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Résumé :
La mucoviscidose c’est la maladie génétique autosomique récessive la plus répandue dans la
population d'origine caucasienne. Cette maladie est causée par un défaut du géne CFTR qui
code pour la protéine CFTR.

La protéine CFTR est un canal chlorure situé dans la membrane cellulaire épithéliale, un
défaut dans ce canal provoque des perturbations hydroélectriques et est a l'origine d'une

Viscosité excessive.

Il est recommandé de faire un test de la sueur pour permettre une intervention et un traitement

précoces des maladies respiratoires et nutritionnelles.

La premiére partie de ce travail nous avons parlé de cette maladie en général et nous avons

parlé du gene et de la protéine qui cause cette maladie.

Dans la deuxiéme partie , qui est , En raison de la situation sanitaire dans notre pays d'Algérie
apres la propagation de la pandémie de Covid 19, nous n'avons pas eu la chance de terminer
un travail d'application pour notre travail et nous nous sommes contentés de rechercher les
derniéres méthodes utilisées dans certains pays développés comme [I'Espagne pour
diagnostiquer la mucoviscidose par le dépistage néonatal, nous avons conclu a travers ce
travail que le meilleur protocole en place dans la plupart des pays est la trypsine

immunoréactive (TIR) en conjenction avec le test génétique, et le test de la sueur.

Mots clés : la mucoviscidose, géne CFTR, mutations génétiques, PCR.



Abstract

Cystic fibrosis is the most common autosomal recessive genetic disease in people of Caucasian origin.
This disease is caused by a defect in the CFTR gene which codes for the CFTR protein.

The CFTR protein is a chloride channel located in the epithelial cell membrane, a defect in this

channel causes hydroelectric disturbances and is the cause of excessive viscosity.

It is recommended to do a sweat test to allow early intervention and treatment of respiratory and
nutritional diseases.

The first part of this work we talked about this disease in general and we talked about the gene and the
protein that causes this disease.

In the second part, that is, Due to the health situation in our country of Algeria after the spread of the
Covid 19 pandemic, we did not have the chance to complete an application work for our work and we
we are content to research the latest methods used in certain developed countries such as Spain to
diagnose cystic fibrosis by neonatal screening, we have concluded through this work that the best
protocol in place in most countries is immunoreactive trypsin (TIR ) in conjunction with the genetic

test, and the sweat test.

Keywords (cystic fibrosis, CFTR gene, genetic mutations, PCR)
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Introduction

Introduction :

La mucoviscidose et une maladie héréditaire rare se transmet sur le mode autosomique
récessif a plus fréquente dans la population caucasienne. Elle est causée par des mutations sur
le géne CFTR qui code pour un canal perméable aux ions chlorures situe sur la membrane des

cellules des épithéliums sécrétoires. (Welsh MJ., 2001)

Au niveau de la glande sudoripare, un syndrome de perte de sel. Cette anomalie est
testé par un examen biologique permettant le diagnostic de cette maladie : le « test de la
sueur». (Di sant'Agnese PA et al .,1953)

Depuis 1989, nous savons que des mutations du géne CF ; ce géne code pour une
protéine transmembranaire : la protéine CFTR qui forme une sorte des canaux responsable du
transport et des échanges eau / électrolytes, le mauvais fonctionnement de cette protéine
CFTR perturbe cette fonction, ce qui entraine la production d’un mucus épais. Le canal CFTR
est exprimé au niveau des tissus épithéliaux secréteurs tels que (les glandes sudoripares, le
pancréas, l’intestin, les systémes génitaux, dans les voies respiratoires, et les cellules
cardiaques). (GonskaT et al .,2009)

L'incidence de la mucoviscidose varie selon la région et I'origine ethnique. Son taux de
natalité en Europe et en Amérique du Nord est de 1/2000 a 1/3500. Cette fréquence a diminué
dans la population méditerranéenne, majoritairement maghrébine, et plus faible dans la
population noire (Africaines, Américaines) (1/20000) et asiatique (1/32400). (Rosenstein BJ
1998, De Boeck K 2006). La conférence américaine de consensus) et les recommandations
internationales ont clairement défini les critéres diagnostiques de la mucoviscidose. Le
diagnostic est alors posé lorsque les conditions suivantes sont réunies : signes cliniques
évocateurs ou cas chez la fratrie, ou test de dépistage néonatal positif et mise en évidence
d'anomalies liées a un dysfonctionnement de la protéine CFTR, au moins deux tests
sudoripares ou CFTR positifs 1l existe deux mutations ou potentiel nasal différence (DDP)
positive. (Munck et al., 2008 ; Roussey & Munck, 2009).

En Algérie, I’incidence de cette maladie n’est pas existée, car il n’existe pas de registre

pour la mucoviscidose et ou I’on ne pratique pas le dépistage néonatal de la mucoviscidose.

Compte tenu de Il'impact du diagnostic de mucoviscidose, le dépistage néonatal

correctement réalisé est essentiel, surtout lorsqu'il s'agit d'une forme atypique. C'est pourquoi
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il est absolument nécessaire de trouver un protocole unique et fiable pour diagnostiquer la

maladie de maniére plus rapide.
Pour cela 1’objectif de notre travail était de :

» Nous souhaitons évaluer un ensemble de meilleurs protocoles utilisés pour le
diagnostic de la mucoviscidose par le dépistage néonatal dans un groupe de pays

européens a travers quelques récentes publications.
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I.  Définition
La mucoviscidose (« maladie des mucus visqueux » en francais) ou fibrose kystique (en
anglais : cystic fibrosis, sous-entendu « du pancréas ») Ce nom fait référence aux lésions
fibreuses qui se développent dans le pancréas, est une des maladies génétiques héréditaires a
transmission autosomique récessive la plus fréquente dans les populations d’origine
Caucasienne et dans les pays occidentaux 1’un des principaux organes touchés par cette
affection. (Girodon-Boulandet & Costa, 2005).

Elle se caractérise par le changement des sécrétions muqueuses au niveau de plusieurs
organes comme |’appareil digestif et I’appareil respiratoire et se développe dés I’enfance, et
évolue progressivement avec des épisodes d’aggravation. Cette maladie chronique, de
pronostic redoutable, est due a la composition du mucus : tres visqueux, épais, chargé en sel.
D’origine génétique, dite autosomique (liée a ’altération d’un chromosome non sexuel) et
récessive : elle ne s’exprime que chez les personnes qui portent deux copies du géene CFTR
codant pour la protéine CFTR (pour cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
(Angelot, 2005). La protéine CFTR est présente dans les membranes cellulaires de diverses
mugqueuses : respiratoires, digestives... Elle agit comme un canal d'échange d'ions chlorure
entre l'intérieur et I'extérieur de la cellule. Lorsque son géne est muté, le canal fonctionne mal.
Cette modification se manifeste notamment par une diminution de la quantité d'eau excrétée
par les muqueuses et, par conséquent, par une inflammation et un épaississement du mucus
qui la recouvre. Ce phénomene conduit aux symptdmes habituels de la mucoviscidose. La
maladie est liée a une anomalie du géne CFTR, porté par le chromosome 7.(Carpentier,
2012).

Il.  Historique

Aprés des études et des recherches historiques menées par des chercheurs historiques, ils ont
découvert que la mucoviscidose apparaissait avant méme le Moyen Age, lorsqu’ils ont
découvert en 1606 qu’un médecin gotait le golt du sel sur ses doigts apres 1’avoir frotté sur
le front d’un enfant malade. En 1595, I’autopsie d’une fillette de 11 ans fut réalisée par le
médecin hollandais Peter Bau qui découvrit la premiere description médicale des lésions
pancréatiques dans laquelle il décrivait le pancréas comme blanc, enflé et divisé.(Davis,
2006).

Au XIXe siecle et au début du XXe siécle, I’existence de la méme maladie était associée a

I’observation de selles huileuses, de complications du méconium et de lésions pancréatiques
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par un Landsteiner. En 1905, le premier a décrire 1’iléus méconium chez les patients atteints

de pancréas.

En 1936, La premicre a décrire la mucoviscidose en tant que maladie a part entiére c’est le

docteur Hansine Andersen.

En 1938, le docteur Hansine Andersen définit la maladie comme étant une atteinte du

pancréas d’ou son nom anglais (Cystic Fibrosis) (fibrose kystique du pancréas).(Davis, 2006).

Le docteur Sydney Farber utilisé le nom « mucoviscidose» dans L’année 1943 pour la
premiere fois par cette terme de « mucoviscidose » reste tres exploité dans le monde.
(Sermet-Gaudelus | et al., 2012).

En 1945, était déterminé le caractere héréditaire et transmission récessive par Dorothy
Andersen et Hodges. (Sermet-Gaudelus | et al., 2012).

En 1948, lors d’une vague de chaleur, Paul Di Sant’Agnese, pédiatre a New York, découvrit
que la plupart des enfants souffrant d’un coup de chaleur souffraient de mucoviscidose,

concluant que la nature de leur sueur était différente des autres.

En 1953, le pédiatre Saint Agnes constatait que dans la sueur des enfants atteints de
mucoviscidose il y a un déséquilibre des électrolytes avec une augmentation des ions chlorure
notamment dans ce cas (Saint-Agnes) il explique le golt salé que (Alonso De fentecha) a
trouvé il y a trois siecles. Ces observations qui sont actuellement utilisée pour les tests de
diagnostic de la sueur. (Di Sant’Agnese PA , 1953).

En 1981, knwles Gatzy et boucher découvrent les différents de potentiel électriques au niveau
de la muqueuse nasale. Cette découverte implique qu’il existe un lien physiologique entre les

poumons, le pancréas et les glandes sudoripares.

En 1985, le géne responsable de la maladie était localisé dans le bras long du chromosome 7

gréace au marqueur RLFP (Riordan JR et al., 1989) .

Puis en 1989 I’anomalie génétique a 1’ origine de la maladie fut mise en évidence par les
équipes de Lap-Chi Tsui, Collins et Riordan. Il s’agit d'une mutation d'un géne localisé en

7931 codant une protéine transmembranaire appelée CFTR (Riordan JR et al., 1989).

Ce n'est qu'en 1991, qu'Anderson et al. Apportérent les preuves que le CFTR était bien un

canal chlore (Anderson et al., 1991).
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I1l.  Epidémiologie
La mucoviscidose est une pathologie héréditaire a transmission autosomique récessif, Lorsque

les parents sont porteurs de la maladie et sont en bonne santé (hétérozygotes : 1’'un des deux

alleles sont mutés), il y a 25% de risques pour voir un enfant malade (figure 1).

Mére
porteuse
non malade

Pere
porteur
non malade

00, QO

<\

>
®0

Enfant
non malade,

porteur de I'alléle muté
(2 chances sur 4)

0[0
[ ]

®® @@

Enfant
malade
(1risque sur 4)

Enfant
non malade
(1 chance sur 4)

Figure 1 Mode de transmission autosomigue récessive de la mucoviscidose. (Mclntosh et al.,
1989)

Deux parents porteurs d'une mutation du géne CFTR auront a chaque grossesse, une chance
de 1/4 d'avoir un enfant porteur du géne normal, de 1/2 d'avoir un enfant porteur du géne
anormal mais non malade, et un risque de 1/4 davoir un enfant porteur de deux genes

anormaux et donc malade. (Mclntosh et al., 1989)

Bien que la mucoviscidose soit considérée comme une maladie rare, elle se propage presque
partout dans le monde, touchant plus de 75 000 personnes (Cystic Fibrosis Canada 2017,
Cystic Fibrosis fondation 2017, Européen Cystic Fibrosis Society 2017) (figure 2).

C’est I’'une des maladies génétiques les plus courantes dans le Caucase, 1 enfant sur 3 000 nait
avec la mucoviscidose en Europe du Nord, il y a de grandes variations régionales (1/2913 en
Bretagne a 1/7077 en Midi-Pyrénées) (Munck &amp; Roussey, 2008); (Scotet et al., 2010).

Il se propage également sur le continent asiatique et Afrique, mais a un peu de proportion, par
exemple au Japon 1/ 350000 (O’Sullivan & Freeman 2009). En Afrique du Nord, des études
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ont montré que plusieurs mutations CFTR ont été decouvertes en petit nombre au Maghreb
(Algérie (Loumi et al., 2008), Tunisie (Fredj et al., 2009) et Maroc (Ratbi et al., 2008)).

Il existe des variations au niveau de I’incidence maladie observées a I’intérieur d’'un méme
pays, en France par exemple la maladie touche 1 enfant sur 2500 dans le Nord-ouest
(Bobadilla et al., 2002). En revanche, un enfant sur 10000 est touché dans le sud-est
(Girodon-Boualandet & Costa, 2005).

La maladie est plus grave pour les femmes par contre il y a La méme fréquence de la maladie

entre les hommes et les femmes

>

»

3
i o
.\

L%

.

Figure 2 : Prévalence estimée de la mucoviscidose dans le monde, pour 100 000 habitants
(d’apreés Lopes Pachec 2016).

IV.  Physiopathologie de la mucoviscidose
La mucoviscidose est une maladie géenétique qui affecte les glandes externes, et elle affecte de
nombreux organes des principaux systémes du corps comme : le systeme digestif et le
systeme respiratoire. 1l provoque une maladie pulmonaire chronique, une insuffisance
pancréatique externe, une maladie du foie biliaire et une augmentation de la concentration
d’¢électrolytes dans la sueur. Presque toutes les glandes exocrines sont affectées a des degrés
divers de distribution et de gravité. Les glandes peuvent étre obstruées par un matériau collant

ou solide provenant d’éosinophiles.

Dans la lumiére (pancréas, glandes intestinales, voies biliaires intrahépatiques, vésicule

biliaire, glandes sous-maxillaires) (Figure 3).
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Figure 3 : montrant les organes et les systemes touchés par la mucoviscidose : (poumons,
pancréas, foie, les organes reproducteurs) / Les glandes sudoripares de la peau sécretent un
liquide qui contient plus de sel que la normale. (Welsh & Smith, 1995)

Il peut sembler histologiquement anormal, mais il produit une grande quantité de
sécrétions. 11 peut également apparaitre naturellement d’un point de vue histologique, mais il

excrete des quantités excessives de sodium et de chlore (comme la sueur) (Aurora et al.,

2004).

1. Physiopathologie de la mucoviscidose au niveau respiratoire
A la naissance, les poumons sont généralement histologiquement normaux, la plupart des

patients développent des maladies pulmonaires pendant I’enfance ou la petite enfance, cette
maladie conduit & accumulation de bouchons de mucus dans les bronches et Il s’accompagne

d’une infection bactérienne chronique, qui conduit a une bronchectasie et une insuffisance

respiratoire (Figure 4) (Aurora et al., 2004) .
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Figure 4 : la figure illustre une bronche normale et une bronche enflammée. (Welsh &
Smith, 1995)

La réponse inflammatoire sévere a I’infection des voies respiratoires est plus forte et plus
persistante qu’elle ne le serait en 1’absence de la mucoviscidose (Noah et al., 1997 ; Bonfield
etal., 1999).

Les poumons sont constamment exposés a des agents nocifs et infectieux, et ainsi le
développement leur a donné plusieurs lignes de défense qui assurent un nettoyage permanent

des voies respiratoires sans provoquer de réaction a des substances potentiellement nocives.

Le mucus crée par lui-méme une couverture protectrice qui lie les particules inhalées car le
mucus se compose d’épitropes faits de carbone et est piégé par un lux perturbé. Ensuite, la
couche muqueuse est poussée vers le haut, formée sur une couche liquide moins visqueuse,
par une combinaison de coups ciliaires coordonnés avec le flux d’air et la toux. Cette couche
de fluide est appelée «sol» ou «fluide périphérique» (LPC), spécifiquement congue pour
fournir un environnement qui ne ralentit pas le battement ciliaires. Le transport actif des ions
stimule la force motrice pour une sécrétion et une absorption réguliéres des fluides (Tarran et
al., 2001a). C’est pourquoi le LPC maintient une hauteur adéquate (environ un huitieme de la
longueur d’un cil complétement allongé) et maintient une hydratation adéquate de la
membrane muqueuse (Tarran et al., 2001b). Le CPL a également une action plus importante
qui est un lubrifiant qui empéche la couche muqueuse de coller aux surfaces cellulaires, cette

derniére permettant d’éliminer le mucus sous I’influence des battements ciliaires et de la toux.

Les CFTR sont des canaux utilisés pour le passage actif du chlore vers les LPC, qui
interagissent avec les canaux sodiques pour réduire leur limite d’action. Le mouvement du

chlore a travers les canaux CFTR est lié au mouvement du sodium et de ’eau, c’est-a-dire
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qu’il fonctionne en proportion. Alors que, le transport des chlorures et d’autres ions assure
I’hydratation du LPC et, par conséquent, le LPC joue également le rdle d’un lubrifiant qui

empéche cette couche muqueuse de coller aux surfaces cellulaires. (Figure 5).

