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Introduction

La mucoviscidose, ou fibrose kystique du pancréas, est une maladie héréditaire qui se
transmet selon le mode autosomique récessif. Les sujets hétérozygotes sont indemnes.
Elle est I’'une des maladies génétiques les plus fréquentes a issue fatale chez la population de
race blanche. Sa frequence varie selon I’origine géographique et ethnique des patients, elle serait
en Europe de I’ordre de 1 sur 3000 a 5000 naissances, plus faible dans les populations noires,
asiatiques et arabes ( Katznelson and Yishai 1978, Boat et al, 1989, Carles et al, 1996 ). Son

incidence exacte en Algérie est inconnue en raison d’un manque d’études.

Le nom de mucoviscidose fut donné a la maladie pour souligner les sécrétions épaisses et
visqueuses obstruant I’appareil digestif et I’arbre trachéo-bronchique des enfants malades.
Cependant, le terme de ” Fibrose Kystique du pancréas " (Cystic fibrosis ou CF pour les
anglophones) est celui qui demeure le plus utilisé par la communauté scientifique internationale
pour désigner cette atteinte marquée par une insuffisance pancreatique exocrine.

Quel que soit le terme donné a la maladie, il s’agit toujours d’une exocrinopathie généralisée.

La mucoviscidose peut étre diagnostiquée a des ages trés différents (de la période
néonatale, voire anténatale, a I’age adulte) et se réveler selon plusieurs modes (iléus meconial,
infection broncho-pulmonaire a répétition, atteinte pancréatique et stérilité)

Depuis 1989, nous savons que des mutations du gene CF sont associées a la fibrose
kystique; ce géne code pour une protéine trans-membranaire : la protéine CFTR ( Cystic
Fibrosis Conductance Transmembrane Regulator) qui forme une sorte de petit canal responsable
du transport et des échanges eau / électrolytes, le manque ou le mauvais fonctionnement de cette
protéine perturbe cette fonction, ce qui entraine la production d’un mucus épais.

Le canal CFTR est exprimé au niveau de la membrane plasmique apicale des cellules
pour de nombreux tissus épithéliaux sécréteurs tels que les glandes sudoripares, le pancréas,
I’intestin, des canaux biliaires, des systemes génitaux, dans les voies respiratoires, ainsi que dans
les cellules cardiaques.

La sévérité de la maladie et le nombre d’organes atteints varient en fonction du type de
mutation du géne en question.

Malgré les grandes avancées scientifiques sur la mucoviscidose dans de nombreux pays,
méme voisins, comme la Tunisie et le Maroc, vu le nombre de thémes de recherches abordés
dans ces pays a savoir le géne CFTR et thérapie génique, protéine CFTR et approche
pharmacologique, infection et inflammation pulmonaires, transplantation et recherche clinique.

En Algérie les recherches sur cette maladie ne sont qu’ a leur debut .



A cet effet, notre contribution a travers ce travail s’inscrit dans le cadre d’un diagnostic
phénotypique et génotypique de cette pathologie héréditaire dans la population de I’Est et Sud
Algérien.

Dans un premier temps, nous présenterons la structure et la méthode de clonage du géne,
. Puis une description de la protéine CFTR, son fonctionnement, ses différentes anomalies et
enfin les organes cibles et les aspects cliniques de la maladie.

La seconde partie rapporte les techniques utilisees et les résultats obtenus de ce diagnostic
sur un groupe de patients azoospermiques par absence de canaux déférents , et un autre groupe

présentant d’autres symptémes évocateurs de la mucoviscidose.
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Qu’est ce que la mucoviscidose ?

C’est une maladie génétique, grave, non contagieuse et chronique dont 1’évolution varie

d’une personne a 1’autre. Toujours transmise conjointement, mais sans le savoir, par le pére et la
mere. Elle concerne aussi bien les garcons que les filles. Elle est présente dés la conception, en
revanche elle peut se manifester plus ou moins tardivement apres la naissance.
Elle affecte les sécrétions des glandes exocrines a mucus. Les glandes muqueuses fournissent des
sécrétions anormalement visqueuses qui obstruent les canaux excréteurs du pancréas, du systéme
biliaire, de I’intestin, des canaux déférents et surtout des bronches: on observe alors une
dilatation, une inflammation et une atrophie de ces organes.

Cette maladie affecte ¢galement les glandes sudoripares (glandes séreuses) : leur sécrétion

correspond a une sueur anormalement riche en sodium et chlore.

I. Historique

Une étude récente situe [’origine de la mucoviscidose aux confins de la Turquie et de
I’Irak et en estime son apparition voici 5.000 ans environ. La maladie se serait répandue au
cours des siecles vers 1’Ouest et aurait, ainsi, atteint toute 1’Europe, I’Amérique latine,
I’Amérique du Nord et I’ Australie, toutes contrées ou se sont établis des européens (Claustres,
1998).

Plus prés de nous, sa présence est repérée dans la littérature et 1’on retrouve au XVIIléme
siecle des récits relatant I’histoire des enfants " au baiser salé ".

La description de la mucoviscidose en tant qu’affection autonome date de la fin des
années 30.

En 1936, Fanconi la caractérise et lui donne le nom de mucoviscidose, et en 1938,
Andersen donne la description anatomo-pathologique compléte de cette pathologie.

En 1953, Di Sant’Agnese met en en évidence un excés de chlorure de sodium dans la
sueur des enfants atteints de mucoviscidose. Cette découverte conduira, peu apres, a la mise au
point du test de la sueur, seul test de diagnostic positif de la maladie actuellement disponible et
fiable.

Dans les années 80, I’anomalie du transport de sels fut précisée par Quinton (Quinton,
1983) qui décrivit le défaut de perméabilité aux ions chlorures (Cl') affectant les cellules
épithéliales des glandes sudoripares, et par Knowles (Knowles, 1983) qui observa le méme

phénomene au niveau de 1’épithélium respiratoire.
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Mais la nature biochimique du défaut a 1’origine de la maladie est restée longtemps
inconnue, ce qui a contraint les chercheurs a employer les outils de la génétique inverse (ou
clonage positionnel).

En 1985, le locus CF fut localisé sur le bras long du chromosome 7 grace a la découverte
d’une liaison avec un site polymorphe exploré par une sonde anonyme située sur ce chromosome
(Tsui et al, 1985). L’année 1989 est une étape décisive et représente une grande victoire a I’actif
du professeur Lap Chee TSUI au Canada car il vient de mettre en évidence I’anomalie génétique
a ’origine de la maladie : une mutation d’un géne situé sur le bras long du chromosome 7. Ce
gene nommé Cystic Fibrosis (CF), code pour la synthése d’une protéine appelée Cystic Fibrosis
Transmenbrane Conductance et qui a été isolé et s€quencé par une équipe américano-canadienne

dans la méme année (Rommens et al, 1989 ; Riordan et al, 1989 ; Kerem et al, 1989).

II. Géene CFTR

I1.1. Succés du clonage positionnel

La nature biochimique du défaut a ’origine de la mucoviscidose est restée longtemps
inconnue, ce qui a exclu toute possibilité d’isoler le géne responsable par I’approche génétique
classique et a contraint les chercheurs a employer les outils de la génétique inverse ou clonage
positionnel.

Une premicre étape de cartographie génétique consiste a trouver des marqueurs
informatifs qui ségréguent avec le phénotype anormal dans des familles ou plusieurs enfants sont
atteints. En effet, deux locus d’un méme chromosome (le locus marqueur et celui du gene
recherché) ont d’autant plus de chances d’étre transmis a travers les générations, que la distance
qui les sépare est petite. La deuxiéme étape consiste alors a établir une carte physique de plus en
plus précise a partir d’un intervalle génétique restreint pour arriver ainsi a isoler le géne
recherché. Cette stratégie, longue, a permis de cloner et d’identifier le géne de la mucoviscidose
(Kerem et al, 1989 ; Riordan et al, 1989 ; Rommens et al, 1989).

En 1985, une premiére liaison génétique fut établie entre le locus morbide CF et ’activité¢ de
I’enzyme paraoxonase (PON). La méme année, le marqueur polymorphe : DOCRI-917 souvent
transmis avec la maladie est identifi¢ (Tsui et al, 1985). L’utilisation d’hybrides somatique
interspécifiques a alors permis de localiser ce marqueur DOCRI-917 sur le bras long du
chromosome 7 humain entre la bande g21 et q31 (Knowlton et al, 1985). Parallélement, deux
autres locus, I’oncogéne Met (White et al, 1985) et la sonde pJ3.11(D7S8) (Wainwright et al,
1985) ont permis de délimiter la zone ou le geéne était recherché a un intervalle de 1 a 2

centimorgans (cM).
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Les travaux de cartographie physique ont permis de réduire cet intervalle et de nouvelles
sondes, KM19, CS7, XV-2c¢ et Mp6D9, en tres fort déséquilibre de liaison avec le locus CF, ont
¢été alors utilisées pour le diagnostic anténatal (Estivill et al, 1987 ; Estivill et al, 1989).

L’étape décisive a été franchie au cours de 1’été 1989 par plusieurs équipes qui disposaient
d’un grand nombre de familles et utilisaient des techniques de clonage mieux adaptées (Kerem
et al, 1989 ; Riordan et al, 1989 ; Rommens et al, 1989). Leur stratégie combinait la marche et le
saut sur le chromosome 7 (Walking and jumping). Cette derni¢re technique permet d’analyser
des segments d’ADN de plusieurs centaines de kilo bases (kb) dont seuls les fragments de
jonctions sont clonés. Il est alors plus rapide d’aller d’une extrémité a 1’autre du segment sans
isoler les séquences intermédiaires parfois inclonables. Un contig de 500 kb a été ainsi construit ;
il restait a identifier le ou les fragments contenant le géne CF.

Pour cela les expérimentateurs utilisérent 1’hybridation interspécifique ou zoo-blotting
qui repose sur le fait que les génes impliqués dans les fonctions fondamentales sont conservés au
cours de I’évolution. Ce test leur permit de découvrir 4 régions contenant des genes actifs, ces 4
séquences sé¢lectionnées étant a leur tour utilisées comme sondes pour cribler une banque d’ADN
issues des cellules de glandes sudoripares de malades. L’une des 4 séquences isolées s’est avérée
la bonne : elle comprenait 113 paires de bases (pb) du premier exon du geéne candidat et
constituait un cadre de lecture ouvert (Rommens et al, 1989). A partir de cette séquence de 113
pb, un ADN complémentaire de 6129 pb correspondant a la partie transcrite du geéne a été
reconstitué chez la plupart des malades (Riordan et al, 1989). Cet ADN contenant une délétion
de 3pb, se traduisant par la perte d’une phénylalanine en position 508 (AF508) de la protéine
codée (Kerem et al, 1989). La responsabilité de cette délétion dans la genc¢se de la maladie
pouvait €tre légitiment suspectée, et cette observation confortait 1’idée que le géne convoité
venait d’étre découvert. Le geéne fut appelé CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance

Regulator).

I1.2. Structure du géne CFTR

Le géne CFTR a été cerné puis identifié par une équipe américano-canadienne en 1989
(Rommens et al, 1989 ; Riordan et al, 1989 ; Kerem et al, 1989). Il s’agit d’un grand géne,
s’étendant sur environ 250 000 paires de bases (pb) sur le bras long du chromosome 7. La région

codante est répartie entre 27 exons, numérotés de 1 a 24 en dédoublant 6a/6b, 14a/14b et
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17a/17b (de 38 pb pour I’éxon14b a 724 pb pour I’éxon 13). La région non codante est composée
de 26 introns ( de 1,1kb intron 6a a 40kb intron 3 (Zielenski and Tsui, 1995) (Figure 1).

Le geéne CFTR est transcrit en un ARN messager de 6500 pb (dont 4440 de séquence
codante) exprimé tres faiblement dans les cellules épithéliales. Les séquences nucléotidiques
responsables de I’expression tissu spécifique sont actuellement inconnues. L’ARNm CFTR code
pour une protéine transmembranaire appelée CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane

Conductance Regulator).
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I11. Protéine CFTR
II1.1. Structure

Est une glycoprotéine composée de 1480 acides aminés, un modele a été proposé a partir
de I’analyse des séquences nucléotidiques codantes du géne (Riordan et al, 1989), (figure 2).
Elle présente une forte homologie de séquence primaire avec les protéines d’une famille de
transporteurs. Ces derniers ont en commun la possession d'au moins un domaine hydrophile
(NBF ou 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) formé
par six hélices o-hydrophobes (Mx). L’ensemble de ces protéines constitue une super-famille
appelée selon les cas: TM6-NBF ou ATPase ou plus communément ABC ( ATP-Binding
Cassette).

La protéine CFTR possede deux motifs de TMD (TMDlet TMD2 ) chacun est composé
de six segments transmembranaires (Mx) (Figure 2), les deux motifs sont réunis par un domaine
supplémentaire spécifique inexistant chez les autres protéines de la méme famille. 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 "Regulator-
domain" (Riordan et al, 1989). Ce domaine correspond aux résidus 590 a 831 codé¢ par I’exon 13.

La phosphorylation de ce domaine est un pré requis a 1’ouverture du canal par le
MgATP ; D’état déphosphorylé du domaine R maintient le canal fermé alors que des
modifications de conformation interviennent dans le passage a I’état ouvert (Welsh and Smith,
1993).

Ce domaine R est situé entre deux grandes régions hydrophiles contenant des séquences
susceptibles de lier ’ATP,Walker A et B ( Walker et al, 1982). Ceux sont les domaines NBF1 et
NBF2 ( 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 consiste essentiellement en un feuillet B (60-70%) central, entouré
par des hélices a (10%). Les limites des domaines NBF1 et NBF2 varient 1égerement. Pour
NBFI la limite inférieure varie du résidu F434 (codé par I’exon 9) a L441, et la limite supérieure
est comprise entre 1586 (codé par I’exon 12) et K684 avec une extension possible jusqu’a F650.

