactérie et CFTR va en effet entrainer le recrutement de la protéine MVP (Major Vault Protéine
ou LRP, Lung Resistance-related Protein) puis I’internalisation de la bactérie provoquant ainsi
I’activation du facteur nucléaire NFkB (Nuclear Factor k B). Ce phénoméne conduit alors a
I’apoptose de la cellule infectée et a I’élimination de I’infection bactérienne.

Les macrophages alvéolaires jouent un réle fondamental dans la phagocytose des cellules
apoptotiques. Ils permettent ainsi d’éviter une nécrose secondaire, qui induirait une
inflammation locale. L’apoptose des cellules épithéliales est augmentée et les fonctions
phagocytaires des macrophages sont altérées Par ailleurs, les macrolides activent la
differentiation des monocytes en macrophages aux propriétés anti-inflammatoires et dont les
fonctions sont orientées vers I’efferocytose (phagocytose des cellules apoptotiques), le
nettoyage des débris cellulaires, le remodelage et la réparation tissulaire aprés agression.

Les cellules épithéliales ont notamment la propriété de sécréter des peptides a activité
antimicrobienne a trés large spectre (Anti-Microbial Peptides — AMP). Les defensines ils
détruisent les agents pathogenes principalement par perméabilisation membranaire. l1ls
peuvent étre exprimés de fagon constitutive (ex : p-défensines-1), ou bien étre induits par un
stimulus inflammatoire (ex :B-défensines-2). Leur déficit est une des causes explorées dans
les pathologies respiratoires chroniques avec comme la mucoviscidose .
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Chez les malades atteints de mucoviscidose, I’absence de CFTR rompt cette cascade de
réactions initiant la réponse immunitaire précoce, ce qui conduit a la colonisation des voies

aériennes par cette bactérie pathogene opportuniste. (Julien Micoud, 2008).

11.7. Physiopathologie de la mucoviscidose

Chez une personne saine, les cellules pulmonaires produisent un mucus fluide : I’ASL (liquide
de surface des voies respiratoires) constitué de deux phases : une phase aqueuse (le liquide

périciliaire ou LPC) et une phase muqueuse (Farhat.R,2014).

La sécrétion active de chlore vers le LPC est assurée par les canaux CFTR, qui interagissent
avec les canaux sodium pour limiter leur activité. Ce mouvement de chlore entraine un

mouvement de sodium et d'eau. Le transport du chlorure et d'autres ions maintient le LPC

hydraté et permet aux cils de battre d’une fagon normale, ce qui facilite I’élimination des corps
étrangers, tels que les microbes, les bactéries et les particules de poussiere, qui viennent de se
déposer sur ce mucus et y sont retenus prisonniers. Grace aux mouvements des cils vibratiles
des cellules de I’épithélium pulmonaire, le mucus quitte les bronches et remonte ensuite vers
la gorge pour étre évacué par la bouche. Ce mucus constitue donc un élément important et
nécessaire a la propreté et au nettoyage des voies respiratoires (Figure 14) (Sedrati.KH,
2008 ;Ouchtati.A,2018).

Chez une personne atteinte de mucoviscidose, les secrétions deviennent abondantes, plus
Visqueuses et collantes ; ce qui rend son évacuation tres difficile induisant une obstruction
Bronchique. L'accumulation de mucus et la diminution de la clairance produisent un
environnement propice a la croissance de certaines bactéries, ce qui entraine une colonisation
bactérienne et une infection des poumons et des voies respiratoires. Ces infections sont
causées par une variété de bactéries, dont les plus courantes sont Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, et Haemophilus influenzae (Marie.G,2013).
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Figure 14 : Conséquence du dysfonctionnement de transport ionique sur la clairance
mucociliaire dans la mucoviscidose (SAUSSEREAU, 2012).

Dans I'épithélium des glandes sudoripares, le flux ionique est inversé ; les ions chlorure ne
quittent pas la cellule mais y pénétrent par lintermédiaire de la protéine CFTR.
Physiologiquement, cette absorption de chlorure minimise la perte de chlorure de sodium
(NaCl) par la sueur, empéchant ainsi I'organisme de se déshydrater. Chez les personnes
mucoviscidosiques. Les ions chlorure ne sont plus réabsorbés, ce qui entraine une accumulation

de NaCl responsable de la déshydratation aigué (Billet Arnaud,2010).