CFTR ENaC

| I — LSE . |
L
Y VY

Cl Na+ Cr

- Na+ Ci
H20 H20
Epithelium normal Epithelium MV

Figure 5 Consequence du dysfonctionnement de transport ionique sur la clairance
mucociliaire dans la mucoviscidose (Saussereau, 2012)

Les cellules de D’épithélium respiratoire normal régulent le transport de sodium (par
I’intermédiaire de ’ENaC) et de chlorure (par 1’intermédiaire du CFTR et du CACC) afin de
maintenir une hauteur optimale de la couche liquide péri ciliaire et de conforter ainsi le
mouvement ciliaire tout en hydratant adéquatement la couche sus-jacentes de mucus, ce qui
permet le maintien de la clairance mucociliaire (CMC). Dans la mucoviscidose, le mécanisme
de transport épithélial du chlorure est absent et le sodium est hyper absorbé (par
I’intermédiaire de I’ENaC). Malgré une compensation partielle par une sécrétion de chlorure a
travers le CACC, il en résulte une diminution de la couche de LPC et une déshydratation du

mucus, ce qui ralentit la clairance muco-ciliaire.

Cette action facilite 1’élimination du mucus, tandis que le mucus au-dessus des cellules
bronchiques protége les lésions pulmonaires de L’environnement extérieur (contamination,

virus ...).

Quant aux personnes atteintes de mucoviscidose, il y a une obstruction dans le transport
hydroélectrique (transport des ions chlorure). Cette obstruction entraine un mangue de
I’hydratation dans les voies respiratoires, les rendant collantes et épaisses, ce qui est

responsable de ne presque pas enlever la membrane muqueuse.

Tous ces problemes conduisent a une hypertrophie de la paroi musculaire des artéres
pulmonaires, ce qui entraine une hypertension artérielle pulmonaire et une hypertrophie
ventriculaire droite. L’accumulation de bactéries et de virus continue d’entrainer I’émergence

de maladies pulmonaires, notamment: Staphylococcus aureus est le plus courant,
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Pseudomonas aeruginosa est isolé avec L’évolution de la maladie. Un type muqueux associé
a la mucoviscidose est Plasmodium aeruginosa et a un plus mauvais pronostic que

Plasmodium aeruginosa non mucus (Marie, 2013).

Il existe également d’autres maladies respiratoires courantes associées a la mucoviscidose,
notamment : Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter

xylosoxidans et Aspergillus spp. (Yahiya, 2007).

2. Physiopathologie digestive
Environ 5 a 8% des patients de la maladie de mucoviscidose a cause de le développement une
cirrhose multi globulaire. Le dépistage annuler de signes d'attentes hépatiques par des teste
clinique et des teste biologique, la conséquence de cette physiopathologie c'est I'anomalie de
CFTR sur les différences fonctions digestives.

La sécrétion pancréatique. On a vu insuffisance sécrétion pancréatique exocrine a la naissance
chez 85 a 90% des patients si la fonction pancréatique a la naissance est conservée chez 10 a
15% des malades, leur risque de pancréatite elle est faible proportion d’entre eux (environ
<5%) évolue vers une insuffisance pancréatique (Cutting, 2005). L’insuffisance se traduit par
I’émission de diarrhées graisseuses. De plus, on observe chez 20 a 50% des adolescents et des
adultes Ceci entraine une insuffisance pancréatique endocrine et un diabéte, avec une
diminution et un retard a la sécrétion d’insuline associé a un insu lino-résistance (Moran et
al., 2010) ; (Ratjen & Ddring, 2003).

V. Manifestation clinique de la mucoviscidose

Les manifestations cliniques different d'une personne a l'autre selon I'dge du patient. Les
manifestations cliniques chez les enfants en période prénatale peuvent étre observées grace a
la deuxieme échographie, qui est représentée par une stagnation des selles chez le feetus
conduisant a une expansion de l'intestin (méconium), et avec I'age, d'autres manifestations
peuvent apparaitre, par exemple jusqu'a I'dge de 5 ans au niveau du systeme respiratoire, le
patient souffre d'épisodes fréquents de toux avec bronchite, ainsi que de la propagation
d'infections bactériennes et autres.

10
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bserver les manifestations de la mucoviscidose

Vue des bronches en coupe

» Obstruction des bronches.

» Infections bactériennes
chronigues qui détruisent

{ le tissu pulmonaire j\

» Anomalie de la sécrétion
de la bile (impliquée dans |
la digestion des graisses)
chez 5% des malades

Pancréas

» Anomalie de la sécrétion
d'enzymes digestives
essentielles chez 85%

L des malades.

» Absence de canaux
déférents chez 95% des
hommes,

» Présence d'un bouchon
muqueux au niveau du col
de l'utérus chez certaines
femmes.

Figure 6 : les différents types de manifestation clinique de la mucoviscidose (Farhat, 2014)

1. Manifestation pulmonaires
Les lésions pulmonaires sont la principale cause de déces en raison du mucus anormalement

collant qui obstrue les bronches et permet ’accumulation et la propagation de divers
microbes, virus et germes, y compris (Pseudomonas aeruginosa, staphylococcus et aureus)
(Ratjen &amp; Doring, 3003).

Cette infection chronique entraine une forte diminution des fonctions respiratoires par
(Pseudomonas aeruginosa), ce qui permet une augmentation du taux de mortalité (Starner
&amp; McCray, 2005) .

Les premiers symptomes sont une toux chronique et un essoufflement accompagnés d’une
production intermittente de crachats, et avec 1’aggravation de la maladie, le poumon devient
considérablement plus faible dans ses fonctions qu’auparavant, et cela se propage chez les

patients pédiatriques (Knowles & Boucher, 2002).

11
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Figure 7: manifestation pulmonaire montrant 1’accumulation de mucus au niveau des
bronches (Welsh & Smith, 1995).

2. Manifestation digestives
Les premiers signes de manifestation digestive sont une obstruction intestinale partielle ou

compléte résultant de sécrétions intestinales collantes sous forme d’iléus méconium plus
précoces chez le nouveau-né mucoviscidosique. Elle est également associée a des
vomissements ainsi qu’a des ballonnements biliaires. Avec 1’age, certains patients peuvent
développer un syndrome de I’intestin obstructif distal. Les manifestations digestives
comprennent 1’insuffisance pancréatique exocrine causer le diabéte, la fibrose interstitielle, la
stéatorrhée, ainsi qu’une altération de la croissance résultant d’une malabsorption des

graisses.

Ainsi que la malabsorption des vitamines liposolubles et du zinc, provoquant des maladies
telles qu’une coagulation défectueuse, une anémie hémolytique et des éruptions cutanées.

(Dray, 2004) .

Les lésions hépatobiliaire peuvent évoluer vers la polyarthrite rhumatoide biliaire chez les

personnes atteintes de mucoviscidose a 1’adolescence ainsi que chez les adultes.

3. Manifestation genitale
a) Chez I'hnomme

12
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La stérilité elle est constante, il est atteint de cette maladie jusqu'a le cas de paternité

Les organes de l'appareil génitale sont variable, elle est touché dans la majorité des cas, uni
ou bilatérales, les canaux différentes qui sont absents ou artistique, pour la conséquence
I'azoospermie il est constante et stérilité, les attentes a des degrés, 1’épididyme, les vésicules

séminales et la prostate.

Les hommes sont stériles dans plus de 95 % des cas, en raison d'une azoospermie obstructive

(Holsclaw and Shwachman, 1971).

b) Chez la femme :

La majorité sont fertiles elle fait plusieurs modification de la glaire cervicale qui est épaissie,
pauvre de l'eau et qui géne la migration intra-utérine des spermatozoides. Néanmoins les

grossesses de femmes CF ne sont plus rares (27)

4. Manifestation endocriniens
Le diabete liée a la mucoviscidose sucré de lere type de diabéte, le cause principale de

apparition est la diminution de la sécrétion et le métabolisme d'un glucose modifier, Le
diabete touché les enfants a I'age del0 ans, et elle est silencieux pendant plusieurs années (De
Boeck et al ., 2005).

La régulation a normale de la diminution hormonale peut étre responsable d'un retard de

croissance linaire.

5. Manifestation musculo-squelettiques

Il existe une maladie connue sous le nom de 1’hippocratisme digital, qui est une déformation
des doigts et des ongles causée par des maladies respiratoires chroniques, et les personnes

atteintes de mucoviscidose peuvent également en souffrir. (Figure 8)

13
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CYSTIC FIBROSIS

Fingers of a person Fingers of
with cystic fibrosis a healthy person

Figure 8 : Clubbing de doigt dans I'affection génétique de mucoviscidose différence entre la
main et les doigts sains d'une personne avec la mucoviscidose clouez les doigts de pilon de
symptdmes de clubbing ou les ongles de montre-verre
(https://fr.dreamstime.com/mucoviscidose-sympt)

Chez environ 15% des patients, ils peuvent développer une ostéotomie hypertrophique qui
comprend diverses parties telles que le fémur distal, le tibia, le péroné et ’humérus, le radius

(Cohen et al, 1986).

Des études indiquent qu’environ 23,5% des adultes atteints de mucoviscidose souffrent
d’ostéoporose, et 40% d’ostéopénie. (Neri et al., 2006) ; (Paccou et al., 2010).

Chez les adultes atteints de la mucoviscidose, la perte de densité entraine une diminution de la
vitamine D (Dray et al., 2004), ce qui les rend vulnérables a 1’ostéoporose et aux fractures.
Ainsi que le diabéte insulino-dépendant, une faible masse corporelle et une post-
transplantation pulmonaire (Roberson &amp; Macdonald, 2010). D’autres signes rares, tels

qu’une myocardite non obstructive, peuvent également étre observés dans I’enfance.

14
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On sait que la mucoviscidose est une maladie génetique héréditaire grave a transmission
autosomique récessif, la responsable de cette maladie c’est que I’anomalie du géne coudant

pour la protéine CFTR, ce géne est appelée aussi le géne CFTR.

I.  structure du gene CFTR

1. localisation du géne CFTR
En 1989, le gene CFTR a été découvert et il est responsable de la mucoviscidose par

L’apparition d’une anomalie dans ce géne. Ce géne est situ¢ dans le bras long du chromosome
numéro 7. Il a été identifié grace au marqueur génétique D7S15 en position 7931.2 (Tsui et
al, 1985) (figure 9) (Bertrand, 2006). Le gene CFTR se situe plus précisément entre deux
genes appelés ASZI et CTTNBP2. (Neri, 2006)

La mucoviscidose est lié a la mutation du géne c77r

P
digestion tryspsine + coloration Giemsa

p. bras court < 3
¢= Bandes sombres : appelées G
<= Bandes claires: appelées G négatif

centromére —»

q, bras long <
= |e gene cftr

localisé en 1985 sur le bras long du
chromosome 7 en position 7q31

\ analyse de la liaison avec des marqueurs
moléculaires

Chromosome 7

Figure 9 La localisation du géne CFTR sur le chromosome 7 dans la position 7q31.2
(Zielenski et al. 1991)

2. Séquence et taille du géne CFTR

En 1989, la séquence du gene a ét¢ déterminée en isolant et en alignant ’ADNc extrait de
lignées cellulaires d’adénocarcinome humain T84 Le géne CFTR contient environ 230 kb, qui
est transcrit en environ 6,5 kb d’ARNm, cet ARNm est possede une séquence de 4,4 kb code
une glycoprotéine de 1480 acides aminés (kerem et al., 1989); (Riordan et al., 1989b);
(Rommens et al., 1989). Et ce géne CFTR comprend environ 27 exons classiquement classes
de 1 a 24 avec les exons dédoublés étant : 6a et 6b, 14a et 14b, 17a et 17b. Ces séquences ne

sont compatibles qu’avec 2,45% du gene.

Pour la nomenclature CFTR, deux ensembles de nomenclature sont invoqués: la

nomenclature traditionnelle, (anciennement utilisée, numérotés les exons de 1 a 24) et aussi la
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nomenclature HGVS (Human Genome Variation Society) qui suit les recommandations

internationales (Bertrand, 2006)

3. Epissage alternative du géne CFTR

L’épissage de I’ARN pré-messagers est une étape essentielle pour 1I’expression génique chez
les eucaryotes, I’exon est reconnu par plusieurs sites d’initiation de la transcription chez
L’homme. Le site primaire est présent par rapport aux cellules a haut niveau de canaux CFTR,
situé au niveau de 72pb en amont de I’ATG. Comme pour certaines autres cellules, elle peut
tomber entre 60 pb en amont et 60 pb en aval du site principal. Mais les scientifiques ne sont
pas encore arrives aux mémes résultats, selon les conclusions de 1’équipe (Yoshimura, 1991 ;
Chou, 1991 ; Koh, 1993). Aprés 1’épissage alternatif produit plusieurs iso formes de
I’ARNm CFTR, cela indique qu’il existe un niveau supplémentaire de régulation sur
I’expression du géne CFTR. Comme les scientifiques ont découvert deux exons
précédemment non caractérisés, identifiés entre 900 et 500 pb en amont de I’exon 1 (exon-I a
et exon | a), Fait amplifiant I’ADNc par PCR, Ce lien peut créer des exons —laalaeta2ou
de l-aa 2. (Jordan, 1991). Tout cela laisse la signification physiologique de I’initiation de la
transcription incertaine dans les exons | a et + la du CFTR.

4. Régulation de la transcription du gene CFTR
Il n'y a pas de "boite TATA" dans la région promotrice du gene CFTR. Elle est Riche en GC,

généralement non méthylé. La région du promoteur contient un cis Le site d'action est situé
632 nucléotides 5 'avant le site de traduction (Lewandowska et al., 2010). Il y a un
changement du site d'initiation au cours du développement au niveau du poumon humain : le
site majoritaire est situé¢ dans le poumon feetal au nucléotide 132-pb, tandis que pour le

poumon adulte, le site utilisé est en position 69-pb (Figure 10).
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Figure 10 : sites d’initiation de la transcription (Becdelievre, 2011).

Ce changement au niveau du site d’initiation de la transcription qui agit pour réguler la
transcription explique la diminution de I’expression de CFTR dans le poumon adulte par

rapport au poumon feetal.

Contraste moléculaire : Il s’agit du processus de remplacement de la thymine (T) au site
guanine (G) en position -94, chez les patients atteints de mucoviscidose. Il a été démontré que
cette substitution modifie le site de fixation pour le facteur Spl (Specificity Protein 1), ainsi
que pour le facteur 'USF2 (Upstream Stimultory Factor 2). Ces deux facteurs se lient au
promoteur du géne CFTR pour activer son processus de sa transcription. La substitution de T
par G au site 680 entraine la réparation de I’AP-1. La liaison de’AP-1 a ce site régule
négativement la transcription du géne CFTR. 6 sites de liaison a la protéine AP-1 ont été
identifiés dans le promoteur du géne CFTR au niveau des loci suivants : 200-, 425-, 612-,
680-, 914-, 996-pb. La région du promoteur direct est également caractérisée par la région
commune est utilisé par plusieurs facteurs de transcription CTCF, AP-1, SP1, GRE, CRE, C/
EBP et Protéine Y-box (McCarthy & Harris, 2005) (figure 11).
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Figure 11: régulation transcriptionnelle du géne CFTR lors d’un stress cellulaire (Bonini,
2015).
Ces facteurs peuvent étre combinés avec la chromatine pour ouvrir I'ADN et favoriser
I'interaction entre I'ADN polymérase et le promoteur Induire la transcription. Cependant,

comprendre le contréle du gene CFTR il est encore loin d'étre achevé.

Il.  Protéine CFTR :
La protéine CFTR est une glycoprotéine membranaire appartenant a la famille des
transporteurs ABC (ATP binding cassette) composée de 1480 acides aminés, (Riordan et al.,
1989).

Elle composé de 2 domaines un domaine hydrophile (NBF Nucleotide Binding Fold) incluant
des motifs Walker A et B hautement conservés qui révelent la présence d’un site de fixation a

I’ATP, et un domaine transmembranaire (TM) composé par six hélices a-hydrophobes (Mx).

La protéine CFTR possede deux motifs de TMD noté TMD 1 et 2 chacun est composé de six
segments transmembranaires, Ce domaine intracellulaire expose au cytoplasme plusieurs
résidus sérine qui peuvent étre phosphorylés par les protéines kinases A et C (PKA et PKC)
(Cheng et al., 1991). Pour le role potentiel qu’on lui préte dans les processus de régulation,
cette région a été appelée domaine R pour " cette domaine R est un domaine spécifique de la

protéine CFTR correspond aux résidus 590 a 831 codé par I’exon 13. (Riordan et al., 1989)
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Ce domaine R est situé entre deux grandes regions hydrophiles contenant des séquences
susceptibles de lier ’ATP, Walker A et B (Walker et al., 1982).

Ceux sont les domaines noté NBF1 et 2 (Nucleotide Binding fold).

Il existe une séquence commune a tous les transporteurs ABC : LSGGQXQR (ou motif C).
Ce dernier est situé¢ a la surface des domaines NBF, proche des sites de liaison de I’ATP. La
structure secondaire des NBF composé essentiellement en un feuillet B (60-70%) central,
entouré par des hélices a (10%). Les limites des domaines NBF1 et NBF2 elle est vari¢ pour
NBF1 la limite inférieure varie du résidu F434 (codé par 9 exon) a L441, et la limite
supérieure est comprise entre 1586 (codé par 12 exon) et K684 avec une extension possible
jusqu’a F650. Le domaine NBF2 est formé des résidus L1127 & L1480.

Ghveass lution
Milien extracellulaire . .

| Nicouche

A

Figure 12 modeéle de la protéine CFTR (Riordan et al, 1989)

1. ROle de canal ClI-

La protéine CFTR est une canal faisant sortir les ions chlorure de la cellule épithéliale
(Anderson et al., 1991) le domaine R doit étre phosphorylé par le protéine kinase A qui est
liée avec d’AMPc (adénosine mono phosphate cyclique) de la cellule (Ostegaard et al.,
2001). Iy a deux liaisons ATP qui s’effectuent afin de phosphoryler le domaine R.