Le domaine NBF2 est formé des résidus L1127 a L1480.
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Les deux domaines en question cooperent dans la régulation des mécanismes d’ouverture
et de fermeture du canal CFTR; le premier est impliqué dans I’ouverture du canal. Alors que le
deuxieéme est impliqué dans les deux événements. La liaison de I’ATP sur NBF2, qui posséde
une activit¢ ATPasique faible , entraine un changement de conformation de NBF1 (Gadsby and

Nairn, 1999 ; Luo et al, 1998 ; Vergani et al , 2003).

Glycosylation

Milieu extracellulaire

Bicouche
phospho
lipidique

M1___|

L’intracellulaire

Figure 2. Modé¢le de la Protéine CFTR (Riordan et al, 1989)

I11.2. Localisation

La protéine CFTR est surtout présente au niveau des cellules épithéliales des canaux
pancréatiques, des cryptes intestinales, des canaux des glandes sudoripares, de 1’arbre trachéo-
bronchique (avec un gradient décroissant des glandes de la sous muqueuse vers la surface de
I’épithélium) et des tubules des reins (Riordan et al, 1989).
Sa forme mature et fonctionnelle est un polypeptide N-glycosylé d’environ 170 KD (Welsh and
Smith, 1993).
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Des études par microscopie ¢électronique et par marquage immunologique ont montré que
la protéine CFTR est également présente dans la cellule sur les membranes des endosomes et
plus particulierement des vésicules au contenu riche en clathrine (Quinton, 1983 ; Collen et al,
1987). Cette localisation de la protéine CFTR suggére qu’il puisse exister un facteur cellule
spécifique qui permettrait la syntheése de la protéine et son adressage a la membrane. Il est
¢galement intéressant de noter que bien que les poumons constituent des organes cibles de la
mucoviscidose, les cellules tapissant les voies respiratoires n’expriment que faiblement la
protéine CFTR et par conséquent, un faible taux de protéines semble suffisant pour maintenir le

transport épithélial des ions chlorure.

I11.3. Fonctions

La protéine CFTR exerce une multitude de fonctions dans la cellule, dont celle de canal
Cl (chlore) activé par I’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 I'urée et de 1’eau. La protéine CFTR agit 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, epithelial Na
channel) qu’il inhibe, voire certains canaux K (potassium) (Kunzelmann and Schreiber, 1999 ;
Chinet, 2001). Elle régulerait aussi certaines aquaporines et participerait au controle de
nombreuses autres fonctions cellulaires, parmi lesquelles on peut citer les phénoménes
d’endocytose — exocytose, le contrdle du pH des organelles intracytoplasmiques, la synthese et
la sécrétion des cytokines de I’inflammation (Becker et al, 2004), ’apoptose  (Kunzelmann and
Schreiber, 1999 ; Chinet, 2001 ; Pilewski and Frizzel, 1999).

En outre, la CFTR pourrait permettre la fixation puis 1’élimination de Pseudomonas
aeruginosa (et probablement d’autres germes) par les cellules épithéliales.

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 and Blouquit,

2003). Dans ce paragraphe, on s’intéresse uniquement a la fonction canal CI".
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I11.3.1. Fonction canal CI' de la protéine CFTR
La protéine CFTR en tant que canal CI” qui fait sortir les ions CI” de la cellule sous I’effet
de leur gradient électrochimique 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 :
e 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 rendre accessible I’orifice intracellulaire du pore du

canal CI', pore que constituent les segments des domaines TMD1 et TMD2, en particulier
(M1, M5, M6 et M12).

L’efflux d’ions, stimulé par I’AMPc, et la probabilité d’ouverture (Po) du canal CFTR sont
réduits de moitié lorsque les 4 sites sérines (S660, S737, S795 et S813) sont toutes mutées en
alanine .

Cependant, I’intégrité d’une seule d’entre elles suffit & maintenir la conductance aux
anions apres stimulation par I’AMPc (Rich et al, 1990 ; Rich et al, 1993). Méme apres la
suppression des 10 sites reconnus comme étant phosphorylés par la PKA, le canal CI' 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).
Toutefois, lorsque la plus grande partie du domaine R est amputée et que la sérine 660 est
substituée par une alanine (S660A), le canal est ouvert en permanence par ’ATP qu’il soit ou
non phosphorylé par la PKA, ce qui suggere que ’activation de la protéine CFTR dépendante de
la PKA se fait essentiellement par phosphorylation des sites localisés dans le domaine R (Rich et
al, 1993). Par ailleurs, le domaine R ne constitue pas a lui seul les portes du canal puisqu’une
protéine CFTR qui en est délétée reste fermée en absence d’ATP (Anderson et al ,1991 ; Rich et
al, 1993).

e Interaction entre ’ATP et ’un ou les 2 domaines NBFs

Il a été postulé que le domaine R a un effet inhibiteur sur I’activation du canal et que son

changement de conformation permet de lever I’inhibition et facilite la fonction des deux NBFs

(NBFI1 et NBF2) (Rich et al, 1993).

La persistance du changement conformationnel dépend d’abord du degré de

phosphorylation du domaine R. Si ce dernier n’est que partiellement phosphorylé, la fixation
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puis I’hydrolyse de I’ATP ne se réalisent qu’au niveau du NBF1 et jamais a celui du NBF2, ce
qui a pour conséquence I’ouverture bréve du canal CFTR (Hwang et al, 1994). Un temps
d’ouverture plus long est enregistré lorsque la protéine CFTR est complétement phosphorylée
et que I’ATP qui se fixe sur les deux NBFs n’est pas hydrolysé par le NBF2.

L’occupation par I’ATP du site de fixation du NBF2 confére donc une plus grande
stabilit¢ au canal ouvert en retardant sa fermeture (Hwang et al, 1994). Ainsi, pour un canal
totalement phosphorylé, 1’hydrolyse d’une molécule d’ATP par le NBF1 est nécessaire pour
ouvrir le canal alors que I’hydrolyse d’une seconde molécule triphosphate par le NBF2 ou encore
la présence d’ADP intracellulaire provoque la fermeture du canal (Hwang et al, 1994). Le
mécanisme d’action de la protéine CFTR est donc un processus faisant intervenir la
phosphorylation du domaine R, I’hydrolyse de I’ATP et une interaction entre les deux NBFs.

e Régulation du canal CFTR par les protéines phosphatases

Tres rapidement, aprés phosphorylation par les PKA, la déphosphorylation par des
protéines phosphatases inactive le canal. A I’inverse, I’inhibition des protéines phosphatases
endogenes augmente 1’efficacité de stimulation du canal CFTR et ralentit son retour a 1’état
désactivé. Mais peu de choses sont connues sur la spécificit¢ avec laquelle ces différentes
phosphatases déphosphorylent les phosphoserines du canal CFTR.

Chez 1I’étre humain, les quatre principaux types de protéines phosphatases sont codés par
les membres de deux familles de genes. Les protéines phosphatases PP1, PP2A, et PP2B
appartiennent a la famille des protéines phosphatases dépendantes du phosphore (PPP). La
quatrieme phosphatase PP2C, appartient a la famille PPM de protéines phosphatases dépendantes
du magnésium et qui ne possédent pas de domaine de régulation comme les trois précédentes.

Les phosphatases PP2A et PP2C sont critiques pour la régulation du canal CFTR. Ces
enzymes portent les motifs d’ancrage a la membrane, permettant la co-localisation avec CFTR
(Becq et al, 1993). La protéine PP2A provoque une déphosphorylation quasi compléte du canal
CFTR et les phosphatases endogénes PP2C sont des régulateurs puissants de 1’activité du canal
CFTR en modifiant la probabilité d’ouverture du canal, et donc le temps d’ouverture des canaux,
tout en préservant le nombre de protéines actives (Hwang et al, 1994). Leurs effets sur
I’ouverture et la fermeture du canal unitaire sont distincts de ceux de la PP2A, mais similaires a
ceux des phosphatases endogenes dans les cellules ovariennes de hamster chinois (CHO) ou
intestinales T84. L’association de plusieurs phosphatases est nécessaire pour la désactivation

compléte du canal CFTR (Luo et al, 1998).

Le canal CFTR excisé a partir des cellules CHO ou de cellules respiratoires humaines, est

désactivé par I’action de phosphatases associées a la membrane. Il est activé par des inhibiteurs
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de phosphatases (Becq et al, 1993). Cette régulation a également été montrée dans le cas de
certaines mutations comme R117H, G551D et A F508.
e Régulation du canal CFTR par L’ATP

L’augmentation de la concentration intracellulaire en ATP accroit la probabilité
d’ouverture (Po) des protéines CFTR déja phosphorylées; elle accroit le taux moyen de canaux
ouverts en un temps donné, en réduisant le temps entre les ouvertures. Ceci n’est plus observé
lorsque I’ATP est éliminé ou remplacé par un nucléoside triphosphate non hydrolysable comme
le 5-adénylylimidodiphosphate (AMP-PNP), ces molécules inhibent I’activation par I’ATP, de
manicere compétitive, par interaction spécifique sur le domaine NBF2 (Anderson et al, 1991).
Bien que, I’AMP-PNP ne puisse pas ouvrir le canal CFTR phosphorylé, une fois le canal ouvert
il peut s’y lier fortement et le bloque dans cette conformation pour quelques minutes. La liaison
de I’AMP-PNP se produit probablement au niveau de I’extrémité C-terminale du domaine NBF
(Gadsby et al, 1999).

Toutefois, les nucléosides triphosphates ne permettent 1’ouverture des canaux que si le
domaine R a été auparavant phosphorylé par la PKA ( Bear et al, 1992).
e Régulation du canal CFTR par les seconds messagers

L’activation du canal CFTR par la protéine kinase A est stimulée par ’AMPc. Le niveau
de ’AMPc est controlé par la balance entre sa synthése par les adenylate-cyclases et son
hydrolyse par les phosphodiestérases. Dans les cellules provenant d’épithélium respiratoire,
I’activit¢ du canal CFTR sauvage est particuli¢rement sensible a [Dactivit¢é de la
phosphodiestérase de type IIl. L’inhibition de ce type d’enzyme éléve considérablement le
niveau d’AMPc intracellulaire, entrainant une augmentation importante de I’efflux de chlorure
(Stutts et al, 1995).

La figure 3 est un modéle proposé par Gadsby et Nairn pour expliquer le mécanisme

d’ouverture —fermeture du canal CFTR.
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I11.4. Corrélations des mutations du géne CFTR avec la fonction du canal CI

Les anomalies moléculaires ont des conséquences graves sur la protéine CFTR et ses
fonctions. Depuis la découverte du géne en question en 1989, de nombreux laboratoires tentent
de caractériser les diverses mutations responsables de la mucoviscidose. Ils se sont regroupés au
sein d’un réseau d’échange d’informations, crée a I’initiative des découvreurs du géne ,
le « Consortium international d’analyse génétique de la mucoviscidose », et depuis plus de 1000
mutations ont été décrites dont moins d’une vingtaine ont une fréquence supérieure a 1% (Chinet
and Blouquit, 2003). La mucoviscidose constitue ainsi un remarquable modéle d’hétérogénéité
allelique. 11 s’agit essentiellement de mutations ponctuelles, concernant le plus souvent une seule
paire de bases. L’essentiel des mutations CFTR se répartit en 42% de mutations faux sens
(remplacement d’un acide aminé par un autre ), 15% de non sens (transformation d’un codon
d’acide aminé en signal de terminaison de traduction de la protéine, ou signal stop), 23%
d’insertions ou de délétions conduisent & un déphasage du cadre de lecture de I’ARNm-CFTR,
16% de mutations d’épissage et 4% d’autres types de défauts moléculaires (délétion d’acide
aminé par exemple) ( Claustres, 1998).

Les conséquences des mutations sur la protéine CFTR peuvent étre regroupées en 6

classes (Kunzelmann and Schreiber, 1999; Pilewski and Frizzell, 1999; Costes and al, 2001).

Classe I : mutations altérant la production de la protéine CFTR

Ces mutations résultent en une absence totale ou partielle de la protéine. Cette classe
inclut les mutations non sens et celles qui produisent un codon stop prématuré (G542X), ou les
mutations décalant le cadre de lecture de I’ARNm (1078delT , 3905ins T) ou celles altérant la
structure de ’ARNm (621+1G—T). En principe, ces mutants ne produisent pas de protéines
CFTR. Sur le plan fonctionnel, ces mutants devraient conduire a une perte de la conductance au

CI" du canal CFTR dans les épithéliums atteints (figures 4a et 4b).

Classe II : mutations perturbant le processus de maturation cellulaire de la protéine

Cette classe concerne les mutations altérant le processus de maturation et/ ou de trafic
intracellulaire du CFTR. L’observation de mutants AF508 dans des systémes d’expression in
vitro a montré que la quasi totalit¢ des molécules CFTR-AF508 est absente de la membrane
apicale. Etant mal conformées, elles sont dégradées peu aprés leur synthése dans le réticulum
endoplasmique au lieu d’étre transportées dans le compartiment golgien (ou les molécules CFTR
terminent normalement leur maturation post-traductionnelle, glycosylation en particulier)

(figure 5).
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Les mutations de cette classe représentent la majorité des alléles (p. ex : AF508, CFAIS07,
S549R et N1303K) (Haardt et al, 1999 ; Rozmabhel et al, 1999)

Classe I1I : mutations perturbant la régulation du canal Cl/ CFTR

Ces mutations sont le plus souvent situées dans les domaines de liaisons d’ATP (NBF1 et
NBF2), ex : G551D et G551S situées dans le domaine NBF1 et S1255P et G1349D dans le
domaine NBF2). Ces mutants modifient la liaison et 1’hydrolyse d’ATP ainsi que la
phosphorylation du domaine R (figure 6).