11.8. Le diagnostic et le dépistage de la mucoviscidose

Bien qu’il existe un dépistage néonatal en France depuis 2002, il est possible de porter le
diagnostic de mucoviscidose a tout age, notamment si I’enfant est né avant 2002 ou a
I’étranger

Le diagnostic clinique est difficile, en raison de la banalité de certains symptémes
respiratoires récidivants et des troubles nutritionnels difficiles a quantifier. Cependant le
diagnostic de mucoviscidose doit étre évoqué devant un iléus méconial chez un nouveau-né,
une saveur anormalement salée de la peau, une stéatorrhée, un retard staturo-pondéral, des
infections chroniques avec hypersécrétion bronchique, une toux chronique, une atteinte

hépatique avec ictere ou un prolapsus rectal (Ouchtati.A,2018).
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I11. Diagnostic de la mucoviscidose

Une présentation clinique est nécessaire pour le diagnostic de la mucoviscidose. L'aspect
cliniqgue est compatible avec I'affection, de méme que la mise en évidence d'un
dysfonctionnement de la protéine CFTR. Il existe des techniques permettant de mettre en
évidence un dysfonctionnement de la CFTR (M. BOCHUD et al,2010)

e Un test de la sueur avec une concentration de chlore supérieure a 60 mmol/I.

e Une étude moléculaire qui a révélé la présence des mutations dans le gene CFTR.

e La mesure directe de la fonction de CFTR au niveau de I’épithélium nasal (anomalies
bioélectriques)

e Dosage de la trypsine immunoréactive (TIR).

L’ensemble du matériel non biologique et les solutions utilisés pour le diagnostic biologique
chez les patients mucoviscidosiques est rapporté dans les annexes.

I11.1. Le diagnostic biologique

I11.1.1. Le test de la sueur

Le test de la sueur consiste & mesurer les concentrations sudorales des ions chlorure et/ou
sodium, C’est le test le plus important pour confirmer le diagnostic de mucoviscidose Les
patients atteints de cette maladie présentent en effet des concentrations de sueuranormalement
élevées en raison d'un défaut de réabsorption des ions chlorure di a une anomalie génétiquede
la protéine CFTR, Il se déroule en trois étapes : iontophorése avec de la pilocarpine pour
provoquer la sudation ,recueil de la sueur et mesure des ions chlorure et/ou sodium dans
I'échantillon de sueur(Nguyen-Khoa et al., 2012)

Le risque d'erreur de ce test est élevé, il requiert un personnel expérimenté.

111.1.1.1 Stimulation de la sudation

La premiere technique de stimulation de la sudation mise au point par Schwachman en 1955,
consistait a provoquer une hyperthermie des sujets par I'utilisation d'un sac en plastique, Cette
méthode est peu confortable.

La sueur est obtenue apres I'iontophorése a la pilocarpine, drogue cholinergique qui stimule
les glandes sudoripares. Comme ce médicament ne traverse pas la barriere épidermique,

I'iontophorése va lui permettre de passer jusqu'aux glandes sudoripares. Cette méthode est
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réalisée a l'aide d'un ampéremetre d'ionisation a deux électrodes. Dans la plupart des cas, on
utilise le bras droit ou le bras gauche. La peau doit étre indemne de toute altération (eczéma,
écorchure) et débarrassée des chlorures physiologiques restants par un lavage soigneux. La
jonction électrique se fait par des compresses imprégnées d'une solution d'acide sulfurique pour
la cathode et d'une solution de sulfate de pilocarpine pour I'anode. Les électrodes sont fixées
par des élastiques sur la face antérieure de I'avant-bras, préalablement nettoyé. Un courant de
1,5 a4 mA est appliqué pendant 6 minutes. La peau est ensuite lavée a I'eau distillée et sechée
(Storni et al., 2001).

111.1.1.2. Recueil de la sueur

Elle se fait par I'utilisation d'un papier filtre qui a été pré-pesé a 0,1 mg. Celui-ci sera placé
sur la surface stimulée, puis recouvert d'un film plastique fixé hermétiquement sur la peau pour
éviter I'évaporation. Le papier filtre est retiré a lI'aide d'une pince aprés 30 a 60 minutes de
transpiration et pesé instantanément. Un test fiable nécessite au moins 100 mg. Si plusieurs

échantillons sont prélevés, ils seront traités indépendamment (Storni et al., 2001).

111.1.1.3. Dosage de chlorure dans la sueur
Le dosage est effectué sur un échantillon qui a été dilué avec de l'eau distillée. C'est le
principe de I'approche de GIBSON et COOKE, qui est utilisée conjointement avec un titrage
classique de Schales et Schales.
Il est possible de mesurer le taux de chlorures directement a I’endroit de I’émission sans

recueil réel, par une électrode sélective posée a I’endroit de la stimulation (Sedrati .KH,2008).

111.1.2. Dosage de la trypsine (dépistage néonatal)

La trypsine est une protéine de 201 acides aminés, d’un poids moléculaire de 23 kDa et qui
possede quatre ponts disulfures, synthétisée par les cellules acineuses du pancréas, sous la
forme d'une pro-enzyme qui rend le trypsinogene inactif, Dans la circulation, seules d’infimes
quantités de trypsine sont retrouvées et elle est principalement liée a deux inhibiteurs de

protéase, I'alpha-1-antitrypsine et I'alpha-2-macroglobuline. Les anticorps anti-trypsine
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reconnaissent ces deux formes de trypsine de maniére différente (la trypsine immunoréactive)
(Garnotel R,2006 ; Sedrati .KH,2008).