La premicre permet de changer la conformation de la protéine afin que le canal s’ouvre, et la
seconde permet de gardé le canal ouvert plus longtemps. La fixation des deux molécules
d’ATP localis¢ au niveau des domaines NBD de la protéine les deux ATP vont s’hydrolyser

pour I’ouverture du canal (Vergani et al, 2005). L'hydrolyse de I'ATP, Le domaine NBD1 est
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le site d’hydrolyse de I'ATP couplé a I'ouverture du canal et le domaine NBD2 est le site de
I'ATP permettant la fermeture du canal. CI-

En absence d’ATP, le canal phosphoryl¢ se ferme. L’ADP (adénosine di phosphate)
(Riordan, 1993). Bien que la probabilité d’ouverture du canal augmente en fonction de la

concentration en ATP intracellulaire, c’est le rapport en ATP et ADP.

2. Fonction de canal CI

La protéine CFTR en tant que canal CI” qui fait sortir les ions CI” de la cellule sous I’effet de
leur gradient chimique est irréfutable. Plusieurs études ont tenté d’appréhender la nature du
mécanisme d’activation de la protéine CFTR par I’AMPc via la PKA : elles ont confirmé que
le domaine R ainsi que les deux NBFs étaient impliqués dans ce processus. En ; effet le

mécanisme d’ouverture / fermeture du canal CI" comporte les étapes suivantes :

2-1 Phosphorylation des résidus serine du domaine R par la protéine kinase A (PKA)

Les acides aminés concernés par cette phosphorylation sont : (S660, S700, S737, S795, et
S813), cette phosphorylation permet de I’orifice intracellulaire du pore du canal CI’, pore que
constituent les segments (M1, M5, M6 et M12 des domaines TMD1 et TMD?2).

Le flux stimulé par ’AMPc, et la probabilit¢ d’ouverture (Po) du canal CFTR dans les 4
sites sérines (S660, S737, S795 et S813) sont mutées (Rich et al, 1990 ; Rich et al, 1993).
Méme aprés la suppression des 10 sites reconnus comme étant phosphorylés par la PKA, le
canal Cl- CFTR reste fermé tant qu’il n’est pas activé par la PKA et I’ATP, indiquant que
d’autres acides aminés phosphorylables sont impliqués dans le mécanisme d’ouverture du
canal (Rich et al., 1993). Non phosphorylé par la PKA, ce qui suggére que I’activation de la
protéine CFTR liée de la PKA se fait essentiellement par phosphorylation des sites localisés
dans le domaine R (Rich et al., 1993).

2-2 Interaction entre PATP et ’un ou les 2 domaines NBFs

Il a été postulé que le domaine R a un effet inhibiteur sur 1’activation du canal et que son
modification permet de lever la mutation la fonction des deux NBF (Rich et al., 1993). La

persistance du changement dépend tout d’abord du degré de phosphorylation du domaine R.
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Figure 13 fonction canal chlore de la protéine CFTR avec son changement de conformation
(Cal etal., 2011)

3. Une protéine de la superfamille ABC

La protéine CFTR fait partie de la famille des cassettes de liaison ABC. Vecteurs ABC sont
divisés en 7 sous-familles. La protéine CFTR est le septieme membre de la famille C (étiqueté
ABCCY7). C'est atypique parce qu'il n'agit pas comme un transporteur comme les autres

protéines de la famille, mais il a le réle du canal ionique chlorure.

3-1 Propriétés des Transporteurs ABC

Les transporteurs ABC constituent une trés grande famille de protéines. Elles sont composants
des différents vecteurs ABC proviennent d'une protéine ancestrale commune. Sont des
porteurs actifs : ils sy lient et y transférent leurs substrats A travers la membrane en utilisant
ATP contre la régression concentration. Ces protéines sont utiliser dans le transport d'un
grand nombre de substances biologiques (hormones, sucres, ions, etc.) aussi des substances
toxiques (minéraux Lourd, médicament ...) vers le milieu extracellulaire. 1ls sont responsables
de nombreux phénomeénes de résistance chez I'homme, il existe plusieurs vecteurs ABC, la
plupart elle est impliquée dans les maladies génétiques les génes qui codent ces vecteurs ils
sont largement répandus dans tout le génome et présentent un degré élevé de homologue dans

les acides aminés chez les eucaryotes

3-2 Domaines et fonctionnement d’un Transporteur ABC

Le transporteur ABC fonctionnel se compose de quatre domaines principales, deux domaines
transmembranaires (DTM) et deux domaines de liaison aux nucléotides (NBD) (Mourez et
al., 2005).
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Les DTM traversent la membrane plusieurs fois via des hélices a. Habituellement, il y en a
six hélices pour chaque région, pour un total de douze hélices pour chaque source. Ils
forment le passage du substrat a travers la membrane et sont responsables de la spécificité de

la protéine a son substrat.

Les deux NBD structuralement conservés ,il sont de nature hydrophile, assurant la liaison et
I'nydrolyse de I'ATP. Tous les NBD partagent trois motifs qui caractérisent la cassette de
liaison ATP : les motifs Walker A et B, qui permettent I'interaction avec le phosphate ATP et
Mg2+, et un motif LSGGQ, qui représente les caractéristiques du transporteur ABC (figure
14). (Gally, 2005)

90-110AA

Walker A Linker region Walker B
GNSGCGKST  LSGGQKQRIAIA ILLLDE
* dk ok ok k% ek ek ok ok kkokokk Sk ok ok

Figure 14 : les séquences consensus des domaines de liaison des nucléotides (NBD) (Gally,
2005).

Le transport des substrats par les protéines ABC implique des changements importants. La
combinatoire et I'hydrolyse de I'ATP interaction du substrat avec le site la corrélation définie
au niveau DTM conduit a un changement harmonique de ce dernier, qui Il sera envoyé a NBD
pour ATP obligeant. C'est la liaison et non I'hydrolyse de I'ATP induit les changements
harmoniques importants responsables de la modification de la convergence et L'hydrolyse de
I'ATP permet la libération d'ADP et de Pi remettez le transportreur dans sa forme initiale,

fermeture le transporteur pour commencer un nouveau cycle. (Farhat, 2014)

4. Caractéristiques de la protéine CFTR

Par rapport aux autres transporteurs ABC, les super protéines de la famille ABC transportent
leurs matériaux a travers la membrane plasmique en fonction du gradient de concentration.
Bien qu'il soit considérée comme une protéine CFTR il garantit le passage passif. La liaison de
I'ATP a CFTR gardée le canal a I'état ouvert au lieu de pour assurer un transport actif

(Vergani et al., 2005), la variation de la protéine CFTR des membres de cette superfamille Il
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composée 210 acides aminés au milieu de la protéine assurant la fonction organisationnelle. Il
en résulte une phosphorylation des domaines R sérine et thréonine dans cette région activez le

canal qui pourra ouvrir un dossier apres avoir attaché ATP.

5. Tissu exprimant la protéine CFTR

La protéine CFTR est exprimée au p6le apical des cellules épithéliales, glandes sudoripares,
pancréas ou méme systeme reproducteur. Le niveau d'expression de la protéine CFTR varie
selon le type de tissu. CFTR est Répliqué principalement dans les cellules épithéliales mais a

un faible niveau.

Cependant, il y a un promoteur de géne domestique ont expression suggéréee dans les cellules
non épithéliales telles que les fibroblastes pulmonaires, macrophages alvéolaires, neutrophiles
et monocytes. Le niveau d'expression de la protéine CFTR varie selon les tissus. Par
conséquent, CFTR est Il est fortement exprimé dans I'épithélium des canaux sudoripares et
des canaux pancréatiques Cryptes intestinales. Au niveau bronchique, I'expression protéique
du CFTR est relative Peu. Cependant, il est plus important dans les glandes sous-muqueuses
que dans I'épithélium. De la surface. CFTR est exprimé au pdle apical des cellules ciliées
ainsi que dans les glandes ci-dessous les muqueuses des végétations adénoides. (Bonini.,
2015).

6. Fonctions de la protéine CFTR

La protéine CFTR exerce une plusieurs fonctions dans la cellule, et des canaux différentes cl-
na*+ et k+ Le canal Cl (chlore) activé par 1’adénosine mono phosphate cyclique (AMPc)
(Anderson et al., 1991 ; Bear et al., 1991 ; Berger et al., 1991 ; Drumm et al., 1991 ;
Schwiebert et al., 1999). Le canal CI/CFTR pourrait permettre le passage a travers la

membrane cellulaire d’autres anions, comme les ions bicarbonates, de 1’urée et de 1’cau.

La protéine CFTR joué un réle essentiel dans la phosphorisation du domaine R. La protéine
CFTR travaille aussi comme régulateur de canaux ioniques, notamment un type de canal Cl,
le canal Cl rectifiant sortant (ou ORCC, outwardly rectifying chloride channel) qu’il active, le
canal Na (sodium) épithélial (EnaC, épithélial Na channel) qu’il inhibe, voire certains canaux
K (potassium) (Kunzelmann & Schreiber, 1999 ; Chinet, 2001). La protéine CFTR pourrait
aussi transporter des molécules de plus grande taille que les anions Cl, tels que I’ATP et le

glutathion, mais ce point reste a confirmer (Chinet & Blouquit, 2003).

7. Biogenese de la protéine CFTR
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La maturation compléte s’effectue par 3 étapes et en environ 2 heures et pendant cette période
pour donner une protéine mature (Gelman & Kopito, 2003). Comme la majorité des
protéines, la protéine CFTR est assemblée au niveau du réticulum endoplasmique (RE) c’est a
ce moment-la qu’elle va subir un processus de maturation complexe, il est composé des
differentes étapes de glycosylation. La protéine CFTR est synthétisé sous forme d’une
précurseur non-glycolyse ou immature sur lequel a lieu I’addition d’un oligosaccharide. Cette
forme immature (ou nommée forme A, possede 130kDa) est intégrée a la membrane du RE.la
protéine CFTR sont controlés par le systeme ERQC (Endoplasmique Réticulum Quality
Control), soit indirectement soit directement, les quelles jouent aussi la stabilité et maintenir
de la protéine CFTR (Glozman et al., 2009). Elle est ensuite glycolyse par addition de deux
groupes de glucide sur la 4eme boucle extracellulaire. Cela changé 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) (Wang et al., 2004 ; Turnbull et al., 2007) via
I’appareil de Golgi. La derniére étape de la maturation effectué au niveau du ’appareil 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. Cette forme mature

est ensuite adressée a la membrane plasmique pour y exercer ses différentes fonctions

8. Propriétés de la protéine CFTR

La protéine CFTR est traduite a partir d'un ARNm. Elle exerce une fonction de canal
chlorure. 1l ya deux séquences Homologues, comportant chacune six domaines
transmembranaires et deux domaines de fixation aux nucléotides (NBD-1 et NBD-2). Ces
deux séquences sont liées entre elles par un domaine R. Les douze domaines
transmembranaires (MSD) délimitent un canal ionique dont ’activité est déterminée par la
phosphorylation du domaine R. Les régions N et C terminales de la protéine sont
cytoplasmiques. Le domaine R est trés spécifique du canal CFTR cette protéine est identifiée
au niveau de structures membranaires intracellulaires, RE et I’appareil de golgi. En fait, dans
les cellules qui expriment le géne, la protéine CFTR native est non glycolyse. La

glycosylation survient secondairement au niveau de RE.

I11.  Biosynthése, adressage, recyclage et dégradation de CFTR

La figure 15 montre la composition protéique et son adressage de la membrane plasmique,
apres quoi elle est recyclée et dégradée. Les molécules CFTR intactes, telles que les

(glycoprotéines) a la surface d’autres membranes plasmiques, traversent a la fois le RE et
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ensuite 1’appareil de Golgi, ou avant de passer a la membrane cellulaire, elles acquierent des
chaines d’oligosaccharides complexes par transport vésiculaire. 1l a une demi-vie plus longue
que ses prédécesseurs (T1 /2 ~ 1/ 2h contre T1 / 2 ~ 16h), mais elles subissent un cycle

d'endocytose-exocytose qui atteint finalement les lysosomes, ou elle est dégradée.

Plasma

Translocon /
: 7 Membrane

Golgi TGN

~——
- Secretory
vesicles
= @

0
I
: :
‘l @ ;
: \
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— Lysosome
" n v”k N’
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Figure 15 : Biosynthese et trafic de CFTR (Riordan, 1999). Fléche pleine et petite fleche en
pointillée & partir des endosomes : trafic de CFTR WT. Grande fléche en pointillée a partir du
RE : trafic de CFTR F508del.

SDS-PAGE révéle souvent 1’étape de transit du I’RE vers I’appareil de Golgi. En ajoutant

des chaines d’oligosaccharides complexes a la protéine CFTR.

La cinétique de la convention peut étre étudiée par le microscopie a fluorescence en temps
réel avec I’utilisation de la fusion GFP-CFTR. La plupart des résultats indiquent que la
protéine F508del mutée est resté dans I’RE, car (Gilbert et al., 1998) ont rapporté qu’elle
pourrait atteindre le compartiment intermédiaire ERGIC entre I’RE et ’appareil de Golgi. Les
formes hautement relutives s’accumulent lorsque sa protéolyse est inhibée et appelée

<aggresomes> (Johnston et al., 1998).
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IV.  Mutation du gene CFTR

Une mutation du gene qui conduit a I’émergence de la maladie de mucoviscidose. Environ

1965 mutations génétique a été découverte qui pourrait affecter le gene CFTR, qui a été
consulté le 17/02/2014

Les Fréquences sont les :

- 40% mutations faux-sens.

- 11,60% mutations d’épissages.

- 8,24% mutations non-sens.

- 1,98% insertion/délétion décalant le cadre de lecture.

- 2,60% de larges insertions/délétions.

- 0.76% mutations au niveau du promoteur.

- 13,69% variations de séquences.

- 5,29% inconnus.

Legacy Exon # 123 4 5 6ab6b 7 89 101112 13 14al4bl5 1617a 17b18 19 2021 2223 24
Exon # gL I S B D B 14 1516 17 1819 20 21 22 2324 2526 27
Missense OO0 OO 0O OO0 0
Nonsense LT R AT (A A
Frameshift 0 0O RO 00 ORI O OO ORI OO OO O T 1
Inframe in/del NN I I N O | NI ]
Splicing 0 L L R L I 1 VA T
Promoter I

Seq. Var. (TR AN A AR
Legend Exon Region Intron Region (not to scale) — Exon Mutation | Intron/Promoter Mutation |

Figure 16 Distribution des mutations tous au long du géne CFTR.

(http:/lwww.genet.sickkids.on.ca/ données de septembre 2017) / ORF : (open reading

frame)
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1. Les différents classes de mutations du gene CFTR
Classification de Welsh et Smith :
Un grand nombre de mutations ont été classées au niveau biochimique, car elles étaient

initialement divisées en quatre classes différentes selon Welsh et Smith (Welsh &amp;
Smith, 1993)

Non muté Classe | Classe Il Classe lll Classe IV Classe V Classe VI
c- Cr cr
€= €l ek c cr
B AR AV AN
Protéine CFTR /‘IAIPI’\ i e X JRIXNNAY /—\J :\
Appareilde | = o I o T
Golgi N . i = —
W & )
Réticulum | :
endoplasmique = —
ARNm CFTR — Moo PN [N e
Noyau —
Défaut de Défaut de Défaut de Défautde  Diminution de Diminution
production maturation régulation conductance lasynthese de la stabilité
Fréquence 18,2 % 92,7 % 2,4% 52% 6,3% 0,6 %

Figure 17 : Classification des mutations du géne CFTR selon leurs conséquences
fonctionnelles (adaptée a partir de Boyle et De Boeck 2013) et frequence des mutations en
fonction des classes (pourcentage de patients Francais présentant une ou deux mutations de la

classe, d’apres Vaincre la mucoviscidose et Ined 2017)

1-1 Mutation de la classe | : Défaut de production de la protéine

A regroupé les mutations qui ont provoqué les codons d’arrét précoces dans un seul groupe
conduisant a I’arrét prématuré de la traduction de ’ARNm et de la production d’ARNm
protéine tronquée synthétique instable, a dégradation rapide et non fonctionnelle. Ceux-ci Les
mutations représentent 5% a 10% des mutations répertoriées chez les patients atteints de
mucoviscidose, Cette mutation non-sens a réduit les niveaux d’expression de I’ARNm de 65%
par rapport au niveau d’expression normal .La mutation G542X, plus courant, appartient a

cette catégorie. (Hamosh et al., 1992).

1-2 Mutation de la classe Il ; Défaut de maturation

De nombreuses mutations empéchent la protéine CFTR d’étre correctement transportée vers

la membrane cellulaire, entrainant une perte de sa fonction. Les mutations peuvent également
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entrainer 1’absence totale ou une diminution de la quantité de protéines. Ces mutations de
classe Il (comme c. 1521 1523 del CTT) courbent la protéine pendant la maturation et
empéchent alors CFTR de remplir correctement sa fonction (Cheng et al., 1990 ; Thomas et
al., 1992).