Classe IV : mutations altérant la conduction du canal CI'

Les mutants de cette classe sont essentiellement des faux sens dans les domaines trans-
membranaires, altérant la conduction du canal CFTR et sa sélectivité ionique. R334W et R347H
par exemple, conservent environ 10% de conductance au chlore, R347P transforme le canal
multi ionique en canal pauci ionique, R117H réduit de 70% le temps d’ouverture du canal CFTR
et altére aussi la vitesse de passage des ions a travers le pore (figure 7).

Classe V : mutations influencant la quantité d’ARNm ainsi que la quantité de protéines
fonctionnelles

Sont de découverte récente : il s’agit de déficits quantitatifs du CFTR, consécutifs a des
variations qui affectent 1’épissage ou la stabilit¢ de I’ARNm ou de la protéine CFTR (par. ex :
polymorphisme T de I’intron 8, 3849+10kbC—T et G551S) (Haardt et al, 1999) (figure 8).
Classe VI : mutations affectant la stabilité de la protéine CFTR

Sont aussi de découverte récente, elles sont issues le plus souvent d'une délétion de la
partie C-terminale de la protéine terminale, qui devient instable. Ces mutations affectent la

régulation des autres canaux par CFTR (figure 9).
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Fig 4a et 4b. Mutations altérant la production de la protéine CFTR
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Fig 4b
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Figure 6. Mutations perturbant la régulation du canal CI/CFTR.
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Figure 7. Mutations altérant la conduction du canal CI.
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Figure 8. Mutations influencant la quantité d’ARNm ainsi que la quantité de
protéines fonctionnelles
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NC —

Figure 9. Mutations affectant la stabilité de la protéine CFTR

I1L.5. Corrélations génotype/phénotype dans la mucoviscidose classique

Sur le plan clinique, la relation génotype/phénotype est trés difficile a établir, due a la
faible représentation de beaucoup de mutations et aux effets environnementaux modifiant le
phénotype vrai. De plus, un méme phénotype peut correspondre a des désordres cellulaires
différents (Pileweski and Frizzell, 1999) (figure 9).

La plupart des mutations CF ne sont trouvées que sous la forme d'hétérozygotes
composites, ce qui complique l'analyse des corrélations. Seul le statut pancréatique parait
clairement déterminé par les mutations CFTR. Il y a une corrélation manifeste entre
I'homozygotie AF508 et l'insuffisance pancréatique exocrine (PI, pancreatic insufficiency), alors
que les patients hétérozygotes composites pour la AF508 et une autre mutation sont CF-PI
lorsque la seconde mutation est « sévere » et sont CF-PS (pancreatic sufficiency), lorsque la
seconde mutation est « modérée ». Les mutations PS, essentiellement des substitutions d'acide
aminé ou des altérations de 'ARNm compatible avec une activit¢ CFTR résiduelle dans le
pancréas, sont ainsi dominantes sur les mutations PI. Il y a un nombre comparable d'alléles PI et
PS, mais 857 des mucoviscidoses classiques sont CF-PI parce que les mutations les plus
fréquentes sont des alleles PI.

Les autres symptomes, en particulier la sévérité de l'atteinte pulmonaire, ne s'inscrivent
pas dans une simple loi d'hérédité dominante/récessive. Par exemple, on trouve un exces

d'homozygotes AF508 dans I'iléus méconial néonatal (IM, 127 des patients), en cohérence avec
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I'hypotheése d'une obstruction intestinale résultant d'un déficit pancréatique. Cependant, les
familles avec un enfant CF-MI ont seulement 407 de risque d'avoir un deuxiéme enfant CF-MI,
ce qui suggere que des facteurs génétiques différents du CFTR sont aussi impliqués. L'une des
pistes est la localisation d'un locus modificateur en 19q qui fait actuellement l'objet d'une
investigation intensive (Rozmabhel et al, 1999).
I11.6. Distribution géographique des mutations du géne CFTR

L’analyse de 27177 chromosomes CF provenant de plusieurs pays du monde a montré que
seulement cinq mutations CF ont une fréquence supérieure a 17 : AF508 (66,8%) est la plus
fréquente a travers le monde, est trouvée dans tous les pays étudi€s; les quatre autres : G542X
(2,67.); N 1303K (1,6%); G551D (1,5%) et W1282X (17%) ne sont retrouvées que dans certaines
populations ( par exemple, G542X est absente en Biélorussie, Estonie, Romanie et Ukraine,
cependant elle est trés fréquente dans les pays du pourtour du bassin méditerranéen). De méme,
la mutation N1303K est fréquemment retrouvée avec des valeurs maximales dans les pays du
Maghreb, alors que elle est absente en Finlande, suéde et dans d’autres pays.
A coté de ces cinq mutations CF, 21 mutations sont retrouvées avec des fréquences comprises

entre 0,9 7 et 0,1 % (Tableau 1) (Estivill et al, 1997).
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Tableau 1. Mutations du géne CFTR les plus fréquentes et leur distribution

Géographique (d’apres Estivill et al, 1997)

Mutations Fréquence’. Fréquence particuliére dans certaines régions

AF508 66,8 Danemark (87,2%), Finistére (827), Algérie (sujets
suivis en france)(26,37%),Juifs ashkéenazes (307%)

G542X 2,6 Juifs ashkéenazes (127), Espagne (87%),
Miditerranée (6,17%)

N1303K 1,6 Tunisie (17%), Turquie et Bulgarie (67)

G551D 1,5 Europe centrale et Celtes (6,97%)

W1282X 1,01 Juifs ashkénazes (487)

1717-1G—T 0,83

R553X 0,75

711+1G—T 0,7 Quebec, Tunisie (97%)

R1162X 0,5 Italie du Nord, Algérie ( 9,87%)

621+1G—-T 0,5 Pays de Galles (5,2%), Quebec (57%)

2183AA—G 0,36 Italie et Gréce (3,27)

G85E 0,3

R117H 0,3

Y122X 0,3 fle de la Réunion (277%)

R347P 0,2

Al507 0,2

3849+10kb C—T 0,2 Juifs ashkénazes (47)

394delTT 0,1 Scandinavie (287%)

1078delT 0,1 Finistére (4,9%)

R334W 0,1 Créte (11,57)

A455E 0,1

S549N 0,1

R560T 0,1

1898+1G—T 0,1

2798+5G—A 0,1

3659delC 0,1

20




Partie Théorique

IV. Organes cibles de la mucoviscidose
IV.1. Tractus respiratoire

Les signes respiratoires et I’infection des voies aériennes dominent largement le tableau
clinique dans la majorité des cas de mucoviscidose.
L’atteinte des voies respiratoires hautes est habituelle : une sinusite chronique qui donne une
obstruction nasale et une rhinorrhée (90 —100%), des polypes nasaux (40-50%) ainsi qu’une
surdité de transmission dans 8 a 55% des cas.
Dans le tractus respiratoire bas, le premier symptome est la toux chronique, séche, quinteuse,
rapidement reproductive, bronchites infectieusese et/ ou asthmatiformes marquées par leur
caractere récidivant.

Les premicres manifestations sont le plus souvent précoces (avant I’age de lan dans
environ 80% des cas). La dystrophie thoracique (avec cyphose dorsale et thorax en caréne) et
I’hippocratisme digital d’apparition précoce témoignent de 1’évolutivité de cette bronchopathie
chronique obstructive.

Les poumons sont initialement colonisés par Haemophilus influenzae, staphylococcus
aureus et finalement par les pseudomonas aeruginosa ( bacille pyocyanique ) et dans certains cas
par pseudomonas cépacia.

L’infection chronique a pyocyanique constitue le probléme infectieux principal et marque

le plus souvent un tournant évolutif péjoratif de la maladie.
Certaines souches dites " mucoides " se développent au sein de micro colonies entourées d’une
matrice exopolysaccharidique (slime). Ce caractére mucoide est pratiquement spécifique de
I’infection. L’incidence des souches mucoides augmente avec 1’age et 1’évolutivité de la maladie
respiratoire. Il est probable que le slime augmente I’adhésion des bactéries aux structures
contaminées et géne la pénétration des antibiotiques.

D’autres agents pathogénes comme 1’Aspergillus fumigatus, le Myobactérium, Klebsiella,
Proteus et Escherichia coli ou méme des virus peuvent s’associer a cette colonisation
bactérienne du tractus respiratoire (Vasil,1986, Doving, 1991, Marty and chabanon, 1993,
Pignatti et al,1995).

Enfin, le r6le potentiel de potentiel de Xanthomonas maltophila, de Legionella
pneumophilia a été rapporté ( Gilligan, 1991).

L’atteinte broncho-pulmonaire évolue par poussées qui conduisent en quelques mois ou plusieurs

dizaines d’années a I’insuffisance respiratoire voir au cceur pulmonaire chronique.
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Les poussées de surinfection s’accompagnent d’une anorexie qui contraste avec
I’augmentation des dépenses énergétiques. Cela aboutit & une dénutrition et / ou un retard
pubertaire.

Cette évolution peut étre émaillée de complications pouvant engager le pronostic vital
tels des pneumothorax volontiers récidivants ou des hémoptysies. Le déces survient en reégle au
décours d’une exacerbation des signes respiratoires d’allure infectieuse accompagnée de signes
d’insuffisance cardiaque droite ou globale dans environ 1/3 des cas.

Un dysfonctionnement des muscles respiratoires et périphériques a été rapporté chez les
mucoviscidosiques par de nombreux auteurs (Arora and Rochester 1982, Ferguson 1993,

Bradley et al, 1999)

IV.2. Tractus gastro-intestinal

Les manifestations digestives de la mucoviscidose sont trés diverses:
IV.2.1. Insuffisance pancréatique exocrine ( IPE )

Est une des caractéristiques fondamentales de la mucoviscidose. Elle est aussi une des
premicres manifestations cliniques qui apparait dans la vie intra-utérine et se manifeste souvent a
la naissance par une augmentation trés significative de la trypsine immuno réactive.

Elle est la cause principale de pertes énergétiques au cours de cette maladie. Présente
chez 85 a 90% des patients, elle ne s’exprime cliniquement que lorsque plus de 90% du pancréas
sont détruits (Belli et al, 2000).

Le pancréas secréte normalement les enzymes nécessaires au catabolisme des glucides,
des protéines et des lipides. Le dysfonctionnement de la protéine CFTR est responsable de
I’hyper viscosité des sécrétions pancréatiques, qui obstruent les canaux pancréatiques exocrines
et contribuent a la destruction secondaire des acini par le phénoméne d’auto digestion. Le tissu
acineux est progressivement remplacé par du tissu fibreux; d’ou le nom de Fibrose Kystique ou
pancréatique ( Cystic fibrosis pour les anglosaxons).

La dégradation du pancréas est un processus qui s’opere graduellement et de facon
variable selon les patients; ainsi on estime que 20% des patients ayant une fonction
pancréatique initialement normale développeront une insuffisance pancréatique entre 1’age de 6
mois et de 21 ans, alors que d’autres souffriront de pancréatite a ’adolescence ou a I’age adulte
(Shwachman, 1990).

La principale manifestation clinique de I’IPE est représentée par la stéatorrhée (c’est a

dire I’émission de selles volumineuses graisseuses et nauséabondes), accompagnée d’une
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diarrhée chronique, souvent associée a des douleurs abdominales, un ballonnement et un
prolapsus rectal (Kerem et al, 1990).

La stéatorrhée n’est pas la seule cause de pertes caloriques fécales (Turck and
Michaud,1998).

On peut y adjoindre les pertes liées aux bactéries coliques, ainsi qu’a la malabsorption
provoquée par les anomalies du mucus intestinal et de la motricité digestive. Méme en cas de
supplémentation enzymatique adéquate, on estime la perte calorique fécale au cours de la
mucoviscidose de 2 Kcal/g de selles.

L’insuffisance de sécrétion en lipase, trypsine et chymotrypsine entraine un syndrome de
mal digestion et de mal absorption des graisses et des protéines qui, malgré 1’augmentation de
I’appétit (en dehors des épisodes d’infections respiratoires), a un effet délétére sur I’état
nutritionnel et est responsable d’un retard staturo-pondéral et de carence en vitamines
liposolubles (A, D, E, K) et en acides gras essentiels. Le déficit de la sécrétion en amylase
pancréatique est responsable d’une mal- digestion de ’amidon aboutissant & une fermentation
bactérienne colique accrue, dont les conséquences nutritionnelles sont mal connues (Danni and
Blau, 1978, Gilly and Bellow, 1988).

Chez certains patients, en particulier ceux n’ayant pas d’IPE, des poussées récurrentes de
pancréatite peuvent étre observées, qui sont parfois révélatrices de la mucoviscidose (Belli et al,
2000).

La fibrose pancréatique peut s’étendre aux ilots de langerhans et provoque une atteinte
endocrine; caractérisée par une intolérance au glucose (Naimi, 1996).

On pourrait s’attendre a une fréquence accrue d’ulcéres duodénaux chez les sujets atteints de FK

a cause de la perte de bicarbonate pancréatique qui sert de tampon.