Le dosage de la trypsine immunoréactive (TIR) est la meilleure technique pour le dépistage
néonatal, qui se fait a partir du sang prélevé aux alentours de 3eme jour de vie par incision avec
une micro lance au niveau de la face latéro-postérieure du talon. Il est déposé par goutte sur
papier buvard puis séché a température ambiante pendant deux a trois heures, avant d’étre
expedié au laboratoire (Sedrati.KH,2008), le dosage peut également étre effectuer sur sérum
(Figure 16).

111.1.3. La mesure de la différence de potentiel nasal (DPN)

Le but de la mesure de la (DPN) est d'étudier les problemes de fonctionnement de la CFTR
in vivo. Pour mesurer les courants bioélectriques, une électrode est insérée dans la muqueuse
nasale et une autre dans le bras (annexe Ill). Des techniques normalisées de DPN ont été
établies, permettant de distinguer le profil des patients atteints de mucoviscidose de celui des
témoins. Cependant, en raison des mauvaises conditions locales liées a la pathologie infectieuse

rhino-sinusienne de ces patients, le DPN peut étre affecté (Pruliere-Escabasse.V, 2019)

I11.2 Diagnostic moléculaire (détection des mutations par des techniques)

Le clonage du géne CFTR et I’identification des mutations causales ont permis de mettre en
ceuvre des stratégies de diagnostic moléculaire adaptées a la situation clinique, Les différentes
techniques utilisées reposent presque toutes sur I’analyse de fragments d’ADN du gene CFTR
amplifiée par PCR (Schwarz, 1998).

La PCR est donc une étape préalable pour pouvoir appliquer ensuite d’autre techniques.

111.2.1 La PCR (Polymérase Chain Réaction)

Une technique de Réplication ciblée in vitro qui permet d'obtenir des quantités importantes
d'un fragment d'’ADN spécifique de longueur définie a partir de quelques cellules ou d'une
quantité minimale d'échantillon biologique, la réaction se fait dans un thermocycleur. La PCR
a révolutionné le domaine du diagnostic moléculaire et est devenue une technique de routine

dans le domaine de la santé publique ( Sdnchez B., 2009).
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% Principe

La réaction repose sur la fixation de deux courtes amorces (primers) dont | ‘extrémité 3' est
libre. Cette réaction de fixation de I'amorce sur la molécule d’ADN correspond a une
hybridation dépendante de trois parametres, la température, la concentration en sel du milieu et
la composition en nucléotide de | ‘amorce, en présence des désoxyribonucléiques(DNTP) et
d’une ADN polymeérase thermorésistante (TAQ polymeérase) (Henegariu, O.,1997).

Trois étapes sont nécessaires pour la realisation d’un cycle d’amplification (tableau 1)

e La dénaturation thermique de L’ADN : a 95°c, les liaisons d’hydrogene sont
rompues et les 2 brins se séparent. L’ ADN passe sous forme simple brin dans le milieu.

e Hybridation des amorces : le milieu reactionnel contient 2 amorces, chacune
complémentaire d’un des 2 brins. La température permettant la fixation des amorces sur
les monobrins d’ADN est comprise entre 50°C et 65°C. Les amorces en large axcés,
s’hybrident dés lorsqu’elles rencontrent les séquences complémentaires.

e La polymérisation : intervention de la TAQ polymérase qui allonge les amorces en y
incorporent les désoxyribonucléiques complémentaires de la séquence de la matrice
auquel elle est hybridée. Cette étape s’effectue a une température de 72 °C.

Tableau 1 : les étapes de la PCR

Les étapes de la PCR Température

Dénaturation des 2brins d’ADN 94 °C

Hybridation des amorces 50°C -65°C (en fonction de la longueur de
I’amorce)

Polymérisation 72°C
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111.2.2 L’analyse des produits PCR de I’exon 10 par électrophorese en gel de
Polyacrylamide

% Principe

Il repose sur la séparation de molécules chargées électriquement, en fonction de leur charge
et de leur taille et ce, sous I’influence d’un champ électrique, I’ADN est chargé négativement
donc les différents ADN possedent la méme densité de charge et migreront vers le pole positif,
soit I’anode. De plus, le gel de polyacrylamide est réticulé, donc les molécules d’ADN de petites

tailles migrent plus vite que les molécules de grandes tailles (Yahia. M, 2007).

Les fragments n’étant pas colorées naturellement, il faudra les faire « apparaitre » sur Leurs
support par différentes méthodes (colorant spécifique, autoradiographie...).
Le gel de Polyacrylamide est une matrice de séparation utilisée en électrophorese de
biomolécule. 1l est constitué d'acrylamide qui est I'unité de base et de bisacrylamide (méthylene-

bisacrylamide) qui est I'agent pontant (Sediki.,2015).