1-3 Mutation de la classe 111 : Mutations qui perturbent la régulation du canal cI’

Certaines protéines de la membrane apicale des cellules présentent des mutations localisées
dans les NBD. Puisque I’ATP intracellulaire passe interaction directe avec NBDs, qui peut
étre expliquée dans Ces zones changeront la fonction du canal. Mutation de classe 111 peut
avoir des effets différents sur I’activité des protéines ; certaines mutations réduire les activités,
tandis que d’autres activités ménent a des transports non fonctionnels cl”. Le CFTR est

également régulé par la phosphorylation du domaine R.

1-4 Mutation de la classe IV : mutation altérant la conductance du canal cl’

Pour cette classe de mutations, elles interferent avec la sélectivité ionique et la durée pendant
laquelle le canal CFTR est ouvert. Ces mutations faux-sens expriment une protéine
correctement placée qui présente une activité de canal clI” AMPc, mais les propriétés de ces
canaux sont différentes de celles du canal CFTR sauvage, ils s’accompagnent d’une
diminution du flux ionique et d’une sélectivité variable. Habituellement, ces mutations ont un
effet Iéger. Des exemples de ce type de mutation sont (R117H, R334W, R234P) (Koch et al.,
2001).

La nouvelle classification (Vankeerberghen et al., 2002) :

Dans la nouvelle classification (Vankeerberghen et al., 2002) a partir de la premiére classe,
deux nouvelles classes ont été congues, afin de disséquer les défauts biochimiques associés.
Par conséquent, la premiere classe a été divisée en classe I, V et VI, y compris les mutations
de stabilité de ’ARN CFTR

1-5 Mutation de la classe V : mutations altérant la stabilité de L’ARNm

Les mutations de cette classe sont des mutations qui alterent la stabilité de I’ARNm qui sont
des mutations inductrices qui reduisent la transcription du géne CFTR ainsi que des mutations
de liaison qui aboutissent a une copie sauvage et anormale. Ces mutations réduisent la
synthese des protéines (Kerem &amp; Kerem 1995) et peuvent produire une protéine CFTR
normale, mais elles affectent le taux de stabilité de la transcription. Un exemple de ce type de

mutation : mutation faux-sens : (A455E) ou des mutations non-sens : (codon stop).
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1-6 Mutation de la classe VI : Défaut de stabilité de la protéine mature

Cette classe comprend des mutations qui alterent la stabilité de la protéine mature, réduisent
les propriétés régulatrices d’autres canaux et suppriment souvent la partie C-terminale de la
protéine terminale (Haardt et al., 1999). Ces mutations permettent également la fabrication
de protéines fonctionnelles mais instables au niveau de la membrane, et elles réduisent les

propriétés régulatrices de divers autres canaux, exemple : (Q1412X) (Carpentier, 2012) .

2. Origines et répartitions mondiales des mutations les plus fréquentes

De nombreuses mutations connues du gene CFTR se sont propageées a travers le monde, car la
présence de ces mutations a permis la propagation de la mutation 1523dellCTT_1521 dans
différentes populations a travers le monde, car il existe 3 mutations appartenant a cette
catégorie  :c.1624G>T  (p.Gly542X), ¢.3909C>G (p.Asn1303Lys) et c.1652G>A
(p.Gly551Asp), Ou les deux premieres mutations se sont propagées dans la population
méditerranéenne, tandis que la troisieme mutation appartient a la population celtique.(Loirat
etal., 1997).

En ce qui concerne I’Europe, chacun des pays suivants (Autriche, Biélorussie, Belgique,
Danemark, Estonie, Finlande, France, Allemagne, Lituanie, Pays-Bas, Norvege, Pologne,
Suede, Suisse, Ukraine) peut tous présenter une plus grande homogénéité dans leur mutation
par rapport a d’autres pays tels que (Espagne, Bulgarie, Gréce et Turquie) (Bobadilla et al.,
2002).

L’explication de I’hétérogénéité des mutations est due a la différence de leur situation
géographique, qui est connue comme un ~ qu’ont historique” ou une” passerelle historique”

entre le Moyen-Orient, ainsi que 1’ Afrique, jusqu’a I’Europe.

L’apparition de ces trois mutations le long du gradient nord-sud augmente pour des pays
comme la France, I’Italie et I’Espagne, atteignant une fréquence maximale dans les régions

bordant la Méditerranée.

Explique la présence de ces mutations qui se sont répandus en méditerranée dans des pays
européens comme 1’ Autriche et la Slovaquie en colonisant différentes régions d’Europe par
des fleuves comme le Danube (Serre et al., 1990). Ces mutations sont les plus fréquentes
dans les pays d’Afrique du nord bordant la mer Méditerranée, en particulier 1’Algérie et la

Tunisie.
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Il explique également la propagation d’une mutation (p. Gly551Asp) dans les pays du nord de

I’Europe par la longue migration des tribus celtiques en Europ.

3. La mutation F508del

C’est I’une des mutations les plus courantes qui affectent le géne CFTR et conduit a la
mucoviscidose (70% des alléles de la mucoviscidose) (Tsoi, 1995) et c’est une délétion de 3
nucléotides, ¢’est-a-dire une délétion d’un codon, délétion de phénylalanine (F) au site 508,
ainsi on I’appelle (F508del) (Kerem et al., 1989 ; Davis et al., 1996). Cette mutation est
fortement associée a la maladie, car plus de 90% des patients atteints de mucoviscidose ont au
moins un allele F508del. lls ont également constaté que les patients avec des alléles
homozygotes étaient environ de moitié. Cela comprend I’accumulation de la protéine inactive
dans le réticulum endoplasmique (RE) et son absence a la surface de la membrane cellulaire
(Cheng et al., 1990 ; Thomas et al., 1992 ; Welsh & Smith, 1993). Ainsi, la protéine
mutante présente au niveau du RE est rapidement dégradée (Cheng et al., 1990).

Lorsque des protéines mutées sont incubées a basse température (Denning et al., 1992), une
réversion phénotypique apparait, ou lorsque des molécules de faible poids moléculaire telles
que le glycérol sont présentes (Sato et al., 1996 ; Brown et al., 1996), cela se produit apres le

repliement correct de la protéine.
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Figure 18 Le canal CFTR ayant la mutation F508del-CFTR (www.pneumo-adep2.0rg)

A I'état homozygote, la mutation F508del-CFTR est associée a la forme classique de la

maladie avec une augmentation des électrolytes dans la sueur, une insuffisance pancréatique

et une atteinte obstructive des poumons le plus souvent séveére.

4. Les mutations d’épissage et les différents modes d’épissage alternatif

4-1 Les mutations d’épissage

L’¢épissage a la limite exon-intron nécessite une séquence dans un locus consensus conserve,

en plus de plusieurs éléments agissants en cis dans les exons et les introns (Fu, 2004 ; Matlin

et al., 2005). La perturbation de 1’épissage est souvent causée par des mutations pathogenes

sur les sites d’épissage ou des éléments éxoniques (Cartegni et al., 2002 ; Faustino &

Cooper, 2003), Cela fait perdre a I’alléle affecté sa fonction, et donc la structure de la

protéine change, conduisant a la gravité de la maladie. De plus, les Single-Nucleotide

Polymorphisme (SNPs) ont la capacité¢ d’influencer 1’efficacité de 1’épissage et donc de
moduler la gravité de la maladie (Steiner et al., 2004 ; Nielson et al., 2007).
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La perturbation d’un cadre de lecture d’ARNm se produit a la suite d’une erreur d’épissage
avec I’insertion ou la suppression d’un seul nucléotide. Le mécanisme d’élimination d’intron
fonctionne sur la remarquable précision de I’épissage une fois le spliceosome assemblé et

cible les doubles bases d’ARNsn, en particulier les liaisons phosphodiesters, pour le clivage.

Avant les réactions «couper-coller», le spliceosome reconnait les bons sites d’épissage, Les
sites d’épissage courts et dégradés peuvent contenir la moiti¢ des informations nécessaires
pour identifier un site d’épissage (Lim & Burge, 2001), et ils ne seront jamais utilisés méme
s’ils ressemblent aux sites d’épissage classique. Le nombre de pseudo-sites d’épissage peut
¢galement étre supérieur au nombre des bons sites d’épissage dans un pré-ARNm (Sun &

Chasin, 2000).

Dans les cellules de mammiferes, environ 35% de ’épissage alternatif produit des ARNm qui
contiennent un codon stop prématuré qui peut se dégrader efficacement grace a le NMD. De
méme, les épissages alternatifs qui résultent de mutations sans transitions dans le cadre de
lecture conduisent a la création d’'un ARNm tronqué, et a partir de celui-ci la formation d’une
protéine incompléte qui peut se dégrader en maturité au niveau des énergies renouvelables a

partir de sa fonction.

4- 2 Différentes modes d’épissage alternatif

Il existe de nombreux types différents d’épissage alternatif (AS), classés en quatre sous-
groupes principaux (selon Keren et al., 2010). Les séquences requises pour 1’épissage sont
illustrées a la Figure 17 (Figure 17A), ou dans (Figure 17B) les différentes épissages possibles
sont illustrées, y compris 1’épissage constitutif normales représenté dans (Figure 17B1). Le
premier type de SA est un exon sautant, car il est incapable de reconnaitre les exons, mais est
éliminé avec les introns (figure 17B2). Par conséquent, I’ARNm de CFTR sans exon 9 traduit
une protéine anormalement repliée et non fonctionnelle (Delaney et al., 1993; Strong et al.,
1993).

Environ 40% de (AS) correspond au saut d’exon chez les eucaryotes supéricurs (Sugnet et
al., 2004 ; Alekseyenko et al., 2007), mais ces événements sont extrémement rares chez les
eucaryotes inférieurs. La seconde est la retention des introns (Figure 17b3) : I’intron est
conservé dans I’ARNm mature. C’est le mécanisme de SA le plus rare chez les vertébrés et
les invertebrés (moins de 5% des événements) (Sugnet et al., 2004 ; Alekseyenko et al.,
2007 ; Sakabe & De Souza, 2007 ; Kim et al., 2008). En revanche, la rétention d’introns est

le mécanisme le plus courant chez les plantes, les champignons et les protozoaires (Kim et
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al., 2008). Les deux processus suivants impliquent des séquences de sites d’épissage 3’SS ou
5’SS (figure 17 B4-5). 18,4% des cas de SA ont été attribués a 1’élimination de la séquence
3’SS, et 7,9% ont été attribués a 1’élimination de la séquence 5°SS. En utilisant des exons
mutuellement exclusifs, d’autres événements complexes avec une fréquence plus basse
peuvent provoquer une transcription alternative (figure 17 B6). Une autre forme rare de SA

implique une réaction entre deux transcriptions principales. (Labrador & Corces, 2003).

En général, I’épissage alternatif peut affecter la traduction et la stabilit¢ de I’ARNm (Ghigna
et al, 2008). Et augmenter la diversité des ARNm et des protéines exprimés dans les cellules
(Black, 2003 ; Graveley, 2001).

B Pre-mRNA

I (.—CD—(-

Constitutive splicing mRNA

s 1
exon skipping

2 (-J‘—L_ — . (>

3 1. ,,———\ '__ intron retention

. c-ﬂ O e (T
alternative 5'ss
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\ mutually exclusive exons

Figure 19 Mécanismes d’épissage alternatif. (D’apreés Ghigna et al., 2008). (A) sequences
consensus d'épissage d'un gene eucaryote typique (exon / intron, signaux des sites d'épissage,
site de branchement). (B) 1 épissage normal. 2-6 épissage alternatif des ARNm : saut d'exon
(2), rétention d'intron (3), utilisation de séquences alternatives 3'-(accepteur) (4) ou 5'-

(donneur) (5) et sélection des exons mutuellement exclusifs (6).
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5. Distribution géographique des mutations du géne CFTR

La distribution des mutations dans le gene CFTR varie fortement d’une population a ’autre. 1l
n’y a que cinq mutations dont la fréquence dépasse le seuil de 1%: AF508 (66,8%) est la plus
courante dans le monde. On le retrouve également dans tous les pays étudiés. Dans la région
du Maghreb, la fréquence de 508 n’est pas présente, en Algérie elle est de 30% (Boukari,
2006 ; Loumia, 2008), alors qu’en Tunisie elle est de 50,8%. (Messaoud, 2005).

Fréquence moyenne des mutations suivantes dans le monde : (G542X {2,6%} ; N 1303K
{1,6}; G542X {1,5}). Ces mutations n’existent que dans certaines populations. Un exemple
de la mutation G542X est absent en Biélorussie, en Estonie, en Roumanie et en Ukraine, en
revanche, nous la trouvons trés courante dans les pays entourant le bassin méditerranéen. De
méme, la mutation N 1303K avec des valeurs maximales est répandue dans les pays du
Maghreb, alors qu’elle est absente dans d’autres pays comme la Finlande et la Suéde, ainsi
que les cing mutations CF, 21 mutations ont été trouvées avec des fréquences comprises entre
0,9% et 0,1 %. (Tableau 1) (Yahiya, 2007).

Tableau 1: Mutations du gene CFTR les plus fréquentes et leur distribution géographique
(Yahia, 2007).

Mutation Fréquence % Fréquence particuliere dans

certaines régions

AF508 66,8 Danemark (87,2%), Finistére
(82%), Algérie (sujets suivis en
France) (26,3%), Juifs
ashkénazes (30%)

Juifs ashkénazes (12%),
G542X 26 Espagne (30%), Méditerranée
(6,1%)

Tunisie (17%), Turquie et

N1303K 16 Bulgarie (6%)

Europe centrale et Celtes (6,9%)

G551D 15 Juifs ashkénazes (48%)
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W1282X 1,01
1717-1G—T 0,83
R553X 0,75 Québec, Tunisie (9%)
711+1G—T 0,7 Italie du Nord, Algérie (9,8%)
R1162X 0,5 Pays de Galles (5,2%), Québec
%

621+1G—T 0,5 (5%)

Italie et Gréce (3,2%)
2183AA—G 0,36
G85E 0,3

lle de Réunion (27%)
R117H 0,3
Y122X 0,3
R347P 0,2

Juifs ashkénazes (4%)
41507 0,2

Scandinavie (28%)
3849+10kb C—T 0,2

Finistére (4,9
394delTT 0,1 inistere (4.9)

Créte (11,5%
1078delT 0.1 rete (11,5%)
R334W 0,1
A455E 0,1
S549N 0,1
R560T 0,1
1898+1G—T 0,1
2798+5G—A 0,1
3659delC 0,1

V.  Les corrélation génotype-phénotype dans la mucoviscidose
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Le fait que D’environnement et d’autres facteurs génétiques affectent le phénotype
(Vankeerberghen et al., 2002) indique qu’il n’y a pas de corrélation stricte entre les
mutations d’un géne CFTR spécifique et le phénotype du patient. Les mutations du gene
CFTR ont un large éventail de manifestations phénotypiques (Kerem & Kerem 1996; Stern
1997). La mucoviscidose n’est que la forme la plus grave de la gamme clinique. L’existence
de CFTR-RD est caractérisée par une progression lente de la maladie (Strong et al., 1991) ou
par les limitations d’un seul organe. L’absence congénitale bilatérale du canal déférent
(ABCD) en est un exemple. Dans ce cas, le phénotype clinique des hommes en bonne santé
est ’azoospermie obstructive, et ce génotype présent des mutations dans le géne CFTR chez

70 & 80% des individus testés (De Braekeleer & Férec, 1996).

Les hommes atteints d’ABCD avec la mucoviscidose présentent diverses anomalies au niveau
des vésicules séminales, telles que 1’aplasie et I’hypoplasie. De plus, des études ont indiqué
que les hommes atteints de mucoviscidose peuvent ne pas avoir de canaux €jaculateurs
visibles. Compte tenu de I’origine embryonnaire commune de telles structures et canaux
mésonéphriques, il n’est pas exclu de trouver des anomalies au niveau du canal déférent, de

I’épididyme, des vésicules séminales et des canaux ¢éjaculateurs.

cystic fibrosis
pancreatic
. . insufficiency
cystic fibrosis syndrome —
sufficiency
atypical CF
presentation
asthma monosymptomatic diseases er 2
modifier? phet® 5
>
(]
: 7]
no disease
CFTR genotype
wit wit Polyvariant haplotypes? very mild mild mild mild severe
wt other other other other mild severe severe

Figure 20 Spectre des phénotypes associés aux génotypes de CFTR. La sévérité de la
maladie est représentée en fonction des génotypes associés. wt = Wild-type ; other = very
mild (mutation trés l1égeére), mild (Iégére) ou severe (sévére). Les haplotypes polyvariants

(Larriba, et al, 1998) sont des variants polymorphes fréquents qui peuvent contribuer a des
phénotypes monosymptomatiques. (D’apreés ZielenskKi et al., 2000)

Sur la base d’analyses de la relation entre le génotype et le phénotype, il a été¢ montré que les

mutations du géne CFTR peuvent étre classees en deux classes, légéres ou graves, En ce qui
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concerne la fonction du pancréas. Des mutations séveéres sont corrélées a une insuffisance
pancréatique, alors que, les mutations Iégeres conduisent a une activité CFTR résiduelle,
conférant une adéquation pancréatique. Il est possible qu’un patient atteint de mucoviscidose
ait un pancréas suffisamment affecté s’il est porteur d’une ou deux mutations légeres.
Plusieurs études ont montré que certains des génotypes sont associés a un phénotype severe.
Cependant, une grande variation a été observée, notamment au niveau de la fonction
pulmonaire, pour chaque génotype ou entre fréres et sceurs, cela indique que divers autres
facteurs (genétiques ou environnementaux), ils peuvent affecter la gravité et / ou la
progression de la maladie. Au début des années 1970, il a été suggéré que I’ABCD n’était
qu’une forme bénigne de mucoviscidose, alors que seuls quelques cas ayant des antécédents

familiaux de fibrose kystique ont été documentés avec un test de la sueur positif

Désormais, le développement de la technologie moléculaire pour identifier les mutations du
géne CFTR permet d’identifier toutes les mutations et d’étudier la corrélation entre génotype
et phénotype, en particulier I’effet des mutations sur la localisation, la maturité et la fonction
des protéines. A I’heure actuelle, il n’y a pas de thérapie curative, mais seulement une
thérapie symptomatique : la kinésithérapic et 1’antibiothérapie peuvent atténuer les
symptodmes, mais pas la cause de la maladie. Lorsqu’il y a des protéines mutées, on peut
imaginer qu’il y aura un médicament disponible dans le futur. Dans le cas de mutations
d’épissage, la perte de transcrits et de protéines suggérera une thérapie génique ou une

thérapie cellulaire.