IV.2.2. Perturbation de la motricité digestive

Les manifestations cliniques de dysmotricité touchent I’ensemble de 1’appareil digestif
(Cucchiara et al, 1997; Durie, 1997)
e L’oesophage et I’estomac

La fréquence du reflux gastro-oesophagien (RGO) est plus élevée au cours de la
mucoviscidose (Malfroot and Dab, 1991; Gregory, 1996), des brilures épigastriques ou des
régurgitations trés évocatrices de reflux sont mentionnées chez plus de 20% des patients.
Selon Vic (1995), la fréquence du RGO peut atteindre 76% a ’age pédiatrique, cependant

I’adulte atteint de mucoviscidose présente un RGO plus souvent symptomatique que 1’enfant
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(Joshi, 2002); sa physiopathologie est mieux comprise grace aux ¢études manométriques
(Cucchiara et al, 1991); les relaxations inappropriées du sphincter inférieur de 1’cesophage (SIO)
est sa cause la plus fréquente.

Ses épisodes sont majorées par 1’élévation de la pression thoraco-abdominale liée aux
efforts de toux et/ou aux expirations prolongées de la kinésithérapie (Vandenplas et al, 1991)

e L’intestin
Au niveau de I’intestin, la plupart des manifestations cliniques sont de nature obstructive:
- L’iléus méconial (IM)

Le méconium est la matiére brunatre accumulée dans 1’intestin du feetus a terme et qui
constitue les premicres selles du nouveau-né, cependant un iléus méconial, est une obstruction
partielle ou compléte de I’intestin, fréquemment en amont de la valvule iléo-caecale avec
distension sus-jacente par un méconium tres visqueux et de composition chimique anormale. Le
contenu en eau est faible, riche en protéines sériques non dégradées (albumine) et en certaines
disaccharidases; Il représente le symptome clinique le plus précoce de mucoviscidose, révélateur
chez 10 a 20% des nouveaux nés (Baran, 1979; Munck et al, 2001).

Ce syndrome occlusif se traduit par une distension abdominale, vomissement bilieux,
absence d’émission du méconium au-dela de 48 h.

L’occlusion peut se compliquer d’un volvulus, d’une atrésie, de perforation avec
péritonites pouvant évoluer vers une gangreéne, ou bien un prolapsus rectal.

Des IM ont été décrits chez des nouveaux-nés suffisants pancréatiques, excluant donc le
role exclusif de I’IPE. De plus le réle d’un défaut cellulaire intestinal de CFTR au niveau des
villosités semble important en raison de la déshydratation entrainée par défaut de sécrétion des
anions. Si I’iléus méconial a longtemps constitu¢é une complication grevée d’une lourde
mortalité, aujourd’hui 1’amélioration de la prise en charge par des équipes pluridisciplinaires
comprenant des néonatologistes, chirurgiens pédiatres, radiologues et anesthésistes permet une
substantielle réduction de la mortalité précoce ( Aitken and Fiel, 1993 ; Sferra and Collins,
1993 ; Munck et al, 2001)

- Syndrome d’obstruction intestinale distale (SOID)

Est connu comme 1’équivalent de 1’IM, c¢’est une pathologie récurrente parfois chronique,
spécifique a la mucoviscidose. Il est du a une obstruction de sévérité variable de ’intestin gréle,
débutant généralement dans la région iléo-cecal . Le tube digestif est épaissi, oedématié est
rempli de matériel compact (Rubenstein et al, 1986). Il peut survenir a tout age chez 1’enfant

atteint de FK, mais plus souvent chez I’enfant plus agé. Chez les enfants plus jeunes qui ont un
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SOID, on observe une diminution de I’appétit, des selles moins nombreux, de la distension et
souvent des vomissements. Les patients les plus 4gés se plaignent de douleurs a type de crampes,
de bruits abdominaux, d’une diminution graduelle des selles et une constipation. Chez la plupart
des patients, les masses fécales sont facilement palpables au niveau de la fosse iliaque droite
(FID).

Le SOID touche prés de 5% des patients avec IPE, les facteurs pouvant jouer un role dans
son déclenchement sont les anomalies des mucines intestinales, le défaut de transport des
¢lectrolytes, I’allongement du temps de transit oro-coecal, la mal digestion pancréatique et la
déshydratation du contenu intestinal ( Munck et al, 2000).

- Mucocéle appendiculaire

Il est spécifique de la mucoviscidose, correspond a I’obstruction de la lumicre
appendiculaire par du mucus épais, il se traduit a 1’échographie par un appendice élargi avec
lumiére obstruée. Il peut étre asymptomatique et devra alors étre surveillé par échographie
annuelle.

Lorsqu’il est symptomatique les signes sont proches de ceux de I’appendicite (douleurs
abdominales répétitives, la fievre et les vomissements). Il peut se compliquer de perforation,
d’abcés ou d’invagination.

L’appendicectomie, ¢largie au collet avec enfouissement du bas fond cacal, permettra

d’éviter la récidive ( Coughlin et al, 1990; Shields et al, 1991).

IV.2.3. Atteinte hépatique

Environ 40% des patients mucoviscidosiques présente une atteinte hépatique pouvant
évoluer vers I’hypertension portale, cirrhose, la stéatose et rarement vers une décompensation
hépatique ou bien une encéphalopathie porto cave. Toutefois, I’incidence de cette atteinte chez
les patients adultes est probablement plus élevée puisque une étude révele que 72% d’entre eux
ont des Iésions hépatiques certifiées apres autopsie (Vawter and Schwachman, 1979).

Les Iésions hépatobiliaires résultent de 1’obstruction des ductules biliaires, conséquence
d’un défaut de fonction ou d’expression de la protéine CFTR au niveau des cellules épithéliales
biliaires et d’anomalies du pool des acides biliaires caractérisées par la prédominance dans la
bile d’acides biliaires détergents glyco-conjugués hydrophobes et hépatotoxiques (Feranchak,
2001; Gaskin et al, 1988 ; Strandvik et al, 1988; Cohn et al, 1993). L’évolution des Iésions
contribuerait vers la cirrhose, la raison pour laquelle une minorité de patients atteints de fibrose

kystique (FK) développent une cirrhose qui reste indéterminée. Seuls 1’iléus méconial et
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I’insuffisance pancréatique sont retenus comme possibles facteurs prédisposants (Colombo et al,
2002 ; Lamireau et al, 2004). Jusqu’a présent, aucun lien entre un génotype particulier et le
développement d’une cirrhose n’a été¢ formellement retenu (Colombo et al, 1999; Lindblad et al,
1999). D’autres génes que CFTR sont vraisemblablement impliqués (Salvatore et al, 2002).
La lithiase biliaire et la cholangite sclérosante constituent des atteintes non spécifiques et moins

fréquentes (16% et 4% respectivement) (Waters et al, 1995).

IV.2.4. Appareil reproducteur

Dés 1971, le fait que 1’ Atrésie Bilatérale des Canaux Déférents (ABCD) pouvait étre une
forme génitale de la mucoviscidose avait été évoqué par Holsclaw et ses collaborateurs. Mais
c’est seulement en 1990 qu’une équipe francaise a mis en évidence une fréquence
particulierement ¢levée de la mutation la plus fréquente du géne CFTR (AF508) chez des
patients stériles atteints d’'une ABCD (Dumur et al, 1990). Au cours des années 1990, plusieurs
études ont précisé les types de mutation qui pouvaient étre détectées chez ces patients (Dumur et
al, 1990; Anguiano et al, 1992; Osborne et al, 1993; Chillon et al, 1995; Costes et al, 1995;
Vanderven and coll, 1996; Bienvenu et al, 1997; Claustres et al, 2000).

L’ABCD est trouvée chez 6 a 8% des hommes ayant une azoospermie excrétoire
(Bienvenu et al, 1997). Dans ces cas, les testicules fonctionnent en principe normalement mais
I’absence de déférent empéche les spermatozoides de se mélanger aux secrétions des vésicules
séminales et de la prostate quand se constitue le sperme au moment de 1’¢jaculation.

Dans la plupart des cas, les vésicules séminales sont anormales ou absentes (figure 10). Le
sperme ¢jaculé n’est donc constitué que des secrétions prostatiques, il est de trés faible volume.

La fréquence de mutation du géne CFTR chez les hommes porteurs d’une ABCD est trés
variable : au moins une mutation chez 36 a 86% des hommes (Jarvi et al, 1995; Claustres et al,
2000). La variation étant en grande partie expliquée par le type et le nombre de mutations
recherchées.

Un variant du geéne semble particuliérement fréquent chez les hommes en bonne santé
porteuse d’'une ABCD. Il s’agit du nombre de thymidines (5,7 ou 9) constituant une séquence
nucléotique polypyrimidique polymorphe située dans I’intron 8§ juste en amont de ’exon 9 du
gene, il est nommé le variant 5T ou IVS8-5T. Il a ét¢ démontré une relation inverse entre la
longueur de cette chaine polypyrimidique et la quantité de transcrit CFTR délété de I’exon 9 du
gene. De fait, le variant 5T est 6 a 8 fois plus fréquent chez les hommes atteints d’ABCD que

dans la population normale (Chu et al, 1991)
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Certaines ABCD sont associées a une agénésie rénale unilatérale. Dans ces cas,
I’anomalie est probablement due a une perturbation du développement du canal de Wolff et du

bourgeon urétral ayant une autre origine.
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I. Diagnostic phénotypique de la mucoviscidose
I.1. Matériel et méthodes

* Patients

Le diagnostic phénotypique de la mucoviscidose chez nos patients est essentiellement
suggéré par des symptomes cliniques évocateurs clairement définis lors d’une conférence de
consensus américaine ( Rosenstein and cutting, 1998), voir tableau (2) ci dessous, puis confirmé

par un taux ¢levé de chlore et de sodium dans leur sueur (Test de la sueur).

Tableau 2. Symptomes cliniques évocateurs de mucoviscidose

a) Toux chronique et productive
b) Obstructions bronchiques
¢) Colonisation chronique par des pathogénes typiques de
mucoviscidose (Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae non
Symptomes typable, Pseudomonas aeruginosa mucoide ou non, et Burkholderia
Sinorespiratoires | cepacia).
chroniques d) Anomalies radiologiques persistantes (distension, bronchectasies
prédominantes dans les lobes superieurs, atéléctasies, infiltrats)
e) Polypes nasaux ; anomalies radiologiques ou scanographiques des sinus

f) Hippocratisme digital

Anomalies gastro- | a) Intestinales : iléus méconial, syndrome d’obstruction intestinale distale,
Intestinales prolapsus rectal

et nutritionnelles | b) Pancréatiques : insuffisance pancréatique responsable de diarrhée
graisseuse, pancréatite récurrentes

¢) Hépatiques : atteinte chronique se manifestant par des signes cliniques
ou anatomo-pathlogiques de cirrhose biliaire focale ou multilobulaire

d) Nutritionnelles : retard de croissance staturo-pondérale (malnutrition
protéinocalcique), hypoprotéinémie avec cedeémes, complications

secondaires aux carences en vitamines liposolubles

Autres a) Syndrome de perte de sel : déplétion sodée aigue, alcalose métabolique
chronique
b) Anomalies urogénitales masculines responsables d’une azoospermie

obstructive (ABCD = absence bilatérale des canaux déférents).
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Notre ¢étude a été réalisée sur 34 patients dont 1’age varie de 2 mois a 4lans, et qui

présentent un ou plusieurs signes cliniques indiqués sur le tableau 2, ils sont répartis en :

18 patients avec absence bilatérale des canaux déférents (ABCD), 16 patients avec d’autres
symptomes évocateurs de la mucoviscidose.
Le contexte clinique de cette maladie chez cette deuxiéme catégorie de patients a été¢ confirmé
par un test de la sueur, qui consiste & mesurer la concentration du chlorure dans leur sueur,
sachant que les glandes sudoripares des malades mucoviscidosiques ont une teneur augmentée en
ions Na+, K" et CI". On ne teste cependant que le chlore pour des raisons techniques.

e Réactifs pour test de la sueur

Acide nitrique IN (prét a 'emploi).

Solution de diphényle carbazone:

Diphényl carbazone 0.2¢g

Alcool 957 100 ml

Bleu de bromophénol 0.05¢g
- Solution de nitrate mercurique Hg (NO3)2 :

HNO3 7.5 ml

Eau distillée 100 ml

0. 3 ml de la solution A + 0. 3 g de Hg ( NO3)2 + 100 ml d'eau distillée
- L’eau distillee
- Solution Na Cl a 1g/l
- L’eau physiologique
Pour voir si le réactif ne s'est pas dégradé ou n'a pas diminué de titre, un controle d'efficacité
s'effectue au début de chaque semaine avec de I'¢éau physiologique dont le titre est de 150
mEq/l, et apres avoir titrer le nitrate mercurique "t".
e Méthodologie du test de la sueur
Un test de la sueur positif constitue un ¢élément commun a toute les formes de
mucoviscidose. Cette méthode a été publiée par (Di Sant’ Agnese et al, 1953), puis améliorée par
(Gibson and Cook, 1959), et reste comme examen de référence de premicre intention pour le
diagnostic fiable et positif de la mucoviscidose a partir du taux de Cl ~et Na' dans la sueur des
malades, le test se décompose en trois étapes ( Webster, 1983) :
-Stimulation de la sueur
La sueur est obtenue apres iontophorese a la pilocarpine (drogue cholinergique qui stimule

les glandes sudoripares). Comme celle ci ne traverse pas la barriére cutanée, I’iontophorése va
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permettre sa pénétration de la peau vers les glandes sudoripares (ionisation transcutanée), sa
réalisation s’effectue a 1’aide d’un ampéremeétre a ionisation muni de deux électrodes.

Le bras droit ou gauche est généralement utilisé. La peau devra étre indemne de toute
altération (eczéma, écorchure) et débarrassée, par un lavage soigneux, des chlorures
physiologiques résiduels.

La jonction électrique est réalisée par des compresses imbibées d’une solution de sulfate
de potassium a 1 % sous la cathode ( fil et pole de couleur noir ) et d’une solution de pilocarpine
4 0.064 7. sous I’anode (fil et pole de couleur rouge). Les électrodes sont fixées a ’aide de bandes
de caoutchouc sur la face antérieure de 1’avant bras, préalablement nettoyée.