111.2.3. L’analyse de produits PCR par hybridation avec sondes oligonucléotidiques

spécifiques (ASO) ou reverse dot blot

Le dot-blot inversé est I'une des technigues les plus largement utilisées pour diagnostiquer la
fibrose kystique, détecter de mutations connues du géne CFTR et distinguer les sujets
homozygotes, hétérozygotes et les sujets de type sauvage (ESHAQUE, B et DIXON, B.,2006).

111.2.4. La séparation électrophoreétique de produits de PCR apres digestionenzymatique

Technique simple permet de détecter les mutations qui modifient des sites de restriction
naturels par des enzymes de restriction qui sont isolées de bactéries et portent le nom de la
bactérie de laquelle elles sont dérivées(Schwarz, 1998 ;Shrimpton ,A .E ,2000) ces enzymes
appartiennent a la classe des endonucléases et sont capables de cliver les liaisons
phosphodiester entre deux nucléotides a I’intérieur d’un acide nucléique et reconnaitre

spécifiqguement une courte séquence, de 4 a 10 pb, et de cliver 'ADN au site reconnu.
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111.2.5. Détection des mutations CFTR par PCR/ARMS dans un échantillon de la

population algérienne

En Algérie, les données de la littérature sur le profil clinique et le spectre des mutations du
gene CFTR sont pauvres. Dans cette étude, ils ont étudié 24 familles algériennes non
apparentées, ayant au moins un enfant atteint de FC.

Des extraits d'’ADN provenant des échantillons de sang des patients et des parents ont été
testés pour les mutations du gene CFTR en utilisant le kit CF30 d'Elucigene qui est base sur
une technique de PCR/ARMS (Sediki FZ et al, 2014).

% Principe de PCR/ARMS

L amplification refractory mutation system est une technique qui consiste a amplifier un
fragment d’ADN en sélectionnant des amorces de maniere que seule la séquence altérée ou la
séquence normale soit amplifiée (Wagner et al, 1990 ; Litia et al, 1992). En général, la base
mutante se trouve prés de I'extrémité 3' de I'une des amorces. La stringence est augmentée afin
que I'amplification ne peut se produire que si I'appariement est idéal. Trois oligonucléotides
synthétiques sont utilisés dans cette méthode, un pour chaque mutation : une amorce 5'
commune et deux amorces en 3’ du brin d’ADN a étudier. La seule différence entre ces
derniéres est leur nucléotide 3' terminal, I'une étant complémentaire de la séquence normale et
l'autre étant complémentaire de la séquence mutante. Les amorces de type sauvage et mutant
sont utilisées en méme temps dans les réactions de PCR (Figure 15). Ce protocole est appliqué
aux patients présentant un test de la sueur douteux et négatif, et ce en employant un Kit
commercialisé CF30 ELUCIGENE™ qui permet la détection simultanée de 30 mutations
(Loumi.O,2006).
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Séquence d'ADN vise 7 B
h —
T
v Produit de PCR
Sequence d'ADN non visee 1
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T |
5 3 X Pas de produit de PCR
Sequence d_ﬁ lg_abarit. ; f Extension par Taq polymérase
e Amiorea spécifique d'alléle .
Amoree commune X Pas d’extension

Figure 15 : amplification multiplexe par ARMS (Loumi.O, 2006).

®,

¢ Protocole opératoire

L amplification multiplexe a été réalisée dans un tube PCR (0.2ml) contenant (Loumi.O,2006)
0.5 ul de Tampon de dilution

2.5 pl de colorant de charge (contenant les différentes amorces)

1.7 pl d’H20

0.3 pl d’Ampli Taq Gold® (2.5 Ul/ )

1.7 ul d’ADN

Une activation de I’enzyme AmpliTaq Gold® est réalisée par PCR.
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IV. Interprétation des résultats

IV .1. Résultats de test de la sueur

Les résultats sont exprimés en milliéquivalents (mEq) ou en millimoles (mmol) de chlorure
par litre de sueur, lorsque la valeur de chlore est inférieure a40 mmol/I, le test est normal ;
lorsqu’elle est supérieure @ 60 mmol/l, le test est positif ; mais la répétition du test a deux
reprises est nécessaire pour confirmation de la présence d’une mucoviscidose. Entre 40 et 60 le
test est douteux, il faudra également le répéter ; si le deuxiéme s’averé étre négatif, un troisieme
test sera nécessaire pour contréle et confirmation (Welsh et Smith, 1996 ; Naimi et Chabani,
1997). La sensibilité de ce test est de 98%, la spécificité est de83%, et la valeur prédictive
positive de 99,5% (Schwachman et Mahmoodian, 1981).