VI.  Le conseil génétique et la mucoviscidose

Lorsque la mucoviscidose est diagnostiquée, en plus de la prise en charge de I'enfant, une
prise en charge génétique du couple et de ses proches est également requise (Munck et al,
2005). On peut citer différentes situations et dans quelles circonstances un conseil génétique

doit étre proposé aux familles :

Rappelons que l'incidence de cette maladie a transmission récessive dans notre pays est

encore inconnue.

1. Prise en charge des couples a risque de Y4

Dans ce cas, les deux parents sont hétérozygotes (porteurs asymptomatiques d’'une mutation
dans le géne CFTR) (Figure 21). Dans la grande majorité des cas, ces couples ont donné

naissance a des enfants atteints lors de leur derniére grossesse. Il peut aussi s'agir de couples
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dépistés dans des familles a risque (la naissance d'un enfant atteint déclenche la recherche de
porteurs chez les proches) ou encore aprés la détection d'un intestin hyperéchogéne lors d'un

suivi échographique de grossesse.

D
HOMlO

Figure 21 Représentation d’un couple a risque de Ya.

Le risque de récidive a chaque grossesse étant de 25 %, un conseil génétique sera proposé a
ces couples. Elles recevront des informations completes sur la maladie elle-méme, le risque de

récidive a chaque grossesse et la possibilité d'un diagnostic prénatal (si elles le souhaitent).
Le diagnostic prénatal peut étre réalisé par ponction choroidienne ou amniocentese.

Si le diagnostic est fait a l'aide de techniques de biologie moléculaire sur I'ADN feetal,

recherchez les mutations CFTR identifiées chez les parents.

2. Prise en charge des couples a risque de %2

En Algérie, il n'existe aucune information sur l'incidence de la pathologie ou le taux de

porteurs hétérozygotes. En Europe, le tarif transporteur est de 1/30.

En raison des progres de la biologie moléculaire et de la prise en charge de la mucoviscidose,
de plus en plus de patients envisagent de se marier, d'envisager des enfants et de rechercher

des conseils génétiques.

Les patients atteints de cette pathologie doivent transmettre I'une des deux mutations gu'ils
portent, et le risque avant toute recherche en biologie moléculaire est de 1/60 (1 * 1/30 * 1/2).
Une étude détaillée du gene CFTR du conjoint permet de réduire le risque résiduel en excluant
98% a 99% des mutations, ce risque se conjugue donc avec le risque de sélectionner au hasard
un couple dans la population générale. Cependant, si le partenaire est hétérozygote, le couple

sera a Y2 risque (Figure 22).
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Figure 22 Représentation d’un couple a risque de %
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Les meilleures stratégies de diagnostic et dépistage néonatal de la mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie héréditaire autosomique récessive qui peut raccourcir
la durée de vie. La maladie est causée par un défaut du géne régulateur de conduction
transmembranaire de la mucoviscidose CFTR, qui provoque l'accumulation de mucus
visqueux dans le pancréas, les poumons et d'autres organes, altérant gravement leur fonction
(Brown et al., 2017).Aujourd'hui, I'atteinte pulmonaire reste la principale cause de décés et de
morbidité chez les patients atteints de la maladie. L'inflammation chronique, due au contréle
et a I'amélioration de la colonisation bactérienne, provoque une dégénérescence progressive

de I'épithélium des voies respiratoires du patient et conduit a une insuffisance respiratoire.

En 2014, 70 000 personnes dans le monde étaient touchées par la mucoviscidose PWCF
(the true number of people with CF). Cependant, en raison de la sous-déclaration, le nombre
réel de personnes atteintes de mucoviscidose peut étre plus élevé (Stephenson et al., 2017). A
I'neure actuelle, il n'existe aucun remede contre la mucoviscidose et I'd&ge moyen de déces
dans les PWCF européens en 2014 était inférieur a 29 ans (Zolin et al., 2014). Heureusement,
un diagnostic précoce, des soins multidisciplinaires complets pour la mucoviscidose, un
soutien nutritionnel, de nouvelles thérapies par inhalation, de nouveaux traitements anti-

infectieux et une transplantation pulmonaire ont tous amélioré le taux de survie de la PWCF.

Pour éviter tous ces risques et limiter la progression de la maladie, de nombreux pays ont
utilisé des protocoles de diagnostic néonatal pour permettre une détection rapide et une

intervention précoce pour soutenir et traiter les maladies respiratoires et nutritionnelles.

Dans la plupart des cas, le diagnostic de la mucoviscidose n'est pas difficile. Cependant,
les signes et les symptomes entre les individus peuvent varier considérablement, ce qui
encourage la communauté scientifique a améliorer continuellement les tests de diagnostic
disponibles et a développer de meilleures méthodes pour le diagnostic final des patients

symptomatiques.

De nombreuses stratégies de diagnostic et dépistage néonatal de la maladie de la
mucoviscidose sont utilisées et développées ces dernieres années. A travers cette étude, nous
souhaitons évaluer un ensemble de meilleurs protocoles utilisés pour le diagnostic de la

mucoviscidose par le dépistage néonatal dans un groupe de pays européens tel que 1’Espagne.

A partir de I’article (Follow-up protocol of patients with cystic fibrosis diagnosed by
newborn screening.), nous 1’analyser pour révéler les différents protocoles utilisés pour le

diagnostic
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« Follow-up protocol of patients with cystic fibrosis diagnosed by newborn screening »

Cet article a été publié en 21 mars 2019 par Elsevier Espa~na, S.L.U au nom du Asociaci

on Espanola dans le journal Anales de pediatria .

Contexte de I’étude

Le dépistage néonatal (DNN) de la mucoviscidose est bien établi dans de nombreux pays,
offrant une opportunité de diagnostic et de traitement précoces avant que des lésions
pulmonaires structurelles irréversibles ne se développent. En 1999, les pays suivants : la
Catalonia, la Castille-Leon et les fles Baléares ont lancé le programme DNN pour la
Mmucoviscidose. Au cours des 10 derniéres années, sa mise en ceuvre s’est rapidement étendue
et le programme DNN a accordé toute 1I’autonomie aux forces de la coalition a partir de 2015.
Il existe de nombreuses stratégies différentes dans toute 1’Espagne. On pense qu’il est tres
approprié d’avoir un guide a jour et accepté pour le diagnostic, le suivi et le traitement des

patients diagnostiqués avec le dépistage néonatal (DNN).
e Avantages et risques du dépistage néonatal de la mucoviscidose

Actuellement, la plupart des professionnels dédiés a la prise en charge des patients atteints
de mucoviscidose s'accordent a dire qu'un programme de dépistage néonatal bien congu
implique un rapport bénéfice-risque positif, dont les bénéfices (nutrition, respiration,
éradication précoce des micro-organismes, conseil génétique et participation précoce)
I'emportent sur les inconvénients (surtout sur l'aspect psychosocial) et est rentable a long
terme. (Sanders et al., 2018 ; Barben et al., 2017) Afin d'assurer les effets bénéfiques du
dépistage néonatal, les patients atteints de mucoviscidose devraient étre pris en charge de
maniere appropriée (le plan de soins standard suivant) au plus t6t aprés le diagnostic par une

unité spécialisée des FC.

En prenant les mesures suivantes pour minimiser le risque de dépistage néonatal
(Castellani et al., 2018) :

a) Etablir un plan de dépistage néonatal qui s'adapte aux caractéristiques de la population
(Castellani et al., 2018 ; Castellani et al., 2009).

b) communiquer efficacement avec les parents et fournir un soutien tout au long de processus

IIs fournissent des informations utiles pour minimiser le temps nécessaire au diagnostic final
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lors du diagnostic des patients atteints et des porteurs ou des patients ayant recu des résultats

faussement positifs.
c¢) Assurer un suivi médical pour les enfants atteints.
I.  Divers protocoles en vigueur en Espagne et dans certains pays européens
1. Trypsine immunoréactive
1-1 Définition

Le trypsinogene est un précurseur inactif produit par le pancréas et peut étre converti en

trypsine. Ce test mesure le niveau de trypsinogene dans le sang.

Généralement, le trypsinogéne est produit dans le pancréas et transporté vers l'intestin
gréle. Dans l'intestin gréle, il est active et transformé en trypsine. La trypsine est l'une des
enzymes responsables de la décomposition des protéines des aliments en petits morceaux
appelés peptides. Sans suffisamment de trypsinogéne et de trypsine, une personne ne pourra
pas digerer et utiliser correctement les proteines. Tout ce qui empéche le trypsinogéne

d'atteindre l'intestin gréle entrainera une augmentation du trypsinogene dans le sang.

Chez les personnes atteintes de mucoviscidose (FK), les bouchons muqueux peuvent
bloquer le canal pancréatique, empéchant le trypsinogéne d‘atteindre I'intestin gréle, entrainant
une diminution de la respiration. (Jayson, 2020 ; Therrell et al., 2012 ; 2020 ; Weidler et
al., 2016 ; Castellani & Massie, 2010).

La trypsine immunoréactive (TIR) est une enzyme pancréatique qui peut aider a
diagnostiquer la mucoviscidose chez les nouveau-nés présentant une occlusion intestinale
méconiale lorsque le rapport relatif de TIR est supérieur a 99 %. Il a été démontré que le TIR

plus le test de la sueur améliore la sensibilité et la spécificité du dépistage.

Dans une étude menée par Steven et al., sur 29 patients présentant une occlusion
intestinale méconiale causée par une occlusion intestinale, seuls 2 avaient un rapport TIR
relatif normal, supportant un taux de faux négatifs de 7 % ; a l'inspection a 12 jours, le TIR
relatif ratio était supérieur au 99e centile. Le niveau IRR ne peut pas étre utilisé pour

distinguer une occlusion intestinale méconiale simple et complexe.

1-2 Quand se faire tester ?
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Dans le cadre d'un test de dépistage néonatal ; parfois lorsque vous présentez des
symptdmes de pancreatite, tels que des douleurs abdominales séveres persistantes ou

intermittentes, des nausées, des vomissements, une faiblesse et une jaunisse.

1-3 Echantillon requis ?

Un échantillon de sang prélevé en percant le talon d'un bébé et en recueillant quelques
gouttes de sang dans un petit tube ou sous forme de tache de sang sur un papier filtre ; un

échantillon de sang prélevé dans une veine

1-4 Comment le test est-il utilisé ?

La trypsine immunoréactive (TIR) est utilisé dans certains programmes de dépistage
néonatal pour dépister la mucoviscidose. Il peut étre utilisé en conjonction avec le test de
chlorure de sueur et/ou le panel de mutation du gene de la mucoviscidose pour aider a

identifier la mucoviscidose.

1-5 Quand le test est-il demandé ?

Le test peut étre effectué peu de temps aprés la naissance du bébé dans le cadre du
dépistage de la fibrose kystique du nouveau-né. Le dépistage de la mucoviscidose est
désormais une partie obligatoire du dépistage néonatal dans les 50 Etats des Etats-Unis. La
trypsine immunoréactive (TIR) est l'un des tests utilisés dans certains Etats pour dépister la
mucoviscidose. (Jayson, 2020 ; Therrell et al.,, 2012 ; 2020 ; Weidler et al., 2016 ;
Castellani & Massie, 2010).

0,

« Reésultat

Les taux sériques de Trypsine immunoréactive (TIR) sont plus élevés chez les nouveau-
nés atteints de mucoviscidose et restent elevés plus longtemps que Les nouveau-nés n’ont pas

la maladie.
Le TIR ¢levée a la naissance n’est pas spécifique a la mucoviscidose, car il existe

Ce sont des nouveau-nés en bonne santé avec une élévation transitoire de cette enzyme.
La ville de TIR élevée dans un seul échantillon est considérée comme faible, c’est pourquoi
des protocoles ont été développés qui utilisent un test ADN dans le premier échantillon de
nouveau-né (TIR + ADN), le protocole le plus utilisé en Espagne, ou qui demande un
deuxiéme échantillon pour répéter la mesure TIR suivie d’un test ADN (TIR + TIR + ADN),

ou d’un test de la sueur (Figure 23). Il est important de se rappeler que jusqu’a 30 % des
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nouveau-nés atteints d’iléus méconial ont des taux de  TIR normaux. La stratégie TIR + TIR

n’est mise en ceuvre que dans quelques communautés indépendantes.

En Espagne, 3 strategies différentes sont actuellement utilisées : TIR+ TIRet TIR + TIR
+ ADN et TIR + ADN + TIR.
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w1 < CUT-OFF ¥ sip
AT & .=
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Figure 23 Protocoles de diagnostic de la mucoviscidose par le dépistage néonatal proposés
par les lignes directrices européennes sur les meilleures pratiques pour le dépistage néonatal
de la mucoviscidose 7 appliqués en Espagne.

2. Tests génétiques pour la mucoviscidose

Dépistage génétique de la mucoviscidose néonatale

Toutes les procédures de dépistage génétique du nouveau-né décrites dans la littérature
commencent par un test IRT (non génétique) sur sang total. Par conséquent, seuls les
nouveau-nés avec un IRT trés élevé peuvent recevoir des tests génétiques. Certaines
mutations sont liées a la forme bénigne (expression variable) de la maladie, notamment la
fonction résiduelle de la protéine CFTR. Des genes modificateurs d'effet ont été identifies,
mais leur r6le est encore mal compris. En particulier, le génotype ne peut pas prédire de
maniere fiable la fonction pulmonaire ultérieure, car méme chez les patients présentant la
méme mutation (comme la mutation F508del), ce changement est important. Les facteurs
environnementaux, tels que le tabagisme ou le niveau socio-économique, peuvent également

affecter la gravité des lésions pulmonaires.

44




Les meilleures stratégies de diagnostic et dépistage néonatal de la mucoviscidose

Actuellement, I'analyse génétique initialement prescrite comprend la recherche des 20 a
90 mutations les plus courantes du gene CFTR. En Californie, le programme de dépistage
néonatal comprend un troisiéme test (aprés IRT et test génétique, limité a 87 mutations) base
sur un sequencage ciblé du gene CFTR et une détection de délétion lorsqu'une seule mutation
est identifiée par le test, dont 87. (Kammesheidt et al., 2006) Ce programme a pour effet de
réduire le nombre de cas de test de la sueur. De méme, les Pays-Bas explorent le dépistage par
IRT, qui est un test génétique de mutations fréquentes, et une analyse compléte du géne CFTR
pourrait étre suivie afin de limiter la détection de porteurs sains. (van den Akker-van Marle
et al., 2006)

Les tests génétiques font partie de la plupart des protocoles de dépistage néonatal de la
mucoviscidose et sont effectués sur des échantillons dont les niveaux de TIR dépassent un
seuil spécifié. Dans chaque population, le protocole appliqué doit étre adapté a son propre

spectre de mutation.

«» Résultats

Il'y a 4 résultats possibles des tests génétiques chez les nouveau-nés Hauteur TIR :

a) Si le test détecte deux mutations qui causent la mucoviscidose, le nouveau-né doit subir un
test de sueur et une analyse de ségrégation de I’ADN doit étre effectuée pour s’assurer que

chaque mutation provient d’un parent différent.
b) Si une seule mutation survient, un test de la sueur doit étre effectue.

Si les résultats du test de la sueur ne sont pas concluants, les tests génétiques doivent étre

étendus pour tenter d’identifier la deuxiéme mutation.
Si le résultat du test de sueur est négatif, le nouveau-né est considéré comme porteur.

c) Les cas dans lesquels il n’y a pas de mutation normale et le test de la sueur est considéré

comme faux positif pour le dépistage.

Un autre groupe comprend les nouveau-nés pour lesquels un diagnostic définitif ne peut
étre posé, méme avec I’utilisation de tests supplémentaires, pour lesquels le groupe de travail
sur la mucoviscidose de la Sociéeté européenne de la mucoviscidose a proposé la désignation

de dépistage de la mucoviscidose positif et non concluant (CFSPID).
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Ce groupe comprend :

a) Nouveau-nés avec une mutation CF dans un seul allele et valeurs médianes de chlorure de
sueur (30 - 59 mmol/L).

b) Nouveau-nés avec une mutation CFTR dans chaque allele, dont seulement 1 a été classé
comme causant la mucoviscidose, et des valeurs de chlorure de sueur normales (<30

mmol/L).