Un courant de 1.5 a 4 mA est appliqué pendant 6 minutes . La peau est ensuite lavée a

I’eau distillée et séchée.
L’utilisation d’appareils branchés sur le courant alternatif impose comme précaution d’utiliser le
bras droit, car un mauvais fonctionnement peut étre a 1’origine de spasmes musculaires et de
fibrillation ventriculaire surtout chez le jeune enfant. Il est souhaitable d’utiliser des appareils
avec batterie rechargeable.
- Recueil de la sueur

On utilise un papier filtre préalablement pesé a 0,1 mg prés ( P1). Celui-ci sera appliqué sur
la surface stimulée, recouvert d’un film plastique collé hermétiquement a la peau pour éviter tout
risque d’évaporation.

Apres 30 a 60 mn de sudation, le papier filtre est retir¢ a 1’aide d’une pince, et
immédiatement repesé précisément (P2) et placé dans un récipient clos.

Le test exige au moins 150 mg de sueur.
NB : les patients chez lesquels la transpiration est lente ou difficile, ils sont enroulés dans des
couvertures, avec une bouillotte remplie d’eau chaude placée sur la zone stimulée, et méme on
peut leur administrer des boissons chaudes tels que le lait.
-Dosage des ions chlorures dans la sueur

Pour le dosage de ces ions nous avons utilisé la méthode colorimétrique modifiée de
(Schales and Schales, 1947) : le papier filtre imbibé de sueur, est plongé dans 5 ml d’eau
distillée. Apres extraction ( 5 a 10 minutes ), la solution est titrée avec du nitrate mercurique en
milieu acide nitrique et en présence de diphénylcarbazone comme indicateur coloré.

Le virage est marqué par 1’apparition d’une coloration violette stable.

Pour la détermination du taux des chlorures, on utilise la formule suivante :
[CIT mEg/l = (Vd - Vt) x t x 0, 602/ 0,035/ AP

Vd : volume du nitrate mercurique du dosage (qui a permit le virage du jaune au violet)
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Vt : Volume du nitrate mercurique du témoin

(le témoin est constitu¢ d'eau distillée dont les chlorures existent a I'état de traces en raison
d'une contamination atmosphérique).

t : Titre de la solution du nitrate mercurique

AP: Poids de la sueur (g) = P2 —P1
NB : les précautions doivent étre nombreuses pour éviter toute erreur : la pesée doit Etre
extrémement précise, le risque de contamination chlorée par la verrerie doit étre évité, de méme
que la contamination de I’échantillon par les mains de I’opérateur (port de gants sterils).
I.2. Résultats et discussion

Selon la technique de Gibson et Cooke (1959), lorsque la valeur de chlore est inférieure a
40 mmol/l, le test est normal ; lorsqu’elle est supérieure a 60 mmol/l, le test est positif ; mais la
répétition du test a deux reprises est nécessaire pour confirmation de la présence d’une
mucoviscidose. Entre 40 et 60 le test est douteux, il faudra également le répéter ; si le deuxieme
s’avéré étre négatif, un troisiéme test sera nécessaire pour controle et confirmation (Welsh and
Smith, 1996 ; Naimi and Chabani, 1997). La sensibilité de ce test est de 98%, la spécificité est de
83%, et la valeur prédictive positive de 99,5% (Schwachman and Mahmoodian, 1981).

Pour les bases biologiques de ce test: dans les autres organes cibles de la CF,
le mécanisme physiopathologique essentiel est habituellement le défaut du transport trans-
épithéliale de chlore (Quinton, 1999). Dans les glandes sudoripares, du sujet non
mucoviscidosique, la sueur élaborée par les cellules glandulaire est presque isotonique ; elle
emprunte ensuite les canaux sudoripares avant d’étre excrétée ( Quinton, 1999). Les cellules
épithéliales canalaires forment une couche confluente imperméable a I’eau qui absorbe
activement le Na' par des canaux ENaC apicaux. Le chlore est absorbé passivement a travers les
canaux CI/CFTR. L’eau ne suivant pas, il en résulte un liquide sudoral hypotonique.
Ce mécanisme visant a préserver les ¢électrolytes dans 1’organisme.

Chez nos patients, dont le test de la sueur est positif, 1’absorption de chlore dans les
canaux excréteurs n’est plus possible, la couche épithéliale étant imperméable au chlore du fait
de I’absence de canaux CI/CFTR. Dans ces conditions, 1’absorption de sodium ne peut plus se
produire ce qui explique la concentration élevée de Na Cl dans leur sueur (Chinet et al, 2003).
Nous avons constaté que nos résultats du test de la sueur sont identiques quel que soit le
génotype des autres mutations CFTR: que I’enfant soit AF 508 homozygote ou AF 508

hétérozygote, ou non porteur de la mutation AF 508. Les mémes résultats ont été retrouvés par

( Farrell et al, 1996 ; Wilschanski et al , 1995).
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Notre étude nous a révélé également que le test de la sueur ne permet pas d’identifier les
hétérozygotes, bien que les concentrations de chlore soient un peu supérieures a la moyenne

(Littlewood, 1986)

I1. Diagnostic génotypique ( recherche de mutations)
I1.1. Matériel et méthodes

I1.1.1. Réactifs pour extraction d’ADN a partir d’échantillons de sang de patients
BLB : Blood Lysis Buffer (20x), pH 7.4

NH4Cl :3.1M : 165.8g
KHCO;: 0.2 M : 20g
EDTA :20Mm : 40 ml d’une solution stock a 0.5M, pH 8.0

H,O gsp : 1000 ml
WLB : White Lysis Buffer (1x)

Tris Cl : 10 mM :1.21g
NaCl : 400 mM :23.4¢g
EDTA: pH8.0: 2mM : 4ml d’une solution stock a 0.5M

H,O gsp : 1000 ml

TE : 10 mM Tris/ 0,1 mM EDTA , pH 7.5 ( 1x)
Tris — HCL 2M, pH 7.5 : 1ml
EDTA 0.4M ,pH 8.0 : 50 ul
H,0 gsp : 200 ml Ajuster pH 7.5 avec HCI

Proteinase K (Boehringer) : 20 mg/ml ED
SDS 20% ED Ethanol : 100%

NaCl 6M : 175.2g NacCl (solution saturée- utiliser le surnageant)
H,0 gsq : 500ml

I1.1.2. Méthode d’extraction d’ADN

Lorsque le test de la sueur est positif, il faut confirmer le diagnostic par 1’étude des
anomalies du gene CFTR, cette étude nécessite 1’extraction de 1’acide désoxyribonucléique
(ADN), support de notre information génétique, ceci se fait a partir de sang total par 1’utilisation

d’un kit commercialisé : le BAC NUCLEON 3 D’ Amersham Life Sciences (Royaume-Uni).
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La récupération d’ADN se fait a partir des globules blancs du sang. En effet, se sont les
seules cellules sanguines contenant un noyau car les autres cellules, les globules rouges, sont des
cellules anucléés.

Pour récupérer cet ADN, commun a toutes les cellules d’'un méme organisme, nous avons
suivi la méthode de Miller et al, 1988 et qui comporte les étapes suivantes :

e Lyse des globules rouges

Les globules rouges sont des cellules sanguines anucléés. Elles résultent d’une
transformation de réticulocytes en €rythrocytes ( hématies ou globules rouges), c’est a dire en
cellules ayant perdu leur noyau et spécialisées dans le transport des gaz via I’hémoglobine. De ce
fait, ce type de cellules n’est pas intéressant car elle ne contiennent pas d’ADN, et il faut donc
les éliminer par I’emploi d’une solution hypotonique qui a pour effet leur éclatement.

En effet, 35 ml de la solution BLB sont ajoutés au 10 ml de sang prélevé sur EDTA, puis
les tubes sont plongés dans la glace pendant 30 mn pour accélérer la lyse, cette solution a une
concentration inférieure a celle intracellulaire et, par un phénomene de pression osmotique, va
permettre la pénétration d’eau dans le milieu hypertonique , c¢’est a dire dans les hématies, et
cette entrée massive d’eau aboutira a son éclatement. Une centrifugation a 2500 t/ mn pendant
10 minutes permet de recueillir un culot blanc contenant les globules blancs, aprés élimination
du surnageant dans un Becher contenant de I’eau de javel. On resuspend a nouveau le culot dans
30 ml de BLB pour I’élimination de toute trace d’hémoglobine. Une deuxiéme centrifugation
analogue a la précédente permet d’obtenir la fraction cellulaire désirée apreés élimination du
surnageant ; le culot constitué uniquement de globules blancs est rincé délicatement avec Iml de
BLB, puis utilisé directement ou conservé a —20°C.
¢ Destruction des membranes des globules blancs et élimination des protéines

Pour libérer I’ADN contenu dans les globules blancs, il faut détruire leurs membranes
plasmiques et nucléaires. Donc, on resuspend le culot dans 0.5 ml de BLB, puis on ajoute 4 ml
de WLB pour lyser les membranes plasmiques et nucléaires.

Pour désagréger la bicouche phospholipidique, 200 ul de détergent SDS 20% sont rajoutés, la
destruction des membranes libére aussi les protéines, afin de les digérer ; 150 pl de protéinase K
est introduite dans le milieu. L’ensemble est incubé durant une nuit a 37°C sous agitation douce.
e Précipitation des protéines au Na Cl 6M

Pour chaque tube, on rajoute 1.2 ml Na Cl 6M, suivit d’une agitation forte pendant 15
secondes ; une mousse blanche se forme. Une centrifugation a 3500 t/mn pendant 15 mn permet
au sel et aux protéines de se précipiter au fond du tube. On transvase le surnageant, et on lui

rajoute 0.2 ml Na CI 6M, puis on agite pendant 15 secondes.

35



Partie expérimentale

Une derniére centrifugation a 3500t/mn pendant 15 mn permet 1’élimination totale des
protéines et les sels résiduels au fond du tube, alors que ’ADN est a I’état soluble dans la phase
aqueuse.
ePrécipitation a I’éthanol de I’ ADN

Elle permet I’obtention d’ADN pur et concentré, elle se fait suite a un additionnement de 2
volumes d’éthanol 100% par volume d’échantillon. L’éthanol permet de déshydrater I’ADN , ce
qui entraine I’agrégation des molécules en de multiples brins, qui forment alors une masse de
fibres visibles appelées la méduse. On récupere I’ADN sur une pipette pasteur boulée, puis on
effectue un lavage dans 1 ml d’éthanol 70%, on égoutte et on resuspend la méduse dans TE (0.5
ml en moyenne). Pour casser les nucléases, ’ADN est soumis a une température de 65°C
pendant 30 mn, puis les tubes sont placés dans une roue spéciale a température ambiante pour
homogénéiser I’ADN.

e Evaluation de la qualité et de la quantité de ’ADN

L’ADN ¢étant la matiere premiére de notre recherche, sa qualité est primordiale et
conditionne la réussite de nos travaux. Avant de procéder au génotypage, la qualité et la quantité
d’ADN sont systématiquement évaluées.

Par exemple, pour les réactions d’amplification par la technique PCR, il est important de
connaitre la concentration en acides nucléiques des échantillons utilisés ainsi que leur pureté. En
effet, une concentration trop importante d’ADN peut inhiber la réaction d’amplification. Pour un
¢échantillon, 1ul d’ADN dosé a 250 ng / pl suffit.

e Mesures

Pour cela, nous avons mesuré les densités optiques (DO) des échantillons a deux
longueurs d’onde : 260 nm et 280 nm.

La densité optique a 260 nm permet de quantifier les échantillons car les acides nucléiques
absorbent spécifiquement a cette longueur d’onde. Celle a 280 nm permet de détecter une

contamination protéique car les acides aminés absorbent spécifiquement a cette longueur d’onde

e Calculs
La concentration en ADN est donnée par la formule suivante
ADN = DO 260nm x d x 50 d étant le facteur de dilution
Sachant qu’une unit¢é de DO a 260 nm correspond a 50 ug/ml d’ADN
Le rendement ou le ratio est donné par le rapport entre la DO a 260 nm et la DO a 280 nm.
Il détermine la puret¢ de ’ADN et doit étre compris ente 1.6 et 2 pour que ’ADN soit

considéré comme pure et donc utilisable.
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Si la pureté et la concentration d’ADN sont satisfaisantes, on réalise I’amplification par
PCR et la migration électrophorétique. Pour un stockage a court terme, I’ADN est gardé a 4°C,
tandis que pour un stockage a long terme, ’ADN sera conservé a —20°C.

I1.1.3.Technique de PCR
¢ Principe

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique consistant a amplifier la séquence
d’ADN désirée par réplication successives et ce, grace aux ADN polymérases (Saiki et al, 1985).
Ces enzymes ont la propriété de synthétiser le brin complémentaire a partir d’'une amorce. C’est
pourquoi il est nécessaire de choisir des amorces oligonucleotidiques synthétiques capables de
s’hybrider aux bornes de la séquence désirée qui pourra étre, ainsi, amplifiée.
Pour pouvoir réaliser cette opération, il est indispensable d’avoir une connaissance préalable de
la séquence que I’on souhaite amplifier.

Le nombre de copies de la séquence choisie est doublé a chaque réplication et son
augmentation est donc exponentielle.

L’amplification se fait en trois temps :

Tout d’abord, une dénaturation thermique des matrices a 94°C assure la dissociation des
deux brins d’ADN. Puis, un abaissement de la température jusqu'a 62°C permet 1’hybridation des
amorces avec les bornes de la séquence désirée. Enfin, I’¢longation du brin complémentaire
a partir des amorces grace a I’action de I’ADN polymérase : la Taq Polymérase, et ce, a 72°C

Ces trois étapes constituent un cycle au cours duquel la quantit¢ d’ADN cible a été
doublée.