Pour les bases biologiques de ce test : dans les autres organes cibles de la CF, le mécanisme
physiopathologique essentiel est habituellement le défaut du transport trans-épithéliale de
chlore (Quinton, 1999). Dans les glandes sudoripares, du sujet non mucoviscidosique, la sueur
élaborée par les cellules glandulaire est presque isotonique ; elle emprunte ensuite les canaux
sudoripares avant d’étre excretée ( Quinton, 1999). Les cellules épithéliales canalaires forment
une couche confluente imperméable a I’eau qui absorbe activement le Na+ par des canaux
ENaC apicaux. Le chlore est absorbé passivement a travers les canaux CI/CFTR. L’eau ne
suivant pas, il en résulte un liquide sudoral hypotonique. Ce mécanisme visant a préserver les

électrolytes dans I’organisme.

Chez ses patients, dont le test de la sueur est positif, I’absorption de chlore dans les canaux
excréteurs n’est plus possible, la couche éepithéliale étant imperméable au chlore du fait de
I’absence de canaux CI/CFTR. Dans ces conditions, I’absorption de sodium ne peut plus se

produire ce qui expligue la concentration élevée de Na Cl dans leur sueur (Yahia. M, 2007)

Ils ont constaté que les résultats du test de la sueur sont identiques quel que soit le génotype des
autres mutations CFTR : que I’enfant soit AF508 homozygote ou AF508hétérozygote, ou non
porteur de la mutation AF508. Les mémes résultats ont été retrouvés par (Farrell et al, 1996 ;
Wilschanski et al, 1995).

IV .2. Résultats du dosage de la trypsine

Dans le sérum les valeurs de références chez 1’adulte de 140 a 400 pg/l et chez le nouveau-né

de 1 a 16 jours, < 1000 g/l (Garnotel R,2006).
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Figure 16 : Organigramme du dépistage de la mucoviscidose (Radoui,2012)

Si le dosage est trop élevé, un test genétique est effectué pour rechercher des anomalies
(mutations) dans le gene CFTR. Si aucune mutation n'est découverte, le test TIR est répété a
I'dage de 3 semaines ; si les résultats sont normaux, I'enfant n'est pas malade. Si au contraire des
mutations du géne sont retrouvées, et aussi dans les cas ou ce dernier dosage de TIR est anormal,
les enfants sont dirigés vers le Centre de ressources et de compétences sur la mucoviscidose
(CRCM) pour une confirmation ou une infirmation du diagnostic par un test de la sueur (Figure
16).

Le test positif confirme le diagnostic de mucoviscidose, et le bébé sera traité immédiatement.
L'enfant n'est pas malade et ne peut pas transmettre la maladie si le test de la sueur est négatif
et qu'aucune mutation n'est identifiée. Par contre s’il est négatif mais qu'une mutation génétique
est découverte, I'enfant ne sera pas malade, mais le géne muté sera transmis a sa descendance.

Les parents se verront ensuite proposer une consultation génétique. (Masson, 2006)
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IV.3. Résultats de (DPN)

Le DDP nasal est une valeur négative exprimée en millivolts (mV) ; chez les patients atteints
de CF, le DDP nasal est presque deux fois plus élevé (en valeur absolue) que dans le groupe
témoin. D’aprés une étude faite par Meharzi et ces collaborateurs, chez 50 patients CF d'age
moyen de 10 ans et de 21 sujets témoins d'age moyen de 8 ans, la DDP nasale est retrouvée
chez les patients CF (-28+8 mV) par rapport au groupe témoin (-8+3 mV) (Meharzi A et al,
1995).

La mesure de la DDP nasale parait reproductible, aussi bien chez les sujets sains que chez
les patients CF, elle constitue une aide au diagnostic de mucoviscidose mais c’est un examen
long, délicat et nécessitant un personnel entrainé (Sedrati.KH,2008).

IV.4. Reésultats du diagnostic moléculaire

IV .4.1. Résultats de L’analyse des produits PCR de I’exon 10 par électrophorése en gel
de Polyacrylamide

La mutation la plus fréquente de la fibrose kystique, AF508, est une délétion de trois paires
de bases (pb) dans I'exon 10 du géne CFTR, la méthode la plus simple pour la détecter est
I’amplification d'un petit fragment de I'exon 10 du géne CFTR, suivie d'une électrophorése sur
gel de Polyacrylamide (PAGE) et la visualisation des produits par coloration a I'éthidium ou
d'argent.
Le produit PCR normale de I’exon 10 est de 98 bp. Lorsque la délétion AF508 est présente, le
produit PCR est de 95bp (3pb plus court) (Schwarz, 199 ; Kakavas ,K et al,2006 )

Controls Normal Unknown
Fo + <4 =

<
I(HM)  I(HT) 3(HT) 4 5 b 1 8

95 bp — h R S

Figure 17 : Analyse électrophorétique des contrdles, des échantillons de patients normaux et

inconnus pour la détection de la mutation AF508 (Kakavas, K et al., 2006).
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L’électrophorese des produits PCR aprés digestion par des enzymes appropriés permet
L’identification des mutations, la détermination de la taille de chaque fragment d’ADN en
Mesurant leur distance de migration en la comparant a celle de ce marqueur de taille, ainsi que
la confirmation de I’état hétérozygote ou I’état homozygote pour la mutation concernée.