Ce groupe de patients nécessite un suivi constant, la mucoviscidose étant diagnostiquée dans
certains cas a un age plus avancé en raison de 1’apparition des symptomes avec des niveaux

élevés de chlorure de sueur.

3. Le test de la sueur

Le test de la sueur est la pierre angulaire du diagnostic de la mucoviscidose. Les houveau-
nés dont le test de dépistage de la fibrose kystique néonatale est positif doivent étre
specifiquement orientés vers une unité spécialisée agréée en fibrose kystique pour un test de

sueur.
Le test de la sueur est divisé en 3 étapes :
(1) La stimulation de I'iontophorese de la pilocarpine.

(2) Echantillonnage dans les 30 minutes en utilisant l'une des méthodes suivantes : Systéme
d'échantillonnage Macroduct ou la méthode originale de Gibson et Cooke (collectée dans du
papier filtre ou de la gaze pré-pesé). L'échantillon doit avoir un volume d'au moins 15 L

(Macroduct) ou un poids d'au moins 75 mg (gaze).
(3) Détermination du chlore par titrage coulométrique avec un chloremetre

Le diagnostic ne peut étre confirme sur la seule base des mesures de conductivité de la
sueur obtenues par le systeme de nanocathéter ou d'inspection de la sueur (macrocathéter).
Les échantillons doivent étre analysés immédiatement apres le prélevement. Si le chlorure est
inférieur & 30 mmol/L, le résultat de la concentration du test est classé comme « normal » ; s'il
est compris entre 30 et 59 mmol/L, il est « intermédiaire », s'il est de 60 mmol/L ou plus, il est
"positif*. Les patients avec 12 médianes persistantes doivent subir une évaluation
diagnostique, y compris un ADN étendu et la répétition du rendez-vous du test de la sueur a 6

mois. (Clinical Laboratory Standards Institute, 2000)
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% Reésultats du sondage sur le test de la sueur du CRCM 2018

Une enquéte en ligne qui a envoyé un questionnaire a un bindme d’opérateurs de TS et de
pédiatres en charge des DNN (23 réponses/31 CRCM (75 %)) au CRCM a montré que le
principal critére d’exclusion de la mise en place de TS est I’insuffisance pondérale du bébé (
90%) ). Les informations antérieures sur le TS étaient systématiquement envoyeées aux parents
(91 % a D’oral et 9 % a I’oral et a I’écrit). La collecte de la sueur est principalement réalisée
par les collecteurs Macroduct® (74%). Le diagnostic de VM a été pose apres TS au moins
deux fois dans 91 % des CRCM. Quatre-vingt-onze pour cent des centres avaient des ions Cl
mesurés par méthode coulometrique (80 %), potentiométrie directe (10 %) ou titrage (10 %).
Un seul centre mesurait uniquement la conductivité de la sueur. Le taux de participation au

programme de contréle qualité externe est de 90 % (le programme Asqualab est de 85 %).

Le tableau 2 montre des résultats qui montrent un bon suivi des recommandations
nationales et internationales pour la réalisation et 1’interprétation du TS (Rota et al., 2008 ;
Nguyen-Khoa et al., 2012 ; Massie et al., 2017 ; Farrell et al., 2017). lls contrastent avec
les résultats d’une enquéte menée en Europe par I’ECFS auprés de 136 centres de soins de
VM ou laboratoires (Cirilli et al., 2018). Le TS était réalisé avec un recueil de sueur par
Macroduct® A. Munck et al. Dans 56% des sites, les ions chlorures étaient mesurés dans 68
%, le TS était répété dans 81 % dont seulement 8 % le méme jour, et les valeurs seuils du TS

¢taient d’une grande variabilité selon les sites.

Tableau 2 Systémes disponibles en France pour le test de la sueur.

lontophorese a la Collection de | Dosage

pilocarpine sueur
Macroduct'M 3700 Sweat inducer™ Macroduct'M | Pré-analytique : transfert de
Wescor, ELITech Pilogel® (\Pilocarpine 0,5 | Forme ronde | I'échantillon de s,ueur en tube

%) 5 mina 1,5mA Advanced PCR ca-_lpuchonne de 200_uL
Advanced 3710 Sweat inducer M MacroductTM Analytique : dosage des ions

chlorures par coulométrie avec un

Macroduct™ Wescor, Pilogel® (\Pilocarpine 0,5 | Forme ovale Chlorurematre : 9265 Sherwood

ELITech %)5minal5mA (Servilab) ou Chlorocheck™"
MicrostimTM (Wescor, ELITech) Résultat
Tampon imprégné de ExsupatchTM | exprimé en mmol/L CF
Pilocarpine a 1 % Analytique : dosage in situ dosage

ExsudoseTM 15mina 1,0 mA des ions chlorures par

TEM Sega potentiométrie directe a l'aide

d'une électrode sélective
ExsudoseTM (TEM Sega)
Résultat exprimé en mmol/L CF

Cellule
Pilocarpine 2 % Nanoduct'M
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25mina 0,5 mA Pré-analytique : controle
automatique du débit de sueur
Nanoduct'M Analytique : dosage in situ des
Wescor, ELITech ions totaux par mesure de la

conductivité sudorale
Résultat exprimé en mmol/L
équivalent NaCl

4. Le conseil génétique

Base de données des mutations CFTR

A ce jour, plus de 2000 mutations du géne CFTR (ou variantes, synonymes) ont été
identifiées. Ces mutations sont liées a la mucoviscidose et ont des effets différents sur
I’expression des geénes ou protéines CFTR (Rowe et al., 2005). Dans la base de données
spécifique au locus CFTR, ces mutations sont classées en fonction des résultats phénotypiques
(Castellani et al., 2008). Deux mutations liées a MV en transe (chaque alléle porte une
mutation), chaque mutation est transmise par les parents, et/ou TS 60 mmol/L conduit au
diagnostic de MV (Farrell et al., 2017). Les mutations CFTR-RD (maladies liées au CFTR)
sont les formes transe de mutations associées a la VM et sont associées a un phénotype
modéré qui présente généralement un symptéme unique et une apparition retardée. Il existe
également des variantes neutres ou bénignes et des variantes dont la signification clinique est

incertaine ou inconnue.

% Reésultats

Résultats de I’enquéte sur le conseil génétique et DNN dans les CRCM

En 2018, ils sont envoyé un questionnaire en ligne a tous les genéticiens, consultants en
génétique et pédiatres responsables du DNN du CRCM. 19 des 31 (61%) centres ont répondu,
considérant parfois que la formulation de la question est un peu difficile, mais elle n’est pas

toujours incluse.

Néanmoins, les recommandations du PNDS (Goodfield et al., 1994) sont généralement
trés bien suivies. 75 % des cas bénéficient d’un conseil génétique dans les 15 a 60 jours
suivant la naissance pour respecter la volonté des parents et prendre des rendez-vous rapides
si la famille reste enceinte. Les recommandations du conseil génetique peuvent étre
approfondies et justifier 1’élaboration de documents écrits standardisés, notamment pour la

transmission d’informations aux proches. Les informations fournies par certains laboratoires
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sur I'utilisation possible du diagnostic prénatal non invasif sur les parents d’enfants malades

devraient étre largement diffusées.

Le besoin de conseil genétique ne semble pas pleinement satisfait. En termes
d’explication, la communication doit étre améliorée et le rapport doit inclure spécifiqguement
la formulation du diagnostic. Les déclarations des cliniciens dans le registre des enfants
porteurs de variantes R117H ou T5 sont encore hétérogenes et ne dépendent pas toujours des
résultats des tests de la sueur. Un autre probléme de manque de coordination concerne la prise
en charge des parents sains et des couples avec bébés en laboratoire. Les recherches sur les
parents non porteurs de mutations peuvent étre limitées a des mutations fréquentes ou

complétées. La discussion se poursuit 170 au sein du réseau de laboratoires.
5. Les tests auxiliaires microbiologiques
5-1 Définition
C’est I’ensemble des réactifs nécessaires en microbiologie pour la croissance de germe

5-2 Les étapes de ce teste

Il existe plusieurs étapes pour identification d’un games
e [’observation directe a 1’état frais et aprés coloration
e lamise en culture avec incubation
e [’isolement et identification des colonies

e 1’¢tude de la sensibilité aux antibiotiques permet 1’identification et la détermination de

laCMI
Coloration ce fait par Gram + et Gram- pour les bactéries
6. Latomodensitométrie
6-1 Définition

Thoracique est 1’étalon-or parmi les tests pour la détection précoce des anomalies

initiales malformation

6-2 Les cas des patients

La bronchectasie peut étre trouvé chez jusqu’a 50% des patient atteints de la

mucoviscidose
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Avant age de Sans .34.35 le protocole ct pour 1’évaluation de FC doit inclure des vues

7. Rendez-vous pour rapporter les résultats du dépistage néonatal

Le dépistage néonatal entraine divers degres d'anxiéeté chez les parents.

Par conséquent, il est recommandé de rapporter les résultats dés que possible, de préférence le
méme jour que le test. Si un nouveau-né est atteint de mucoviscidose, les parents seront
informeés de tous les tests effectués pour diagnostiquer la maladie, ainsi que des résultats
encourageants des nouveaux traitements et des recherches approfondies actuellement en

cours, et ils peuvent désormais avoir une vision optimiste de la maladie. .

A la fin de I'entretien, si le nouveau-né n'est pas atteint, les parents recevront un rapport
indiquant que I'enfant n'a pas la mucoviscidose ou que I'enfant est porteur, et fourniront un
conseil génétique aux parents.(Smyth et al., 2014)

Il.  Premier rendez-vous avec un nouveau-né mucoviscidosique

Le diagnostic de la mucoviscidose par un test de dépistage néonatal vient comme une
surprise pour les parents, car dans la plupart des cas, le nouveau-né ne présente aucun
symptdme. Pour cette raison, le psychoso-l ‘impact social sur la famille du nouveau

diagnostic doit étre géré avec soin (Borowitz et al., 2009)
Les aspects les plus importants a traiter sont :

* Donner un apergu de la maladie.

* Introduire le concept d'« équipe d'infirmieres ».

* Gérer les attentes de la famille.

« Fournir un soutien psychologique.

L'un des principaux objectifs de I'entretien est de fournir des informations de base avec une
attitude positive, une attitude sensible et compréhensive et l'utilisation d'un langage simple.
(Sermet-Gaudelus et al., 2010)

I11.  La prise en charge du nouveau-né diagnostiqué par le dépistage néonatal

Le depistage néonatal systématique permet la prise en charge du nouveau -né dans un
centre de soins spécialisé des le diagnostic de mucoviscidose. En 1’absence de, symptome la

prise en charge vise a accompagner les parents face a I’annonce du diagnostic et a prévenir ou
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retarder la survenue des manifestations cliniques de la mucoviscidose par un suivi régulier.
Lorsqu’ils sont présents, les signes cliniques orientent la prise en charge vers les traitements
classiques de la mucoviscidose. Les modalités de prise en charge des formes

asymptomatiques et/ou a priori modérées de la maladie ne sont pas consensuelles
IVV.  Prise en charge initiale du nourrisson atteint de mucoviscidose

1. Gastro-intestinal

Un suivi par un gastro-entérologue pédiatrique est recommandé. Réparé, avec des visites
toutes les 2 premiers semaines immédiatement apres le Diagnostic pour assurer une nutrition
adéquate et faire un sujet chaque mois pendant les 3 premiers mois. Si le patient est en bonne

condition, les visites ultérieures peuvent avoir lieu a 2 a 3 mois intervalles.

1-1 Nutrition

La fréguence de la dénutrition est importante dans la mucoviscidose, quel que soit le stade
évolutif, et varie selon les études de 15 a 44 % des patients. La dénutrition est due a la fois a
la réduction des infesta (régimes trop restrictifs, troubles du comportement alimentaire) et a
I'augmentation des pertes (insuffisance pancréatique, insuffisance intestinale et augmentation
de la dépense énergétique de repos). Méme s'il n'existe pas sur le sujet d’études prospectives
contr6lées de grande ampleur, il semble que la dénutrition aggrave fortement la maladie. Pour
ces raisons, il faut réaliser une évaluation de 1’état nutritionnel des le dépistage, puis a
intervalles réguliers, par évaluation des parametres cliniques, estimation de la balance
énergétique, évaluation des principaux parametres plasmatiques et étude du statut minéral
osseux (Munck, 2010)

Les rapports énergétiques légérement supérieurs aux apports journaliers recommandés
(AJR), de I'ordre de 100 a 110 %, ce qui est habituellement d'un état nutritionnel normal. Et
de l'ordre de 120 a 150 % des AJR sont souvent inutiles ou difficiles a atteindre par voie
orale. Pour maintenir une bonne croissance la majorité de patients nécessite moins de 120 %
des AJR et seule une minorité a besoin de plus de 120 %, voire plus de 150 %. Pour assurer
des apports energétiques supérieurs aux AJR, 1l faut orienter précocement les habitudes
alimentaires et le golt de I'enfant vers des produits a haute valeur énergétique (produits
laitiers, fromages et sucres lents). L'intérét des compléments hyper énergétiques en 1’absence
de dénutrition n’est pas démontré. L'intervention d'un diététicien est indispensable et doit étre

précoce et reguliere. (Schindler et al., 2015)
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Pour prendre en charge l'insuffisance pancréatique exocrine (qui entraine une
malabsorption des lipides, mais aussi des glucides et des vitamines liposolubles), on utilise
des extraits pancréatiques gastro-résistants qui doivent étre pris au début de chaque repas. Les
doses recommandées sont exprimées en unités (UL), elles varient selon I'dge du patient et
adaptées a chaque cas. Pour une alimentation normale, elles sont chez le nourrisson de 2 000 a
4 000 UL pour 120 ml de lait, chez I'enfant de 1 000 UL/kg/repas ou de 500 UL/kg/collation,
sans dépasser 100 000 UL/j, et chez I'adolescent et adulte de 250 000 UL/jour maximum.

1-2 Pancréas et fonctions hepatiques

Au début de la période néonatale, les bébés atteints de mucoviscidose peuvent présenter une

carence en vitamines et en IP.

Si les manifestations cliniques suggérent un IP ou la présence de deux mutations liées aux IP,
le patient doit recevoir un traitement enzymatique substitutif pancréatique et une
supplémentation vitaminique.Bien que le traitement ne doive pas étre retardé inutilement, il
est préféerable de les prendre. Résultats du test d'élastase des selles avant le début du

traitement.

Une variété de préparations enzymatiques sont actuellement disponibles. La pancréatine doit

étre prise a chaque repas.

Il est recommandé d'utiliser de I'eau ou des aliments acides comme de la compote de pommes
ou de la sauce pour éviter que les billes ne s'ouvrent prématurément (Borowitz et al., 2013).
Tous les nourrissons recevant des vitamines IP (Turck et al., 2016) nécessitent une
supplémentation réguliere en vitamines liposolubles (A, D, E et dans une moindre mesure K),
et peuvent étre nécessaires pour un traitement antibiotique ultérieur a long terme ; si une
carence est détectée, une petite quantité est Eléments également requis (fer, zinc, sélénium,
magnésium). Ces patients peuvent présenter des lésions hépatiques hétérogenes. Il est
important de se rappeler de compléter le chlorure de sodium par temps chaud. (Tableau 3)

Tableau 3 Doses recommandées® de vitamines et minéraux liposolubles chez les nourrissons
de moins de 1 an présentant une insuffisance pancréatique.

Recommended daily dose Monitoring Precautions
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Vitamin A 1500 U Serum value/RBP 0.8---2.0
Normal beta carotene levels

Serum vitamin E >30 mcg/mL

VitaminE | 40---50 1U Vitamin E/total lipids: >0.8 mg/g

Vitamin D 400---800 1U 25-OH vitamin D > 30 ng/MI
Vitamin K

0.3--1 mg PIVKA-II <2 ng/mL
Sodium

chloride 2 mEqg/kg

Precaution in patients with
renal insufficiency,
osteopenia, liver disease

May exacerbate coagulopathy
secondary to vitamin K
deficiency

Abnormally low levels in
Patientswith pancreatic
sufficiency

Dosage not established.
Recommend especially in
case of cholestasis, liver
disease, intestinal resection,
antibiotherapy, haemoptysis,

osteopenia

Consider in all patients (with
or without pancreatic
insufficiency). Increase dose
in case of hot weather, intense
exercise or fluid loss (fever,

ileostomy, diarrhoea)

2. Gestion respiratoire

2-1 Définition

C’est une méthode pour améliorer la clairance mucociliaire les sécrétions déshydratées de

ces patient, donnant lieu a un cercle vicieux 1’infection pulmonaire chronique, qui existe une

initiation précoce horacique

2-2 Les techniques

Il existe certaine technique de physiothérapie appliquées dans le patient groupe diatrique

Les preuves actuellement disponible pour déterminer et choisir quelle méthode est la

meilleure

e La percussion
e Le drainage postural

e Compression thoracique a haute fréquence
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2-3 Quelle est le traitement ?

Le traitement de cette technique par la DNase humaine limité la viscosité du mucus et

facilite la clairance mucociliare

2-4 Cas de malade :

Chez les enfants de plus de 6 ans, administrer 2.5ml /jour sous forme nébulisée
Chez les jeunes enfant, le traitement ne sera pris en compte dans certains cas
Par la solution saline hypertonique 7% a un effet osmotique

Chez les patients agés de plus de 6 ans était trouve efficace pour améliorer la fonction

pulmonaire et la pulmonaire exacerbation ((SFP), 2002).