Chaque cycle dure quelques minutes, le taux d’amplification (théorique) est de 2
(exposant) n, si bien qu’aprés une trentaine de cycles de PCR, le nombre de copies est de
plusieurs dizaine de millions de fois supérieur a n’importe qu’elle autre séquence du génome.
Cette surreprésentation la rend facilement analysable et manipulable.

L’enzyme utilisée est une polymérase thermostable extraite d’une bactérie vivant dans les
sources chaudes : Thermus aquaticus. Par contre, I’enzyme utilisée auparavant était détruite a
chaque cycle, au cours de I’étape de dénaturation. Il fallait donc I’ajouter a chaque cycle,
inconvénient supprimé grace a 1’utilisation de la Taq polymérase.

De nouveaux types de PCR ont été introduits. Nous citerons brievement :

La PCR dite « Multiplex » pour amplifier des génes avec de nombreux exons (le géne
CFTR), il est possible d’introduire dans le milieu d’amplification des couples d’amorces

spécifiques différentes.

37



Partie expérimentale

La PCR dite « Nested PCR » : elle correspond a une seconde PCR réalisée en utilisant
des nouvelles amorces situées a I’intérieur du domaine défini par les amorces de la premiére
PCR.

La PCR quantitative : dans ce type de PCR, on cherche a estimer le nombre de copies
présent dans la séquence cible d’ADN ou d’ARN. La proportionnalité entre le nombre
d’amplifications et le nombre de copies n’est valable que pour un nombre de cycles PCR faible.

e Composants de la réaction PCR et leurs roéles

Selon le protocole kit, nous avons introduit dans le tube les volumes suivants :

- Eau stérile 36.1 ul
-Tampon Tris-HCL 10X, 20mM, pH 8 5.0 pl
-dNTP a 1,25 Mm 2.0l
- MgCI2 4 50 Mm 1.5l
-Amorce sens (5’ — 3’) a 12.5 pmol/pl 2.0 pl
-Amorce anti-sens (3' — 5') a 12.5 pmol/ul 2.0 pl
-Taq Polymerase 0.4 ul
-L’ADN a amplifier (250ng/pl) 1.0 pl
Volume total 50 pl

A la fin de préparation des échantillons, trois a cinq gouttes de paraffine sont ajoutées
dans les tubes afin d’éviter 1’évaporation, au moment de 1’augmentation de la température dans
le thermocycler (bloc chauffant-refroidissant programmable, les montées et descentes en
température ainsi que les durées de chacune des étapes sont pilotées par microprocesseur).

Les tubes sont placés dans le thermocycler et les réactions en chaine sont programmées durant 28
cycles a 94°C pendant une minute, puis a 62°C pendant 45 mn et enfin a 72°C pendant une
minute et trente secondes.
¢ Roles des composants de la PCR

L’eau stérile est utilisée afin d’éviter les contaminants risquant de nuire a la manipulation.
Le tampon Tris HCI permet une activité optimale de I’enzyme par maintien du pH.
Le désoxy Nucléotide TriPhosphate (ou dNTP) contient les quatre désoxynucléotides
Triphosphates a savoir: désoxy Adénosine Triphosphate (dATP), désoxy Guanosine
Triphosphate (dGTP) , désoxy Cytidine Triphosphate (dACTP) et désoxy Thymidine
Triphosphate (dTTP). Ces nucléotides sont les substrats de I’ADN polymérase pour synthétiser
la séquence complémentaire a la séquence cible.

Le MgCl, permet la formation d’un pont entre 1’enzyme et le brin d’ADN afin de

favoriser la syntheése du brin complémentaire par I’enzyme.
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Le choix des amorces est une étape importante lors de la mise au point d’une PCR. Parmi
les critéres de sélection : la s€équence des amorces ne doit pas permettre la formation d’épingles
a cheveux, ni d’hybrides entre amorces. De plus, la composition en bases doit étre équilibrée et
les séquences choisies ne doivent pas correspondre a des s€quences génomiques répétées.

Les amorces ou primers utilisés dans notre étude sont livrés avec le kit PCR (Boehringer
Mannheim France).

Le tube contenant le milieu réactionnel est placé dans un Thermocycleur qui délivre a
chaque instant au milieu réactionnel une température donnée permettant la réalisation de 1’une
des trois étapes du cycle de PCR.

La température d’hybridation des amorces ou Tm (Température melting ) correspond a la

température de fusion de celle ci. Pour déterminer cette température, il faut dénombrer les

adénines et les thymines présentent au sein de la séquence de 1’amorce. Faire de méme avec les

guanines et les cytosines.

La température d’hybridation nous est donnée par la formule suivante :
Tm(°C)=2(A+T)+4(G+C)

L’ADN extrait doit avoir une concentration comprise entre 200 et 250 ng/uLL

L’ensemble de ces conditions ainsi respectées et le fait de ne pas dépasser 30 cycles de PCR,

permet d’éviter la formation de bandes non spécifiques.

Effectivement les deux problémes majeurs rencontrés lors de la manipulation sont :

- Les contaminations d’ou I’intérét de porter des gants ; d’autoclaver le matériel et d’aliquoter les

tubes qui ne serviront que pour une seule amplification puis seront jetés.

- La formation de bandes non spécifiques en raison de I’hybridation des amorces avec des

fragments d’ADN que 1’on ne désire pas amplifier. Ces fragments sont alors amplifiés en méme

temps que les fragments voulus, et donneront sur I’électrophorégramme plusieurs bandes

d’intensité plus ou moins faible.

e Remarque :

La PCR est une technique trés sensible, son risque majeur est la contamination, la
vérification de I’efficacité de la technique par électrophorése sur gel d’agarose est une étape
obligatoire dans certains laboratoires surtout débutants; cependant, au niveau du laboratoire dans
lequel notre étude a été réalisée, la PCR est devenue une technique de routine, et un certain
nombre de mesures sont obligatoirement appliquées afin de limiter au maximum les risques de
contamination tel que :

- isolement physiques des différentes phases de la PCR par cloisonnement des locaux

- manipulations dans des hottes a flux laminaires
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- utilisation de matériel stérile a usage unique

- mise en marche de systeme de climatisation/ventilation ( avec filtres absolus) produisant des
pressions différentes d’une piece a 1’autre .

- le port des gants, de masques et de lunettes

- utilisation de pipettes a cones munis de barrieres filtres

- aliquotage des réactifs

- destruction d’un éventuel ADN contaminant par 1’exposition des tubes contenant le mélange
réactionnel aux UV avant ’addition de I’ADN cible.

e Compositions des différentes amorces utilisées dans I’amplification du géne CFTR:

( Tableaux 3 et 4)
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Tableau 3. Amorces proposées par Zielenski et al., 1991

Exon Composition de I’amorce de 5' a 3' Nom Taille du produit (pb)

TCGGCTTTTAACCTGGGCAGTGA 1i5

1 GTGGGCACGTGTCTTTCCGAAGC 1i3 308
CATAATTTTCCATATGCCAG E2F

2 CACCATACTTGGCTCCTATT E2R 333
CTTGGGTTAATCTCCTTGGA 3i5

3 ATTCACCAGATTTCGTAGTC 3i3 309
TCACATATGGTATGACCCTC 4i5

4 TTGTACCAGCTCACTAACCTA 413 438
TGGAATGAGTCTGTACAGCG 6bi5

6b GAGGTGGAAGTCTACCATGA 6bi3 417
TGAATCCTAGTGCTTGGCAA 8i5

8 TCGCCATTAGGATGAAATCC 8i3 357
TAATGGATCATGGGCCATGT 9i5

9 ACAGTGTTGAATGTGGTGCA 9i3 561
GCAGGTACCTGAAACAGGA 10i5

10 CATTCACAGTAGCTTACCCA 10i3 491
CAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGT 11i5

H GCACAGATTCTGAGTAACCATAAT 11i3 42
GTGAATCGATGTGGTGACCA 12i5

12 CTGG3TAGCATGAGGCGGT 12i3 332
TGCT4ATACGAGACATATTGCA 13i6

13 AGGAGCATCTCCTTCTAATGAGA Mr13e3 310
GTGCATGCTCTTCTAATGCA 1515

15 AAGGCACATGCCTCTGTGCA 1513 485
CAGAGAAATTGGTCGTTACT 16i5

16 ATCTAAATGTGGGATTGCCT 16i3 570
TTCAAAGAATGGCACCAGTGT 17bi5

176 | TGCAGCATTTTATTCATTGA 17be3 452
GTAGATGCTGTGATGAACTG 18i5

18 AGTGGCTATCTATGAGAAGG 18i3 390
GCCCGACAAATAACCAAGTGA 19i5

19 GCTAACACATTGCTTCAGGCT 1913 454
GGTCAGGATTGAAAGTGTGCA 20i5

20 CTATGAGAAAACTGCACTGGA 2013 472
CAATACAATAAGGGAAAAAT 21F

21 AATGATGTCAGCTATATCAG 21R 240
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Tableau 4. Amorces proposées par Fanen et al., 1992

Exon Composition de ’amorce de 5' a 3' Nom Taille du produit (pb)
TATTTGTATTTTGTTTGTTGA DCF5i5
5 CTTTCCAGTTGTATAATTTA DCF5i3 235
TGGAAGATACAATGACACCTG DCF6ai5
6a GCATAGAGCAGTCCTGGTTT DCF6ai3 345
CATCCTGAATTTTATTGTTA DCF7i5
7 ATCATAGTATATAATGCAGC DCF7i3 365
GTATACATCCCCAAACTATCT 14ai3
14a CTTAGATTCAAGTAATACTA 14asp5 251
GAACACCTAGTACAGCTGCT 14bi5
14b ATAAAACACAATCTACACAA DCF14bi3 248
TGCAATGTGAAAATGTTTAC 17ae5
17a CTCTTATAGCTTTTTTACAA 17ae3 283
AGAATGTCAACTGCTTGAGTG 22SSCPF
22 AAGCAGGCATAATGATTCTGT 22SSCPR 297
23 CTGTTCTGTGATATTATGTG DCF23i5 200

I1.1.4. Digestion enzymatique

Pour la détection de la présence de mutation dans le géne CFTR, nous avons utilisé des
enzymes de restriction qui sont capables de reconnaitre spécifiquement une courte séquence, de
43 10 pb, et de cliver 'ADN au site reconnu. Ils permettent de fragmenter ' ADN en segments de
taille réduite, ou de le couper a tel ou tel site désiré. Certains enzymes coupent le site en son
milieu et produisent deux fragments dont les extrémités sont franches.

Cependant, la plupart réalisent une coupure dissymétrique : on parle dans ce cas
d'extrémités cohésives (chaque fragment posséde une chaine qui dépasse l'autre de quelques
bases).

Plusieurs centaines de ces enzymes ont été caractérisés : ils reconnaissent une grande
variété de sites de coupure. Les enzymes de restriction sont utilisés pour établir une carte de

restriction de toute molécule d'ADN que 1'on souhaite caractériser. Cela consiste a déterminer

I'ordre des sites de restriction le long de cette molécule, qui vont produire, aprés "digestion
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enzymatique" de cette molécule, des fragments de tailles différentes dont la taille pourra étre
définie par électrophorese.

Les enzymes de restriction appartiennent a la classe des endonucléases, c’est-a-dire des
enzymes capables de cliver les liaisons phosphodiester entre deux nucléotides a I’intérieur d’un
acide nucléique. Les endonucléases se différencient des exonucléases qui dégradent la molécule
d’ADN a partir de I’'une de ses extrémités (3’ ou 5°).

Les séquences de nucléotides reconnues par les enzymes de restriction sont
habituellement des séquences dites palindromiques. Les séquences palindromiques sont des
séquences ou la succession des nucléotides lue dans le sens 5’—3’ (gauche-droite) pour le
premier brin est identique a la séquence lue dans le sens droite-gauche pour le second brin (sens
5’—3’). 11 faut remarquer que dans les ADN, on rencontre statistiquement des séquences
reconnues par des enzymes de restriction. Ainsi, la séquence GATC reconnue par I’enzyme Mbo
I est présente avec une fréquence statistique de 1/256 paires de bases (1/4%). En effet, la
fréquence de coupure d’un ADN par une enzyme de restriction donnée peut étre approchée
statistiquement en considérant le nombre de nucléotides de la séquence spécifique reconnue par
I’enzyme. Ainsi, par exemple, dans la séquence de six nucléotides: GGATCC reconnue par
I’enzyme

Bam HI, on aura donc une fréquence de coupure statistique de 1/4° soit 1 coupure tous
les 4096 nucléotides.

La plupart des enzymes de restriction utilisées au laboratoire présentent un site de
reconnaissance (souvent palindromique) et un site de coupure identique ou proche du site de
reconnaissance, ce sont des enzymes de type II.

Les enzymes de type | reconnaissent des séquences sur I’ADN sans aucune symétrie. Ces
enzymes coupent non pas au niveau de la séquence de reconnaissance mais 1000 a 5000 paires
de bases plus loin. Les enzymes de type III présentent également un site de reconnaissance mais
coupent une vingtaine de nucléotides plus loin.