Tous les échantillons (1,2,3,4,5,6,7,8) ont été analysés par PAGE (Polyacrylamide gel
¢lectrophoreses). 1 : homozygote AF508 (AF508/AF508) ;2 et 3 hétérozygote AF508

(AF508/normal) ; 4 et 5 normal ; 6,7,8 échantillons de patients inconnus.

Les échantillons 6 et 7 du patient inconnu ne contiennent aucune mutation (normal/normal),
tandis que 1'échantillon 8 du patient inconnu contient la mutation AF508 (AF508/normal) avec
trois bandes ; L’une de ces bandes mesure 98 pb, la deuxieme 95 pb et la troisieme se situe
entre les deux autres. Ces trois bandes sont des produits hétérodimeres (HT) de PCR d'alleles
normaux et mutés. Les homodimeres (HM) sont des produits PCR provenant des mémes alleles
mutés (AF508) Présentés par une bande de 95pb.

Ces resultats démontrent que I'analyse PAGE peut étre utilisée pour identifier la mutation
AF508.

IV.4.2. Reésultats de L’analyse de produits PCR par hybridation avec sondes

oligonucléotidiques spécifiques (ASO) ou reverse dot blot

L utilisation des multiples oligonucléotides spécifiques d’un allele (ASO) de type sauvage
(Wild) ou des ASO mutés (mutant). Immobilisés sur une petite membrane sur lesquelles le
produit PCR marqué a la biotine est hybridé. Cette technique est capable de détecter les
mutations suivantes : DeltaF508, G542X, NI303K, 1717-IWI1282X, G551D, R553X et
Deltal507par I’hybridation du produit de la PCR avec leurs homologues de type sauvage (Wild)
ou mutés (Mutant) (Schwarz, 1998 ; Eshaque ,B et Dixon,B ,2006).
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Figure 18 : exemple des résultats obtenus avec la technique du dot blot inversé (Schwarz,
1998).

La figure montre des bandes de membrane qui ont été hybridées avec de I'ADN amplifié. Le

génotype de chaque individu peut facilement étre lu sur la bande de dot blot inversée (figurel18)

La bande A : est le résultat d'un échantillon négatif pour toutes les mutations du
test car seuls les signaux du type sauvage (W) sont présents.

La bande B : L’ADN amplifié provenant d'un individu homozygote G542X
s'’hybride uniqguement avec la sonde mutante G542X et avec la sonde normale de

chacune des autres mutations.

La bande C : L’ADN amplifié provenant d'un individu homozygote F508 s'hybride
uniquement la sonde mutante F508 et avec la sonde normale de chacune des autres

mutations.
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Les bandes D E F G (hétérozygotes) : Un signal positif avec une sonde mutante

(M) indique la présence d’une mutation.

IV.4.3. Résultats de la séparation électrophorétique de produits de PCR apreés digestion

enzymatique

(&)
549 550 551 552 553
S G G Q R
Normal . AGT GGA GGT CAA CGA ..

S G D Q R
Mutant .. AGT GGA GAT GCAA CGA ..
Mbo ,
recognition site
(b)
[+ 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figure 19 : détection de la mutation G551D par la digestion enzymatique (Schwarz, 1998)

Un changement de la séquence d’ADN peut détruire ou créer site de restriction, qu’on peut le
distinguer de la séquence normale. La mutation G551D crée un site de reconnaissance Mho
1site de reconnaissance au niveau du codon 551 (GATC) (figurel9a).

L’électrophorese sur gel d’agarose des produits de digestion de I’exon 11 par Mbol génere
un fragment de 425 pb dans le cas normal. Tandis que la digestion du produit mutant donne 2
fragments : 243pb et 182 pb (figure 19b).

L’échantillon 5 provenant d’un individu hétérozygote pour la mutation (G551D/ normal) .il
est présenté par trois bandes ; la premiere correspond a un allele sain (425 pb), les deux autres
bandes est le résultat de la digestion d’un allele muté (243pb ,182 pb).

L’échantillon 13 provenant d’un individu homozygote (G551D /G551D) présenté par deux
bandes le résultat de la digestion des 2 alleles mutés.