2-5 Des autres techniques

Bronchodilatateurs

Il n y a pas assez de preuves de I’intérét des bronchodilatateurs dans la mucoviscidose, le
anticholinergique ne sont pas délétere peuvent étre utilisés les beta-2-mimétiques lors des

périodes d’exacerbations au longe coure
Corticothérapie

Indiquée en cas d’absence d’amélioration au 14° jour d’une cure dantibiotirapieprescrite
dans le cadre d’une exacerbation .elle doit étre de courte durée il ne faut pas dépasser 2

semaines en raison des effets délétere

3. Traitement du défaut sous-jacent de la protéine CFTR

Il existe actuellement des traitements pour les défauts sous-jacents qui causent la maladie. Ces
nouvelles thérapies sont congues pour utiliser des composés qui agissent sur les protéines pour
améliorer la fonction du CFTR.Ces composés peuvent étre des correcteurs (Classe 1) ou des
potentialisateurs (Classes Il et IV). L'ivacaftor (Kalydeco®) est un activateur qui s'est avéré
efficace (amélioration de la fonction pulmonaire et de I'indice de masse corporelle, ainsi que
réduction de la concentration de chlorure dans la sueur et du nombre de détériorations jusqu'a
52 %) et de la sécurité pour les patients porteurs de mutations Il (Ramsey et al., 2011). La
posologie est d'un comprimé de 150 mg pris toutes les 12 heures, ingéré avec des aliments
gras. En Espagne, son utilisation commence & 1'dge de 6 ans, et aux Etats-Unis & partir de 12

mois.
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L'association du correcteur CFTR et de I'amplificateur CFTR, lumacaftor + ivacaftor
(Orkambi®) est une nouvelle stratégie de traitement pour les patients homozygotes pour la
mutation F508del (classe 1) qui améliore la fonction pulmonaire, la fréquence des
exacerbations et la qualité de vie (Konstan et al., 2017). la dose consiste en 2 comprimés
toutes les 12 heures. Son utilisation est autorisée depuis 2 ans aux Etats-Unis, mais n'est pas

encore disponible en Espagne.

4. Suivi du nouveau-né avec un diagnostic de mucoviscidose grace au dépistage

néonatal

4-1 L'importance du diagnostic précoce de la mucoviscidose

Le dépistage néonatal de la mucoviscidose (DNN) est effectué le premier jour aprés la
naissance. En diagnostiquant t6t la mucoviscidose, les professionnels de la santé peuvent
aider les parents a comprendre les moyens de garder leurs enfants en aussi bonne santé que
possible et de retarder ou de prévenir les problemes de santé graves et permanents associés a

la mucoviscidose.

Des études ont montré que les enfants qui recoivent des soins de FK t6t dans leur vie sont
mieux nourris et en meilleure santé que ceux qui recoivent un diagnostic plus tard. Un

diagnostic et un traitement précoces peuvent :
-Améliorer la croissance

-Aide a garder les poumons en bonne santé
-Réduire le séjour a I'hopital
-Ajouter des années a la vie

4-2 Visites programmees et évaluation annuelle

Le tableau 8 montre le calendrier de visites de routine recommandé pour les patients
asymptomatiques ou cliniqguement stables, bien qu'en pratique, il doive étre individualisé en

fonction des symptomes et des besoins de la famille. (Borowitz et al., 2009)

Si quelgue chose se produit ou s'il y a un probléme, la famille doit pouvoir contacter
I'équipe médicale et se familiariser avec le plan de traitement. Si les symptémes changent,

suggerant que les poumons s'aggravent, I'équipe medicale doit promouvoir I'entrainement
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respiratoire et déterminer si un traitement antibiotique empirique est nécessaire. (Garcia &
Martinez, 2012)

5. Tests de diagnostic auxiliaires

Si des complications ou une détérioration pulmonaires modérées a séveres sont suspectées,

une radiographie pulmonaire est actuellement recommandée.

La tomodensitométrie (Computed tomography) (CT) thoracique est le gold standard pour la
détection précoce des anomalies initiales (rétention d’air, bronchectasie) et de leur évolution,

car elle est plus sensible que la radiographie pulmonaire.

Jusqu'a 50 % des patients atteints de mucoviscidose présentent une bronchectasie avant I'age
de 5 ans. (Tiddens & Rosenow, 2014) ; (Long et al., 2005) Le protocole de (CT) utilisé pour
évaluer la mucoviscidose devrait inclure des vues inspiratoires et expiratoires avec faible dose
de rayonnements. La plupart des h6pitaux commencent les tomodensitogrammes de routine a
I'dge de 2 ans (sans anesthésie), puis tous les 2 ans lors de I'évaluation annuelle, tandis que
d'autres hépitaux effectuent la tomodensitométrie initiale lors de I'évaluation annuelle. 4 a 5

ans et controles de suivi moins fréquents.

5-1 Fonction pulmonaire dans la petite enfance

la technique la plus couramment utilisée pour évaluer la fonction pulmonaire c’est la
spirométrie. Le volume expiratoire forcé en 1 seconde (The forced expiratory volume in 1)
(VEMSL1) peut étre utilisé pour déterminer s'il y a détérioration et réponse au traitement.
Cependant, il existe des preuves que méme avec des anomalies structurelles, la fonction

pulmonaire 1 chez les enfants d'age préscolaire peut &tre normale.

6. Indice de clairance pulmonaire

Les premiéres anomalies pulmonaires de la mucoviscidose apparaissent dans les voies
aériennes peériphériques. Au début, cette atteinte était initialement subclinique, et parce que
ces petites voies respiratoires (PVA) étaient relativement ignorées par les tests de fonction

respiratoire traditionnels, elles se développaient tranquillement.

La méthode de rincage au gaz inerte peut fournir un indice de clairance pulmonaire (PCI), qui
est non invasif et plus abordable que les autres techniques de recherche de PVA. L'ICP est
reproductible et la sensibilité aux lésions PVA est significativement plus élevée que l'indice

de spirométrie. Ce test nécessite un investissement important de la part de I'opérateur.
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La récente commercialisation d'appareils de mesure de I'lCP a montre son application dans le
domaine clinique. Cependant, la valeur ICP dépend du matériel utilisé, ce qui souleve de
nombreuses questions théoriques. L'algorithme spécifique devrait étre amélioré et plus
transparent. La standardisation des examens doit étre améliorée. D'autres indices du test

méritent une étude plus approfondie.

en conclusion L'ICP a une place dans la recherche pour la détection précoce des anomalies
fonctionnelles pulmonaires dans la mucoviscidose et pour évaluer I'efficacité de nouveaux
traitements, en particulier chez les patients ayant une fonction pulmonaire préservée. Son
intérét pour la pratique clinique semble probable, mais il reste a préciser. (Kieninger et al.,
2017) ; (Kent et al., 2014) ; (Subbarao et al., 2015)

V. Le diagnostic et dépistage de la mucoviscidose

Etait basé principalement sur la mesure du chlore dans la sueur et sur les caractéristiques
cliniques telles que des problemes respiratoires récurrents, un iléus méconium, un retard

staturo-pondéral et des diarrhées graisseuses (Gibson et al., 2003).
Le dépistage de la mucoviscidose se fait de différentes manieres, avec différentes techniques:

1. Le diagnostic anténatal
Il est effectué dans le cadre d’un conseil génétique pour les couples. Si I’enfant est
diagnostiqué positif, souffrant de la mucoviscidose donc la grossesse peut étre envisagée.
Chez les couples hétérozygotes, fait I'analyse de I'ADN du feetus par biopsie de villosité
choriale peut étre réalisée de facon fiable (12 ou 13 semaine) d'aménorrhée. Un dosage des
isoenzymes de la phosphatase alcaline dans le liquide amniotique peut étre réalisé (Roussey
et al., 2000 ; Flori & Doray, 2007).

2. Le diagnostic néonatal

Actuellement, dans deux tiers des cas, le diagnostic de cette maladie se fait avant 1’age d’un
an. La technique trypsine immunoréactive (TIR) est la meilleure technique pour un dépistage
néonatal (Heeley & Bangert, 1992 ; Grosskopf et al., 2003 ; Deneuville & Roussey, 2007).
A la recherche des 30 mutations du géne CFTR les plus fréquemment observées chez les
personnes atteintes de mucoviscidose. Cette succession de tests TIR permet de diagnostiquer
environ 70% des enfants atteints de mucoviscidose. Cependant, cette méthode ne permet pas
de détecter toutes les mutations du gene CFTR. Il y a d’autres examens doivent étre réalisés,
le test de la sueur (TS) (Durieu & Josserand, 2008).
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3. Le test de la sueur
Les glandes sudoripares, responsables de la production de la sueur, augmentent des sécrétions
d’ions Na+, K+ et CI-. Ce test de salinité a une forte valeur prédictive de la mucoviscidose. Il
est largement utilisé pour diagnostiquer la maladie et confirmer une suspicion clinique.
(Gibson & Cooke, 1959 ; Marchand et al., 1998 ; Mishra et al., 2005). Ce test est sensible,
positif chez plus de 90 % des cas de mucoviscidose.

VII.  Les études précliniques et cliniques

1. Les modeles animaux

Utiliser des modéles animaux pour étudier et aborder les mécanismes physiopathologiques de
la maladie, ainsi que nous permettre d’identifier les génes et les facteurs environnementaux
qui modifient I’sévérité du phénotype, et aussi 1’expérimentation de nouvelles stratégies
pharmacologiques pour modifier la gravité de la maladie avec 1’é¢tude de protocoles de
traitement génique pour corriger le transport d’ions (Grubb & boucher, 1999). Modele de
souris CF.

e Exemple de modéle murin CF

Au début de 1992 La mutation F508del-CFTR, a peine trois ans apres la découverte du gene
CFTR, le premier modéle de souris transgenique a été créé grace au ciblage génique : des
souris (Knonk-out) pour CFTR (Clarke et al., 1992 ; Snouwaert et al., 1992). lls existent a
I’état homozygote et sont de nombreux symptomes courants chez les jeunes patients :
infertilité, obstruction intestinale méconium, modifications du mucus et des gonades séreuses
et obstruction de la structure des glandes. Habituellement, les souris KO-CFTR meurent apres
3-4 semaines en raison d’une grave obstruction intestinale. Ces souris n’ont pas
d’inflammation chronique ni d’infections pulmonaires (Dif et al., 2004; Haston et al., 2008).
Ces souris ont également montré une diminution des taux plasmatiques d’IGF1 et
d’ostéocalcine. L’équipe de Haworth a également trouvé toutes ces observations chez des

patients atteints de fibrose kystique (Haworth et al., 2000).

Le modele de souris KO-CFTR a été produit dans différentes souches : BALB (Dif et al.,
2004 ; Haston et al., 2008) et C57BL / 6 (Pashuck et al., 2009). Selon la souche de la souris,

il existe un phénotype CF plus ou moins évident.

Par la suite, plusieurs modéles de souris transgeniques ont été décrits, Il en résulte aucune

expression de CFTR (souris KO) ou de génes mutants CFTR (par exemple : souris F508del-
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CFTR). Ces modeles animaux présentent des similitudes avec les maladies humaines, mais ils
sont également différents des maladies humaines : par conséquent, la plupart des modéles
animaux sont similaires aux humains en termes de transport d’ions et de symptomes du
systeme digestif, mais ne présentent pas les caractéristiques des patients atteints de
mucoviscidose humaine. Maladie pulmonaire, et les dommages au systeme digestif leur sont
généralement fatals (Grubb & Boucher, 1999).

Afin d’éviter ce manque de respiration, des modeles de souris avec une sensibilité différente a
certains pathogenes respiratoires ont été etablis, ce qui peut prouver que les souris dépourvues

de CFTR ont une sensibilité accrue a ces pathogenes (Stotland et al., 2000).

Création d’un autre modé¢le : souris F508del-CFTR. L’équipe de Scholte B et al. Ce modéele a
été produit en 1995 (van Doorninck et al., 1995). Ces souris présentaient un phénotype
typique de la mucoviscidose : perte de poids, maladie intestinale entrainant une obstruction
intestinale et non mortelle, et diminution de la densité minérale osseuse (Paradis et al.,
2010). En revanche, bien que le canal F508del-CFTR ait des fonctions électrophysiologiques
CF, aucune accumulation de mucus n’a été observée dans les poumons, le pancréas, les voies

biliaires, les glandes salivaires ou le canal déférent.

Evidemment, la protéine F508del-CFTR restera active : le niveau d’ARNm est normal, leur
maturation est anormale et ils ne peuvent pas étre efficacement transportés vers la membrane,

et I’activité du canal semble étre normale (French et al., 1996).

Aprés 15 ans de recherche sur des mode¢les animaux, étudié la physiopathologie de 1’atteinte
pulmonaire dans la mucoviscidose, (Mall et al., 2004). En 2004, un nouveau modéle de souris
a été décrit qui présentait un phénotype respiratoire trés similaire a la mucoviscidose humaine.
Pour créer ce modeéle, ils se sont appuyés sur la surexpression des canaux ioniques sodium
(ENaC controlé par CFTR) plutét que sur I’absence de CFTR (Mall et al., 2004). Leur
modele a montré des changements dans la clairance mucociliaire, conduisant a une

inflammation bronchique, survenue avant I’infection chronique.

4. Les études cliniques : Traitement de la mucoviscidose

Jusqu’a présent, les scientifiques n’ont pas été¢ en mesure de découvrir un traitement définitif
pour la mucoviscidose, bien que des traitements aient été trouvés pour les symptdmes qui
améliorent la progression de la maladie. Mais le patient doit adhérer a de tels traitements tout

au long de sa vie. L’espérance de vie moyenne des patients atteints de mucoviscidose a
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augmenté rapidement, puisqu’elle était estimée a seulement 3 ans, pour atteindre 46 ans en
2008. (MacKenzie et al., 2014)

2-1 Prise en charge de ’atteinte digestive

a. Prise en charge nutritionnelle

En raison d’une consommation réduite et d’une perte accrue, la dénutrition est observée dans
la mucoviscidose. La diminution de ’apport est un facteur secondaire au PE et a I’anorexie, et
ce dernier est exacerbée par la congestion, les douleurs abdominales et la prise de
médicaments. Une perte accrue est secondaire a une inflammation et a une augmentation du
travail musculaire. Au fur et @ mesure que la maladie progresse, un soutien nutritionnel pour

augmenter 1’apport est le plus souvent nécessaire.

b. Insuffisance pancréatique exocrine

L’IPE touche 85 a 90% des patients et nécessite une administration orale d’extraits
pancréatiques, tels que la pancréatine (Creon®), a chaque repas, et des ajustements sont

effectués en fonction des repas et des symptoémes du systeme digestif.

c. Supplément vitaminique

L’IPE est lié¢ a la malabsorption des vitamines liposolubles (A, D, E, K) et manque également
de vitamine B12 et de zinc. Le soutien nutritionnel est tres important, Ensuite, le patient recoit

des compliments vitaminiques et d’oligo-éléments pour compenser ces pertes (Hubert, 2003).

2-2 prise en charge de I’atteinte pulmonaire

La majorit¢ des patients atteints de mucoviscidose meurent encore d’une insuffisance
pulmonaire, bien que ’espérance de vie se soit améliorée. Le ralentissement du processus de
Iésion pulmonaire est le principal facteur de contréle de la mucoviscidose. Il existe divers
traitements recus dans ce contexte qui affectent différentes composantes de la maladie. Ils se

divisent en deux catégories :

A — Amélioration de la clairance mucociliaire

Lorsqu’il y a une altération dans la clairance mucociliaire, une infection se développe qui
conduit a la destruction du parenchyme pulmonaire. Lors du diagnostic de la maladie, la
kinésithérapie respiratoire est systématique, méme en 1’absence de symptome. Les patients
peuvent également recevoir des médicaments mucolytiques pour réduire les sécrétions. Un

aerosol de désoxyribonucléase humaine recombinante (rhDNase ou dornase alpha ou
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Pulmzme®) produit de I’ADN extrait de cellules polynucléaires et de bactéries en quantités
particulierement importantes qui peuvent se hydrolyse au site inflammatoire. Ce traitement
réduit la viscosité du mucus pulmonaire, entrainant une amélioration de la fonction
pulmonaire, Cela peut egalement prévenir la pneumonie (Quan et al., 2001). L’inhalation de
la solution saline hypertonique augmente L’hydratation du mucus et améliore la clairance

muqueuse (Wills et al., 1997).

B- Antibiothérapie

De¢s ’apparition d’une exacerbation pulmonaire, une antibiothérapie doit étre instaurée et des

examens cytobactériologiques des crachats (ECBC) sont systématiquement réalisés.

Avec lui, les germes peuvent étre isolés et leur sensibilité aux antibiotiques peut étre évaluée
pour commencer une antibiothérapie ciblant les germes. Dans I’infection initiale a
Pseudomonas aeruginosa, 1’intervention pour la primocolonisation primaire se fait soit par
une antibiothérapie orale et inhalée, soit par voie veineuse selon les signes cliniques. Il a été
prouvé qu’un traitement précoce avec des antibiotiques peut éliminer 1’agent pathogéne de

I’organisme et retarder la colonisation chronique (Taccetti et al., 2005).