Les enzymes appropriées a notre travail sont indiquées sur le tableau 5.
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Tableau 5. Enzymes de restriction utilisées dans la digestion de nos produits PCR

L’enzyme Séquence palindromique avec site de réstriction
Bst I GV GATC C
C CTCAG
Taql TVCG A
A GC AT
Smal CCCVYGGG
GGGACCC
Pvu II CAGVYCTG
GTCAGAC
Bgl 11 AVYGATC T
T CITTGAA
Clal ATVCG AT
TA GCATA
Hae 111 GGVYCC
CCAGG
Hpa II CVCG G
G GCAC
Aat 1I G ACGTYC
CATGCA G

I1.1.5. L’électrophorése en gel de polyacrylamide
e Principe

Il repose sur la séparation de molécules chargées électriquement, en fonction de leur
charge et de leur taille et ce, sous l'influence d’un champ électrique, ’ADN est chargé
négativement donc les différents ADN possedent la méme densité de charge et migreront vers le
pole positif, soit I’anode. De plus, le gel de polyacrylamide est réticulé, donc les molécules
d’ADN de petites tailles migrent plus vite que les molécules de grandes tailles, c’est ’effet de
tamisage. En outre, ce gel permet d’analyser des fragments de moins de 1000 pb en raison de
ses petits pores

Le polyacrylamide est formé par copolymérisation d’acrylamide monomere et de
bisacrylamide, agent de pontage. Cette réaction de copolymérisation se fait selon un mécanisme
radicalaire. Ces radicaux libres formés a partir du persulfate d’ammonium, initient la réaction et
ce, en présence de TEMED ( Tétra Méthyle Ethylén Diamine).

Le degré de polymérisation du gel, fonction du diametre des pores, dépend de la

concentration totale en acrylamide et du pourcentage en bis-acrylamide .
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La concentration en polyacrylamide est ajustée suivant la taille des fragments d’ADN a séparer.

A titre indicatif, on peut se reporter au tableau (6) ci-dessous ( Sambrook et al, 1989 )

Tableau 6. Concentration du support de I’électrophorése en fonction de la taille des

fragments a séparer (Sambrook et al, 1989).

Taille des fragments d’ADN a séparer % en polyacrylamide
1000 pb a 2000 pb 3.5

80 pb a 500 pb 5

60 pb a 400 pb 8

40 pb a 200 pb 12

25pb a 150 pb 15

6pb a 100 pb 20

e Préparation d’un gel de polyacrylamide

Notre gel est de 10 7 (Kerem et al, 1989), car nos fragments d’ADN, produits de la
digestion enzymatique, ont une taille comprise entre 50 pb et 250 pb et cela correspond a une
taille de pores suffisante.

- On péese 0,1g de persulfate d’ammonium pour 1ml eau stérile

- On verse dans un tube en polypropyléne :  La solution de polyacrylamide 7.5 ml
Le tampon TBE 0.5x 750 wl
Le persulfate d’ammonium 150 pl
Le TEMED 15 ul

On compléte a 15 ml avec de I’eau stérile
- On homogénéise par retournement puis on coule le gel entre les deux plaques et on place

les peignes qui permettent d’aménager des puit dans le gel.

- Apres solidification, on Ote les peignes et on introduit dans quatre puits les échantillons
composés de 8 pul d’ADN et de 2 ul de tampon de charge contenant :
1/ Un alourdisseur (sucrose) permettant d’augmenter la densité d’ADN a déposer dans le gel afin
de pouvoir I’entrainer vers le fond du puits. Cela évite a 1’échantillon d’amplification de
remonter a la surface du tampon et donc de contaminer les autres puits.

2/ Un marqueur de mobilité ( bleu de bromophénol ) permettant de visualiser la migration.
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Dans le cinquieme puits, nous avons introduit 1ul le marqueur de taille avec 2ul de
tampon de charge ; ce marqueur est constitué d’un ensemble de fragments d’ADN linéaires bi
caténaire de tailles connues.

Ici, on a utilis¢ un plasmide digéré par une enzyme de restriction la Hae III, et donnant
ainsi des fragments d’ADN de taille différente. Le temps de migration est de deux heures a 150
volts.

- Apres ce temps, on dépose le gel dans un bain de bromure d’éthidium (BET) et de
tampon Tris Borate EDTA (TBE) pendant 10 minutes. Le BET est un colorant
fluorescent qui s’intercale entre les bases azotées et provoque une émission de
fluorescence en présence de radiations UV, permettant ainsi la visualisation des bandes
d’ADN.

- Le gel est déposé par la suite sur la plaque UV et, graice au BET qui fluoresce, on
visualise les bandes et on les photographie (fig 11a - d).

Habituellement, toute mutation ainsi détectée est caractérisée par séquengage direct du

produit PCR. En raison de la mise en ceuvre plus longue et plus coliteuse du séquengage,

ainsi que l'exploration en routine des exons ciblés du géene CFTR dans ce laboratoire, nous
avons opté pour une stratégie qui consiste a répéter 1'électrophorése au moins en triplicate
pour chaque échantillon, ce qui nous a permis d'identifier les différentes mutations indiquées

sur le tableau 7.

I1.2. Résultats et discussion

L’¢électrophorése des produits PCR aprés digestion par des enzymes appropriés permet
I’identification des mutations, la détermination de la taille de chaque fragment d’ADN en
mesurant leur distance de migration en la comparant a celle de ce marqueur de taille, ainsi que la
confirmation de 1’état hétérozygote ou 1’état homozygote pour la mutation concernée.

Dans le cas ou le site de restriction est absent dans le produit PCR, un seul fragment est
mis en évidence qui apparait sous la forme d’une seule bande sur le profil ¢lectrophoretique chez
les homozygotes (Pistes: A, D, F, J, M et P), et de deux bandes chez les hétérozygotes (Piste: C)

Tandis que, si le site de restriction est présent dans le produit en question, le nombre de
bandes visualisées varie en fonction du nombre des fragments de restriction (Pistes: B, E, G, H,

ILK,L,NetO)(figlla-d).
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Tableau 7. Phénotypes et génotypes de 16 patients mucoviscidosiques de I’Est et Sud

Algérien
Test de
P Origine Consang | L’age | Sexe Symp sueur cliniq | Mutations CFTR
mEq/1
PO1 | Menaa Oui lan F OIR,APS,IPE,RC 95,100 AF508/ AF508
P02 | Ain Touta Oui 9mois F APM, IPE 80, 110 A F508/S549N
P03 | Ain Azel Non 4ans F | APM, IPE 65,90,90 AF508/W1282X
P04 | El —Kala Oui 2ans M | APM,OIR,IPE 92,95 W1292X/W1292X
P05 | Sidi-Okba Non 2ans M | OIR, IPE 72, 80 R334W/ R347H
P06 | Mzad chiche Oui 6ans M | APS,IPE,RC 100-129 AF508/ AF508
P07 | El-Oued Non 7mois M | APM, IPE 86,86,92 | N1303K/R553X
P08 | Djamaa Oui 8ans F | APM,IPE,OIR 109,89, 93 | AF508/ N1303K
P09 | Djamaa Oui Sans M | APM,IPE 87,107 AF508/ N1303K
P10 | SoukNaaman Oui lans M | APS, IPE,RC 172,192 AF508/ AF508
P11 | Tebessa Oui 6ans F | APM, IPE 80,115 G542X/ G542X
P12 | Ouargla Non 4ans F |IPE,DT 65,104 G85E/Y 122X
P13 | Chechar Non 9 ans F | OIR,APS,IPE 70,80 AF508/AF508
P14 | Guelma Non 18mois | M | OIR, IPE, RC 80,100 WI1282X/W1282X
P15 | Chir Oui 3ans M | IPE,OIR,APS,RC NF AF508/ AF508
P16 | Deraan Non 2ans M | APM 89,100 AF508/ G542X
P : Patient

Consang : consanguinité

Sym cli : symptomes cliniques

OIR : obstructions intestinales répétées

APS : atteinte pulmonaire séveére

IPE : insuffisance pancréatique exocrine

RC : retard de croissance

APM : atteinte pulmonaire modérée

DT : diabéte
NF : non fait

L’analyse de 32 chromosomes CF provenant de 16 patients de 1’est et sud algérien chez

lesquels le diagnostic phénotypique a confirmé la présence de la pathologie et a montré que la

mutation AF508 est la plus fréquente : 10/16 (62,5%), une fréquence située entre deux extrémes

la plus élevée au Danemark (87,2 %) et la plus basse en Turquie (21,3 %)(Estivill et al, 1997) .
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5/16 (31,25% ) des patients sont hétérozygotes composites avec AF508 sur un all¢le et une autre
mutation du géne CFTR sur I’autre chromosome, 5/16 (31,25%) sont homozygotes pour la
mutation AF508, 3/16 (18,75%) ont la mutation N1303K, 2/16 (12, 5%) portent la mutation
W1282X, 2/16 (12,5%) ont la mutation G542X.

Les autres mutations (G85E, Y122X, R553X, R334W, R347H et S549N) sont rares, voire
détectées seulement chez un seul patient.

A 1’état homozygote, nous avons constaté que la mutation AF508 est associée a la forme
classique de la maladie avec une augmentation des ¢€lectrolytes dans leur sueur, une insuffisance
pancréatique exocrine et une atteinte obstructive des poumons, le plus souvent, sévére chez
I’ensemble des malades, et méme avec des occlusions intestinales répétées chez quelques
patients ayant ce méme génotype, ceci confirme le résultat obtenu par (Zielenski, 2000) : un
méme génotype ne peut pas exprimer toujours le méme phénotype .

Chez le reste des homozygotes pour les autres mutations (W1282X/W1282X,
G542X/G542X, W1292X/W1292X), ainsi que les hétérozygotes composites porteurs d’une ou
deux mutations légeres comme: (AF508/S549N, AF508/W1282X, R334W/R347H,
G85E/Y 122X et autres), nous avons constaté qu’en dépit d’un test de sueur pathologique, la
majorit¢ des malades présentent une atteinte pulmonaire modérée associée avec une
insuffisance pancréatique a 1I’exception du cas (P 16) dont la fonction pancréatique est préservée.
Ceci suggere le caractére dominant des mutations dites 1égeres ou peu séveres.

Sur le plan physiopathologique, la mutation AF508 est considérée comme la plus sévere,
car souvent la protéine CFTR malformée est détruite dans le systéme réticulum endoplasmique —
appareil de Golgi , ou elle occupe une mauvaise position au sein des membranes cellulaires des
organes cibles. Ceci induit soit un dysfonctionnement total, soit un fonctionnement tres réduit
qui se répercute sur la circulation du chlore a travers les parois des cellules endothéliales de
certains organes exocrines. Cette circulation de chlore amoindrie provoque 1’épaississement du
mucus, et I’accumulation de secrétions visqueuses associées avec 1’obstruction progressive et la
destruction subséquente des conduits excréteurs.

Si les raisons de 1’¢lévation anormale de la concentration du chlore de la sueur de ces
malades ont été expliquées dans le paragraphe réservé au test de la sueur, nous essayons dans
cette partie d’établir un lien physiopathologique entre cette forme de mutation et ces atteintes
séveres.

Concernant ’atteinte pulmonaire, 1’élément central est le liquide de surface bronchique
qui recouvre 1’épithélium de surface des voies aériennes, et comme la protéine CFTR contrdle
les transports ioniques trans-épithéliaux, donc elle participe a la régulation de 1’hydratation de ce

liquide bronchique (Boucher, 1994). Les cellules de I’épithélium de surface des voies aériennes
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humaines normales sont équipées a la fois pour une absorption active de sodium et pour une
sécrétion active de chlore. L importance relative de ces deux mouvements conditionnant le flux
net hydro électrolytique et permettant de réguler finement le volume de la couche liquidienne de
surface (Boucher, 1994 ; Chinet, 2000 ; Chinet, 2001). Le canal CFTR intervient dans la
régulation de ces transports ioniques a différents niveaux : c’est d’abord un canal chlore
activable par ’AMPc. De plus, CFTR permet D’activation par ’AMPc du canal ORCC
( Outwardly Rectifying chloride channel) et exerce une inhibition tonique sur le canal ENaC.

Dans les voies aériennes de nos sujets mucoviscidosiques, il y a une hyperabsorption de
sodium et un défaut de sécrétion de chlore qui se traduit par une augmentation de 1’absorption de
sel et donc d’eau. L’hyperabsorption de sodium résulte de la levée de I’inhibition tonique
qu’exerce CFTR sur les canaux ENaC. L’hyperabsorption de sel est d’autant plus marquée que la
sécrétion active de chlore est défectueuse et ne peut étre stimulée par les agents qui augmentent
la concentration intracellulaire d’AMPc. Cela résulte de I’absence ou des dysfonctionnement des
canaux CI/CFTR et des perturbations de la régulation des canaux Cl ORCC. L’ hyperabsorption
de sel et d’eau entraine donc une déshydratation du liquide de surface bronchique, modifiant les
propriétés rhéologiques de ce liquide et altérant la clairance mucociliaire (Boucher, 1994 ;
Boucher, 1999; Chinet, 2000 ; Chinet, 2001 ). Cela a pour conséquences la survenue d’infections
broncho-pulmonaires répétées et la présence d’une réaction inflammatoire locale intense et
délétére. Selon Davis et al (1996), la susceptibilit¢ des voies aériennes mucoviscidosiques aux
infections a Pseudomonas aeruginosa est trés particuliére, car environ 75 7 des sujets malades
sont infectés par ce germe. Plusieurs hypotheses sont avancées pour expliquer la colonisation des
conduits respiratoires par ce type de bactéries :

- I’épithélium des voies aériennes mucoviscidosiques est en permanence 1ésé par les
processus infectieux, d’ou des processus de réparation au cours desquels les cellules épithéliales
passent par des phases de différenciation, de migration et de prolifération, alors que ce germe se
fixe préférentiellement sur les cellules en cours de réparation par rapport aux cellules normales
(De Bentzmann et al, 1996 ; Plotkowski et al, 1999).