Les autres echantillons sont négatifs pour la mutation G551D (Schwarz, 1998).
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IV.4.4. Résultats de Détection des mutations CFTR par PCR/ARMS dans un échantillon
de la population algérienne

Seulement cinq mutations différentes ont été identifiées. Sur les 48 alléles étudiés, les
mutations les plus fréquentes étaient : ¢.1521 1523delCTT (F508del) 18,75%,
c.579+1G>T(711+1G>T) 12,5%, ¢.1624G>T (G542X) 10,41%, ¢.3909C>G (N1303K) 4 %, et
€.1652G>A (G551D) 2 %. Le kit Elucigene CF30 met en évidence une partie des mutations
CFTR dans la population algérienne. 1l reste important pour un premier dépistage car il révéle
les mutations les plus fréquentes. Toutes ces informations sont intéressantes pour le dépistage
et le conseil génétique en Algérie et dans les pays européens ou I'immigration maghrébine est
importante. (Sediki FZ et al, 2014).

Le choix des méthodes par un laboratoire dépend de leur sensibilité, leur fiabilité et les outils
disponibles et maitrisées. Chaque méthode a ses avantages et ces limites (tableau 2)

Tableau 2 : Avantages et limites des méthodes de détection des mutations du géne CFTR
(Sedrati ,2008).

La digestion enzymatique simple et rapide Mon spécifigue [ si deux
{PCR +digestion +gelde mutations aboutit le mé&me
contrdle } site de coupure par un

enzyme de restriction }

Hybridation a des ASO Rapide ,automatisable Mise au point délicate
{reverse dothlot ) Detection de plusieurs
mutations a la fois

Ligation d'oligonucléotides Rapide ,détection de plusieurs Mécessité de ['utilisation d'un
{oLa) mutations a la fois ségquenceur d’ADN
{couteux)
ARMS Rapide ,détection de plusieurs -Choix critique des Amorces
mutationsa la fois -Résultat fondés sur I'absence

de produit PCR
-non distinctions des
homozygotes et hétérozygotes
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Perspectives thérapeutiques

«» Les traitements actuels de la mucoviscidose

La prise en charge thérapeutique actuelle de la MV reste basée sur des traitements
respiratoires et nutritionnels dits « symptomatiques » améliorant le profil évolutif de la
maladie (annexes). Méme s’ils sont contraignants et doivent étre poursuivis durant toute la vie
du malade, ces traitements ont permis d’allonger I’espérance de vie des patients (Reix P et
al.,2012).

La prise en charge respiratoire a toujours pour objectif principal de faciliter le drainage des
sécrétions bronchiques grace a la réalisation réguliére de séances de kinésithérapie respiratoire
(Bellon G,et al 2009) .Les phénomeénes infectieux aigus et chroniques sont jugulés, selon le
statut microbiologique des patients, par une antibiothérapie curative ou préventive secondaire
, La prise en charge nutritionnelle doit avoir pour objectif de limiter le risque de dénutrition
dont on connait I’impact négatif sur I’état respiratoire et la survie des malades (Durupt S, et
al.,2015).

Des nouvelles cibles thérapeutiques sont été découvertes pour corriger le défaut initial de la

maladie : le gene défectueux ou la protéine défectueuse elle-méme.

La thérapie protéique présente I’intérét d’agir directement sur le défaut biologique de base
lié au dysfonctionnement de CFTR et restaurer ou renforcer la fonction de la protéine grace a
des molécules qui commencent a étre disponibles :
1-Molécules correctrices : corrigent les défauts de la protéine CFTR et la rendent disponible

dans I'épithélium.

2-Molécules potentiatrices : augmentent la quantité d'activité résiduelle de la protéine (la
protéine CFTR est présente dans I'épithélium mais n'a qu'une faible fonction)

Ces traitements (Annexes) sont dits « personnalises » car ils dépendent de la classe de la
mutation responsable de la MV (Durupt S, et al.,2015 ; Hubert D, et al.,2016)
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« POTENTIATEURS »
Améliorent le fonctionnement
de la protéines CFTR mutée
MAIS présente au pole apical
Classe lll, IV ot V

VX770

« CORRECTEURS »

Permettent a Ia protéine CFTR

d'étre exprimée au psle apical

Classel etll

PTC724, VX661, VX809, vX953, QBWZ2517

Figure 20 : Mécanismes d’action et exemple de molécules correctrices et potentiatrices

(Durupt S, et al.,2015)

La thérapie genique consiste a remplacer le gene déficient en introduisant une ou plusieurs
copies du gene CFTR sauvage dans le noyau des cellules cibles ( Fajac et Sermet,2013). Par
I’utilisation d'un vecteur pour comprimer et transporter le gene d'intérét dans I’intérieur de la

cellule cible, ou il sera produit pour un bénéfice thérapeutique (annexes)

En effet, bien que le transfert du géne dans des cellules épithéliales respiratoires ait été
réalisé avec succes, I’expression de CFTR reste transitoire et des effets secondaires sont
engendrés, comme par exemple des problémes de toxicité et de réactions immunitaires. Ainsi,
apres toutes ces années de recherche, cette approche qui paraissait prometteuse et avait laissé
naitre de nombreux espoirs, n’a pas encore répondu aux attentes (Stéphanie.M, 2014).