En plus des différents traitements mentionnés précédemment qui visent a améliorer diverses
fonctions vitales chez les patients atteints de mucoviscidose, il existe d’autres traitements qui
visent a améliorer la fonction du canal CFTR, aprés identification du gene CFTR, par thérapie
génique ou thérapie protéique.

5. Lathérapie génique

La mucoviscidose ne possede qu’un seul gene, ce qui signifie qu’elle est mono génique. Les
mutations de ce géne permettent 1’absence ou la production d’une protéine CFTR anormale.
Lorsque le concept de thérapie génique est apparu, il y avait de grands espoirs de guérison. La
seule facon de restaurer le canal CFTR a une activité normale est de remplacer ou de réparer
ce géne (O’Sullivan & Freedman, 2009).

Il y a deux objectifs principaux pour la thérapie génique, le premier objectif est d’avoir
suffisamment de copies du géne normal a I’intérieur des cellules malades, et le second objectif
est d’obtenir I’expression de ce géne, ¢’est-a-dire qu’une protéine CFTR normale est produite
et exprimée sur la membrane cellulaire. Cette expression doit également avoir une longue
durée de vie dans les différents organes. Cependant, les cellules se régénérent plus ou moins

rapidement, de sorte que la thérapie genique ne fonctionne pas en une seule fois et en une
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seule administration. Par exemple, des cellules saines au niveau pulmonaire ont révélé qu’il
existe un trés faible nombre d’ARNm codant pour la protéine CFTR. En théorie, les cellules
pulmonaires seraient capables de restaurer leur fonction sécrétoire normale en fournissant
quelques copies du gene sain intégré dans un vecteur (Crystal et al., 1994 ; Joseph et al.,
2001). Une méthode prometteuse de thérapie génique est basée sur 1’utilisation d’adénovirus.

Le vecteur sélectionné infecte sélectivement les cellules pulmonaires.

En 1997, dans la premiere phase des essais cliniques, Bellon G et al. Il montre que le gene
CFTR peut étre efficacement transféré dans les voies respiratoires des patients atteints de
mucoviscidose en injectant un virus transformé. Cependant, il n’y avait aucune différence
dans les parametres immunologiques et inflammatoires dans le sérum et le liquide de lavage
broncho alvéolaire du patient (Bellon et al., 1997). Deux autres études ont été menées sur des
patients atteints de mucoviscidose : apres 30 jours de traitement, le volume expiratoire forcé a
augmenté (Moss et al, 2004) et la concentration d’IL8 dans les expectorations a diminué
(interleukine inflammatoire 8). Par la suite, une autre étude a confirmé la sécurité du

transporteur, mais elle n’a eu aucun effet sur la fonction pulmonaire (Moss et al., 2007).

Bien que le principe soit relativement simple, la thérapie génique échoue encore de plusieurs
manieres (Kennedy, 2002; Weiss & Pilewski, 2003). Le systeme immunitaire du patient
combat le vecteur adénoviral et le détruit. De plus, les cellules a transgenes intégrés expriment
des protéines virales et sont donc identifiées puis éliminées par le systtme immunitaire. En
raison du mucus bronchique épais, le taux de pénétration de 1’adénovirus dans les cellules
cibles est considérablement réduit. De plus, le transgene n’est pas intégré en permanence dans
la cellule cible et est rapidement éliminé. Par conséquent, O’Sullivan BP et Freedman SD ont
souligné dans une revue de 2009 que la thérapie génique est plus prometteuse que la réalité
(O’Sullivan & Freedman, 2009).
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Figure 24 Les niches des cellules souches dans 1’épithélium pulmonaire murin (Bossard,
2007).

6. La thérapie protéique
Les difficultés techniques liees au développement de thérapies alternatives efficaces et
inoffensives ont conduit les gens a rechercher des méthodes alternatives. Ces méthodes
impliquent Mutations dans des thérapies spécifiques. Par conséquent, 1’objectif est de corriger

spéecifiquement les défauts génétiques selon différentes catégories ou selon le mécanisme

moléculaire a I’origine de la mutation.

Défauts dans la production ou la fonction de la protéine CFTR (Kerem, 2006).

4-1 Aminoglycosides

Les mutations de classe | affectent moins de 10% de la population malade du monde. Depuis
de nombreuses années, les gens savent qu’en plus de [D’activité¢ antimicrobienne, les
antibiotiqgues Aminoglycosides peuvent également contourner le codon stop formé par des
mutations dans le géne CFTR, produisant ainsi des protéines normales. (Howard et al., 1996 ;
PTC thérapeutiques, (Lubamba et al., 2012) (tableau 4).
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Tableau 4 Les différents aminoglycosides

la

gentamicine

Meécanisme d’action

thérapie

Effets 2ndaires

Clinique

antibiotique

Classe |

Surdité
Perte de 1’équilibre
nédhrotoxique

Bedwell et al., 1997
Clancy et al., 2001
Sermet-Gaudelus et al.,
2007

Lubanaetal ., 2012

PTC124

Gentamicine-dérivé

antibiotique

de fonction

Classe |

Phase 111

Cancy et al., 2007
Linde et al., 2007
Welch et al., 2007
Sermet-Gaudelus et al.,

2010
Wilschanski et al.,
2011

4-2 Les correcteur de la protéine CFTR

Ces derniéres années, deux nouvelles classes de molécules ont émerge qui sont des molécules

thérapeutiques potentielles contre la mucoviscidose (correcteurs et les potentiateurs) (Van

Goor et al., 2006). Ces molécules correctrices sont congues pour permettre a la protéine

CFTR mutée de contourner le systeme de contrble de qualité interne de la cellule, empécher

sa fermeture prématurée par I’appareil de Golgi et lui permettre d’atteindre 1la membrane

cellulaire (tableau 5).

Tableau 5 Les « correcteurs » du canal CFTR muté

Mécanisme d’action thérapie | clinique
Butyrates et Neutralisation partielle du | Classe Chengetal ., 1995
analogues défaut de transfert I Zhang et al., 2003
protéique
Soduim 4- Augmentation de CFTRa | Classe Rubenstein et al., 1997
phénylbutyrate la membrane Il
Curcumin Inhibition de la Effets Mall and Kunzelmann,
cyclooxygénase discutables 2005
Inhibition de NFxB
Sildénafil et Correction du trafic de Classe Robert et al., 2008
analogues CFTR muté ... Il
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Miglustat Inhibiteur de la Classe | Commercialisé | Abianetal., 2011
glucosylcéramide Il ‘Zavesca’ Norez et al., 2009
VX-809 Amélioration de la Classe |Phase lia Van Goor et al., 2011
maturation protéique Il Clancy et al., 2012
Augmentation du trafic de
CFTR
Diminution de la sensibilité
protéolique

Miglustat  (1-butyl-2- (hydroxyméthyl) pipéridine-3, 4,5-triol, OGT 918, N-butyl-
désoxynojimycine) est une molécule développée par les Laboratoires Actelion (Suisse). Il est
vendu sous le nom de Zavesca®. Il est principalement utilisé pour traiter la maladie de
Gaucher de type 1 (Pastores et al., 2007), la maladie de Niemann-Pick de type C et de Tay-
Sachs, en particulier la maladie de Tay-Sachs a apparition tardive. Miglustat est un imino-
sucre avec un poids moléculaire de 219 Daltons. C’est un analogue synthétique du D-glucose
(Abian et al., 2011) et un inhibiteur de la glucosylcéramide synthase. Miglustat a la capacité

de pénétrer dans les organes profonds comme le cerveau, les os et les poumons.

Miglustat restaure 1’activité dépendant du chlorure du CFTR dans les cellules épithéliales
respiratoires in vitro (Norez et al.,, 2006; 2009). In vivo, Miglustat peut corriger
complétement les flux de chlorure et de sodium dans la muqueuse nasale des souris F508del-
CFTR (Lubamba et al., 2009).

4-3 Les “potentiateurs” pour le canal CFTR

Le but de la molécule «potentiatrices» est d’augmenter la fonction chlorure des canaux CFTR
mutants présents a la surface de la membrane (tableau 6). La mutation de la protéine CFTR
est particulierement avantageuse pour cette méthode, car il s’agit d’un canal de mutation qui

existe déja dans la membrane mais a une activité fonctionnelle réduite : R117H et G551D.

Tableau 6 Les « potentialisateurs » du canal CFTR muté

famille Mécanisme d’action clinique
Génistéine | Phytoestrogéne | Antioxydant lllek et al., 1999
Isoflavone Liaison a CFTR Andersson and roomans,
Modulation de la 2000
probabilité Moran and Zegarra-Moran,

D’ouverture de CFTR 2005
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VX-770  =| Cytochrome P450 | Substrat de la protéine Van Goor et al., 2009

vacaftor CYP3A _ Phase | Sloane and Rowe, 2010
Augmentation du courant | I11 Accurso et al, 2010
ionigue transépithélial Ramsey et al, 2011

Pour la plupart des patients atteints de mucoviscidose, 1’ajout de correcteurs et d’activateurs
peut étre un traitement plus efficace. La protéine F508del-CFTR est délivrée a la membrane
apicale via le correcteur, mais ne fonctionne toujours pas bien : il existe encore des anomalies
fonctionnelles causées par la perte de résidus phénylalanine. Par conséquent, les patients
atteints de mucoviscidose avec des mutations F508del-CFTR peuvent bénéficier

d’améliorateurs qui les rendent plus fonctionnels (O’Sullivan & Freedman, 2009).

Le 28 juin 2012, les Laboratoires vertex pharmaceutiques ont rapporté les premiers résultats
encourageant sur 1’association de VX-809 et VX-770, au cours de la deuxiéme phase de
I’étude clinique, pour les patients porteurs de la mutation F508del-CFTR. lls prévoient une
nouvelle étude impliquant un plus grand nombre de patients atteints de mucoviscidose
souffrant de la mutation F508del-CFTR.

(4) Les activateurs des voies alternatives de sécrétion :

L’objectif de I’utilisation de cette stratégie de traitement est d’activer les différents canaux
déja présents au niveau de la membrane apicale des cellules, c’est-a-dire contrairement a la

protéine CFTR. Le (tableau 7) présente une description de plusieurs méthodes alternatives.

Tableau 7 Les activateurs des voies alternatives de sécrétion

Famille Mécanisme d’action clinique
P2X Récepteur Augmentation du flux
purinergique calcique
Activation canal Cl-/Ca2+
dépendant
P2Y Canal purinergique Canal chlorure alternatif Guibault et al., 2007
Denufosol | Agoniste de P2X Stimulation des transports | Phase | Deteding et al., 2007
Analogue de I’'UTP ioniques " Inspire  Pharmaceutic,
Réhydratation du mucus 2011
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Activation canal Ca2+

MOLI901 | Antibiotique Stimulation des  canaux | Phase Il | Zeitlin et al., 2004
chlorures Grasemann et al.,,
Réhydratation du mucus 2007

Activation canal Ca2+

7. Les nouvelles thérapies

Plusieurs molécules sont actuellement a 1’étude pour restaurer la fonction des canaux CFTR,
dont certaines ont été approuvées a la vente, tandis que d’autres sont en cours de test. La
molécule PTC124 (Ataluren®) peut restaurer partiellement la fonction CFTR en poursuivant
le cadre de lecture malgré le codon stop dans le cas de mutations non-sens (Welch et al.,
2007). Cette molécule a été étudiée chez la souris, ou elle induit la production de protéine
CFTR a la surface des cellules épithéliales (Du et al., 2008).

Il a été testé chez des adultes sains (Hirawat et al., 2007) et des adultes atteints de
mucoviscidose (Kerem et al., 2008), puis Ataluren® améliore le transport du CI- dans
I’épithélium. Wilschanski et al. Ont montré qu’une prise réguliére d’Ataluren conduit a une
amélioration de D’activit¢ CFTR au fil du temps et que les paramétres cliniques sont

généralement bien tolérés (Wilschanski et al., 2011).

Vertex 770, connu sous le nom d’Ivacaftor®, est un amplificateur (augmente la probabilité
d’une ouverture du canal chlorure de protéine mutante) de la protéine CFTR utilisée chez les
personnes porteuses de c¢.1652G>A (G551D). Ce traitement a fait 1’objet d’un essai
randomisé, en double aveugle, contrdlé par placebo chez des patients porteurs de la mutation
c.1652G> A (G551D). Les patients recevant de 1’Ivacaftor ont montré une amélioration
marquée du VEMS, plus de la moitié de la réduction des poussées et du gain de poids sans
effets secondaires notables (Ramsey et al., 2011). Ivacaftor a recu une autorisation de mise

sur le marché de la Food and Drug Administration (FDA).

Récemment, cette molécule a été étendue pour inclure des mutations autres que des mutations
c.1652G> A (G551D): ¢.3731G>A (G1244E), c.4046G>A (G1349D), c.532G>A (G178R),
c.1651G>A (G551S), ¢.3752G>A(S1251N), ¢.3763T>C (S1255P), c.1646G>A (S549N) ou
€.1645A>C (S549R) et ceci est basé sur les recherches de De Boeck et al. (De Boeck et al,
2014).
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Actuellement, la recherche se concentre sur la mutation ¢.1521 1523delCTT (F508del).

Une ¢tude récente montre que I’Ivacaftor en association avec le Lumacaftor (également
appelé VX- 809, connu sous le nom de correcteur CFTR) chez des patients de plus de 12 ans
homozygotes pour la mutation c.1521 1523delCTT (F508del) montre peu d’efficacité, mais
des fonctions statistiquement et cliniquement pertinentes systéme respiratoire (Boyle et al.,
2014).

En novembre 2014, le laboratoire Vertex a demandé une autorisation de mise sur le marché

aux Etats-Unis et en Europe pour I’association Ivacaftor / Lumacaftor pour les patients c.

[1521_1523delCTT]; [1521_1523delCTT] (F508del / F508del).
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Conclution

Daprés I'étude des articles, les résultats du dépistage et du diagnostic néonatals
confirment que le meilleur protocole applicable est la trypsine immunoréactive (TIR) et le
test de la sueur, car le test de la sueur c'est le premier test pour diagnostiquer la
mucoviscidose, et les progres de la génetique ne l'ont pas affecté car c'est I'un des examens les
plus sensibles en médecine. lls se distinguent par son style méticuleux et nécessite une
méthodologie rigoureuse. A ce jour, le test de la sueur et la Trypsine immunoréactive (TIR)
en conjonction avec le test génétique reste les méthodes les plus reconnaissables pour
diagnostiquer la mucoviscidose malgré I'avenement de plusieurs nouveaux protocoles et

examens.

L'avantage de dépistage néonatal de la mucoviscidose offre une opportunité unique de
diagnostic précoce qui améliore I’état nutritionnel, la fonction pulmonaire et la survie et réduit
les hospitalisations, ce qui peut réduire les colts des soins de santé. Il est largement mis en
ceuvre dans le monde entier et en Espagne. Le dépistage ne peut avoir des effets bénéfiques
que s’il est suivi d’un strict respect des normes de soins établies, c’est pourquoi ils jugent
essentiel de diffuser ces lignes directrices pour le diagnostic et le suivi des patients atteints de
mucoviscidose identifiés grace au dépistage néonatal. En attendant ’avénement de la thérapie

génique espoir attendu par tous les mucoviscidosique.

Les résultats obtenus au terme de ce travail auraient pour but de contribuer a moyen terme a la

mise en place d’un programme de diagnostic par le dépistage néonatal.

A la fin, nous espérons que notre pays accordera toute son attention a cette maladie, bien
gu'elle soit considérée comme une maladie rare, mais elle est présente dans notre pays. Des
centres spéciaux doivent étre développés pour sa diagnostic précoce, et de nouveaux
protocoles utilisés a I'étranger doivent étre suivis. afin de faciliter le traitement des patients.
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Protocole de dépistage neonatal systematique de la
mucoviscidose

Mémoire de fin de cycle pour I’obtention du dipléme de Master en Génétique .

La mucoviscidose c’est la maladie génétique autosomique récessive la plus répandue dans la population
d'origine caucasienne. Cette maladie est causée par un défaut du géne CFTR qui code pour la protéine
CFTR

La protéine CFTR est un canal chlorure situé dans la membrane cellulaire épithéliale

Un défaut dans ce canal provoque des perturbations hydroélectriques et est a I'origine d'une viscosité

excessive

Il est recommandé de faire un test de la sueur pour permettre une intervention et un traitement précoces

des maladies respiratoires et nutritionnelles

La premiere partie de ce travail (la partie théorique) nous avons parlé de cette maladie en général et nous

avons parlé du géne et de la protéine qui cause cette maladie

Dans la deuxieme partie de la thése, qui est (la partie pratique), En raison de la situation sanitaire dans
notre pays d'Algérie aprés la propagation de la pandémie de Covid 19, nous n'avons pas eu la chance de
terminer un travail d'application pour notre mémoire et nous nous sommes contentés de rechercher les
dernieres méthodes utilisées dans certains pays développés comme I'Espagne pour diagnostiquer la
mucoviscidose par le dépistage néonatal, nous avons conclu a travers ce travail que le meilleur protocole
en place dans la plupart des pays est la trypsine immunoréactive (TIR) en conjenction avec le test

génétique, et le test de la sueur.

Mots clés la mucoviscidose, géne CFTR, mutations génétiques, PCR
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