Autres approches d’édition génomique sont actuellement en cours de perfectionnement,
faisant appel a des ciseaux moléculaires.
1-L’ingénierie des nucléases a doigts de zinc (ZFNs) approche a permis une correction
ciblée de lamutationAF508 (C.M. Lee et al ,2012)
2-les nucléases de transcription dites TALENs (Transcription Activator-Like Effector
Nucléase) (J.K. Joung et al ,2013)
3-Le systtme CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic

Repeats/Cas9 nucleases) est un nouveau systeme simple, rapide et efficace pour couper I'ADN
a un endroit
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spécifique du génome. Il est constitué d’un ARN guide qui cible une sequence d'’ADN associé
a I'enzyme CAS 9 (un ciseau moléculaire) qui coupe I’ADN. Il Permet une réparation
endogéne de mutations au niveau du locus CFTR des cellules souches intestinales de patients
(Schwank, B et al , 2013)

L’édition du génome dans les iPSCs (cellules souches pluripotentes induites), suivi, d’une
culture et d'une différenciation, peut étre utilisee pour le développement de la thérapie
combinee d'édition du génome et de transplantation cellulaire utilisant les propres cellules du
patient CF. Ces approches récentes sont fort intéressantes, mais il reste encore beaucoup de
chemin a parcourir pour obtenir des résultats cliniquement significatifs (Smirnikhina SA et
al ,2020)

% Conseil génétique

Lorsqu’un diagnostic de mucoviscidose est posé, au-dela de la prise en charge de I’enfant, une
Prise en charge génétique s’impose pour le couple et ses apparentés un conseil génétique doit
étre proposer.

Une information compléte leur sera donnée sur la maladie elle-méme, sur le risque de
récurrence a chaque grossesse et une possibilité de diagnostic prénatal, s’ils le souhaitent, leur
Sera proposee (Sediki,2015).
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Conclusion

La mucoviscidose est la maladie autosomique recessive grave la plus fréquente dans la
population d’origine caucasienne. Elle est due a des anomalies du gene CFTR.

Le diagnostic de la maladie a longtemps reposé sur une combinaison de symptdmes cliniques
(gastro-intestinaux et/ou respiratoires) et un taux élevé de chlorure dans la sueur. Aprés le
clonage du gene CFTR en 1989, lI'analyse géneétique et la détection des mutations responsables
de la fibrose kystique est progressivement devenue un aspect important du diagnostic.
L’association du test de la sueur et de I'analyse génétique a simplifié le diagnostic de la maladie
dans la plupart des cas.

La mucoviscidose est présente en Algérie mais elle est mal connue ou les moyens
diagnostiques et I’offre de soins sont considérablement limités et pour améliorer cette situation,
la formation médicale doit étre poursuivie, L’idée que la maladie est exceptionnelle et

inexistante doit &tre combattue (Radoui ,2012).

Il est indispensable de développer des centres de référence de la mucoviscidose bien répartis
dans le territoire et des laboratoires de biologie moléculaire pour I’étude du gene CFTR ainsi
que I’amélioration d’étude des mutations génétiques in Silico par I’utilisations des outils

bioinformatiques .

Enfin créer un registre national de la maladie et des associations de malades en faveur de la
lutte contre la Mucoviscidose elles contribueront efficacement a la diffusion de I’information

et soutiendront les personnes qui en souffrent.
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ANnexes

Annexe |: Principaux traitements symptomatiques actuels de la mucoviscidose ( Durupt S,

et al.,2015)
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Annexe |1: Matériel non biologique utilisé
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Annexe I11 : la mesure de la différence de potentiel nasal (DPN)

(https://slideplayer.fr/slide/10522829/)
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Annexe IV : Les modulateurs de CFTR selon la classe de mutation (la thérapie protéique )

(Audousset et Prévotat., 2019).

Exemple Wla2s2X F508del GS51D R11TH AAS5E Na2sTY
de Go42X N1303K 1349D R334W
mutation
Fonction Non Faible Faible Partielle Bonne Bonne
CFTR
Combinaison Combinaison | Molécules Molécules
Traitement correcteur correcteurs Amplifiers  Amplifiers
Potentiateur et Potentiateur et
potentiateur Potentiateur
Stabiliseurs Stabiliseurs
Lumacaftor/
wacaftor/ Ivacaftor/
EAtaluren® Orkambi® Kalydéco®

L'objectif des molécules amplifies est d'améliorer la traduction de 'ARNm et d'augmenter
ainsi la quantité de protéines CFTR.

Annexe V : Schéma illustre simplement le principe de la thérapie génique qui intégre a

I'organisme le gene non-muté de la protéine (Ouchtati.A,2018).
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