- d’autres travaux suggerent, a I’inverse, que cette bactérie se lierait a CFTR sur les cellules
¢épithéliales bronchiques normales, ce qui permettrait I’internalisation du germe et sa destruction
avec la cellule épithéliale. Ce systéme d’élimination serait a 1’évidence perturbé dans la
mucoviscidose correctement localisé, d’ou la persistance de ce germe dans les voies aériennes
mucoviscidosiques (Pier et al, 1997).

- une autre hypothése considére que P. aeruginosa (et d’autres germes) pourrait adhérer
préférentiellement aux mucines des sujets mucoviscidosiques. En effet, la composition

biochimique des mucines bronchiques pourrait €tre constitutionnellement altérée dans la
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mucoviscidose avec notamment une augmentation des résidus sulfates (Carnoy et al, 1993 ;
Zhang et al, 1995). CFTR pourrait indirectement contrdler ce phénomene en régulant le pH dans
les citernes de I’appareil de Golgi; il en résulterait dans la mucoviscidose une alcalinisation
diminuant Dactivit¢ d’enzymes pH-dépendantes (comme les sialyltransférases) rendant
accessibles un plus grand nombre de sites sur les glycoprotéines muciniques pour la sulfatation
(Zhang et al, 1995 ; Chinet, 2001).
Les infections broncho-pulmonaires répétées et la colonisation des voies aériennes par

P. aeruginosa sont délétéres pour la fonction respiratoire. Elles entrainent une inflammation
locale intense avec libération de cytokines, afflux de polynucléaires activés et relargage
d’enzymes destructrices telles que I’¢élastase neutrophile. Cette enzyme protéolytique est en effet
capable de 1éser les cellules épithéliales bronchiques, de cliver les principaux constituants de la
matrice extracellulaire, d’altérer la clairance mucociliaire (Hendry et al, 1999). En outre, les
facteurs de virulence sécrétés par P. aeruginosa peuvent eux mémes Iéser les cellules épithéliales
bronchiques, stimuler la sécrétion de mucines, et favoriser la réaction inflammatoire participant
ainsi a la destruction cellulaire (Dening et al, 1998 ; Britigan et al, 1999).

Outre I'inflammation secondaire aux infections microbiennes et a la colonisation des
voies aériennes par le germe en question, il pourrait exister une inflammation constitutionnelle
indépendante des infections broncho-pulmonaires. Une étude a retrouvé une augmentation du
nombre des polynucléaires neutrophiles et de la concentration d’interleukine (IL-8) dans le
liquide de lavage bronchalvéolaire d’enfants mucoviscidosiques de 1 a 12 mois, méme indemnes
d’infection broncho-pulmonaire, suggérant 1’existence d’une inflammation primitive ( Khan et
al, 1995).

D’autres travaux ont montré que les cellules épithéliales des voies aériennes des sujets
atteints de mucoviscidose secretent plus d’IL-8 (pro-inflammatoire) et moins d’IL-10 (anti-
inflammatoire) que les cellules de sujets indemnes (Boufield et al, 1995 ; Tabary et al, 1999).

L’inflammation, qu’elle soit secondaire aux infections ou primitive, joue un role central dans
les manifestations de la maladie. Les tissus pulmonaires sont en effet détruits par les infections et
par certains produits de I’inflammation avec formation de bronchectasies, puis a un stade ultime,
insuffisance respiratoire et déces.

Concernant la physiopathologie de I’insuffisance pancréatique de la mucoviscidose : cette
anomalie a été constatée au niveau de la sécrétion canalaire et la sécrétion acineuse.

Les sécrétions ductulaires pancréatiques sont des sécrétions hydroélectrolytiques riches en ion
bicarbonate.

En fait, le transfert basolatéral de cet ion se fait par I’intermédiaire d’un cotransporteur

Na'/HCO3" stimulé par ’AMPc sous I’influence d’un gradient électrogénique crée par la

50



Partie expérimentale

dépolarisation membranaire due a8 CFTR suite a I’excrétion de 1’ion CI', tandis que sa sortie au
niveau du pdle apical se fait par un autre cotransporteur qui est CI/HCO3". Dans la
mucoviscidose, I’absence d’activité CFTR entraine un défaut de dépolarisation de la membrane
et donc d’entrée de bicarbonate dans la cellule. Il en résulte un défaut de sécrétion de bicarbonate
(Soleimani and Shumaker, 1999).

Pour I’anomalie de la sécrétion acineuse, on sait bien qu’apres leur synthese, les enzymes
pancréatiques sont véhiculées a travers la cellule acineuse dans les grains de zymogene puis
excrétées par un mécanisme d’exocytose. Les membranes des grains de zymogeéne sont ensuite
recyclées par endocytose. Ce phénomene, et non 1’exocytose est dépendant du pH alcalin qui
régne dans la lumiére acineuse grace a la sécrétion de bicarbonate des cellules ductulaires et peut
étre également des cellules acineuses les plus proches du ductule.

Dans la mucoviscidose, le défaut de sécrétion de bicarbonate aboutit a une acidification
du milieu. L’endocytose des membranes est altérée et il en résulte une accumulation de matériel
membranaire au pole apical des cellules sécrétrices et une dilatation de la lumiére acineuse.
L’environnement alcalin est également indispensable a la solubilisation des protéines déversées
lors de I’exocytose. Il existe donc une corrélation entre le pH luminal et la capacité sécrétoire des
cellules acineuses (Freedman and Alvarez, 1999).

Selon I’étude de Baxter et al (1988), les hétérozygotes composites sont protégés contre la
déperdition hydrique et saline au cours des diarrhées dues a des entérotoxines d’Escherichia coli
et du Vibrio cholerae, ces souches ont en commun la production de toxines qui augmentent la
concentration d’AMPc ou de GMPc dans les entérocytes et entralnent une augmentation de la
sécrétion de chlorure. Si on admet que les hétérozygotes ont 50% d’activité de la protéine CFTR,
leur sécrétion de chlorure en réponse aux toxines bactériennes, sera moins élevée, d’ou une
déperdition hydrique moins importante et la survie prolongée. Pier et al (1998), ont suggéré
récemment que la premicre boucle extracellulaire de CFTR est nécessaire a I’internalisation de
Salmonella typhi dans les cellules épithéliales intestinales. La protéine AF508, associée a une
diminution de I’expression de CFTR a la surface des épithéliums, diminuerait 1’entrée du
pathogéne dans 1’épithélium intestinal assurant une protection vis a vis de I’infection, ce ci peut
étre considéré comme I’un des mécanismes de sélection des hétérozygotes.

Sur le plan moléculaire :

La mutation AF508 a été¢ identifiée par Kerem B et al., ( 1989); elle s’agit d’une
mutation de la classe II, localisée dans le domaine NBD1( codé¢ par I’exon 10), résulte d’une
délétion de trois nucléotides (CTT) en position 1653, 1654 et 1655 du messager de ce geéne ,
aboutissant a 1’élimination de la phénylalanine(F) en position 508. Cette délétion n’entraine pas

de décalage du cadre de lecture et n’a pas d’effet sur la liaison d’ATP et le changement du
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troisiéme nucléotide du codon 507 ne change pas I’acide aminé (isoleucine); mais la seule
conséquence est I’absence de I’acide aminé 508 qui est la phénylalanine.

La mutation perturbe le repliement du domaine NBD1 et empéche la maturation compléte
de la protéine. La mutation AF508 est probablement impliquée dans des interactions
hydrophobes critiques pour assurer un repliement correct et une bonne structuration
tridimensionnelle de la protéine, avant la structuration des sites de liaison a I’ATP.

Au niveau des profils électrophoretiques, la délétion de 3pb entraine en effet un
raccourcissement du produit PCR correspondant a l'allele AF508 (91 pb) qui migre plus
rapidement que I'allele normal ( 94 pb).

La mutation N1303K, est aussi de la classe II, identifi¢e par Osborne et al., ( 1991);
située dans le domaine NBF2, codée par I’exon 21, elle résulte suite a une substitution d’une
cytosine par une guanine en position 4041 dans la séquence nucléotidique et qui, se traduit dans
la séquence protéique par la substitution d’une aspargine (N) par la lysine (K) sur le codon 1303.

La mutation W1282X, a été identifiée par Vidaud et al., (1990); localisée dans le
domaine NBF2, codée par I’exon 20, elle correspond a une substitution d’'une guanine par une
adénine en position 3979 dans la séquence nucléotidique et qui se traduit dans la séquence
protéique par le changement de la tryptophane (W) par le codon STOP sur le codon 1282, et
donc un dysfonctionnement de la protéine CFTR.

La mutation G542X, identifiée par Kerem B et al., (1990); rencontrée au niveau du
domaine NBF1 codée par I’exon 11, elle est produite suite a une substitution d’une guanine par
une thymine en position 1756 de la séquence nucléotidique et qui se traduit dans la séquence
protéique par le remplacement de la glycine (G) par un codon STOP sur le codon 542.

La mutation G85E, identifiée par Zielenski et al., (1991b); située au niveau du domaine
TM1, codée par I’exon 3, elle correspond a une substitution d’'une guanine par une adénine en
position 386 de la séquence nucléotidique et qui se traduit dans la séquence protéique par le
changement de la glycine (G) par la glutamate (E) sur le codon 85.

La mutation Y122X, identifiée par Chevalier-Porst et al., (1992); localisée dans le
domaine TM2, codée par I’exon 4, elle résulte suite & une substitution d’une thymine par une
adénine en position 498 de la séquence nucléotidique et qui se traduit dans la séquence
protéique par le remplacement de la tyrosine (Y) par un codon STOP sur le codon 122.

La mutation R553X, identifiée par Cutting et al., (1990) ; trouvée au niveau du domaine
NBF1, codée par I’exon 11, elle correspond a une substitution d’une cytosine par une thymine en
position 1789 de la séquence nucléotidique et qui se traduit dans la séquence protéique par le

changement d’une arginine (R) par un codon STOP sur le codon 553.
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Selon Hamosh, 1991, ’ARNm touché par cette mutation est instable et ne produit pas de
protéine.

La mutation R334W, identifiée par Gasparini et al., (1991) ; localisée dans le domaine
TM6, codée par I’exon 7, elle est produite suite a une substitution d’une cytosine par une
thymine en position 1132 de la séquence nucléotidique et qui se traduit dans la séquence
protéique par le remplacement d’une arginine (R) par un tryptophane sur le codon 334.

La mutation R347H, identifiée par Cremonesi et al., (1992) ; rencontrée dans le domaine
TM6, codée par I’exon 7, elle correspond a une substitution d’'une guanine par une adénine en
position 1172 de la séquence nucléotidique et qui se traduit dans la séquence protéique par le
remplacement d’une arginine (R) par une histidine (H) sur le codon 347.

La mutation S549N, identifiée par Cutting et al., (1990) ; située sur le domaine NBF1,
codée par I’exon 11, elle résulte suite a une substitution d’une guanine par une adénine en
position 1778 de la séquence nucléotidique et qui se traduit dans la séquence protéique par le

changement d’une sérine (S) par une aspargine (N) sur le codon 549.

I11. Diagnostic phénotypique de L’ABCD

Afin d’étudier les anomalies moléculaires du géne CFTR, chez les sujets azoospermiques
par absence de canaux déférents, une sélection phénotypique et clinique extrémement rigoureuse
des patients a été faite suite a une collaboration entre : médecins spécialistes, biologistes et
radiologues, en se basant sur I’établissement de plusieurs examens cliniques tels que :

La palpation
Le spermogramme
L’examen biochimique du liquide séminal
L’¢étude hormonale
Echographie endorectale
Echographie rénale
Les examens ont été effectués dans différentes cliniques privées a I’Est et Sud Algérien

Les résultats de ce diagnostic phénotypique d’ABCD sont présentés dans les tableaux 8 et 9

Résultats et discussion

Tableau 8. Analyse biologique et biochimique du liquide séminal
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Chez les 18 patients ayant une ABCD.

ABCD
N=18 Témoin (valeurs de référence)
Spermatozoides 0 10 220 x 10° SPZ / ml
Volume du liquide séminal
(ml) apres 3 jours 0,97+0,3 1,8a5,8
d’abstinence
Citrate (u moles) 58,43+12,10 > 47
Fructose (i1 moles) 0,17+0,12 >21
pH du liquide séminal 6,52 +0,2 7,4

Tableau 9. Observations échographiques de I’appareil urogénital

des patients ayant une ABCD, et aprés le test de la sueur

Valeurs prises comme références : Vésicules séminales 5 a 6 ml, Epididymes : environ 10 mm d’épaisseur, nv : non vu, RAS :

Rien a signaler, D : droit G : Gauche

Patients Origine Age Test de la Vésicules Epididyme Anomalies rénales
(ans) sueur séminales mm
mEq/l (ml)D /G D/G

P1 Ouargla 26 50 2,5/0,7 11/12 RAS

P2 Djelfa 34 68 5/6 10/12 RAS

P3 Ain Beida 27 49 0,5/1,1 10/11 RAS

P4 Annaba 38 55 nv/2 11/13 RAS

P5 Ghardaia 33 38 1,3/0,9 10/10 Kyste sur le rein droit.
P6 Biskra 30 38 2,7/1,1 9/11 RAS

P7 Ain mlila 39 62 0,8/nv 10/10 RAS

P8 Setif 29 60 nv/nv 10/12 RAS

P9 Ghardaia 31 53 0,8/0,4 8/10 RAS

P10 Batna 27 36 6/0,6 11/13 RAS

P11 Batna 28 39 8/0,5 9/11 RAS

P12 Batna 40 53 7/ nv 13/10 Kyste sur le rein droit.
P13 Tebessa 29 48 nv/1,5 11/9 RAS

P14 Tougourt 37 40 2/nv 12/11 RAS

P15 Batna 32 45 2/0,5 9/9 RAS

P16 Khenchela 25 49 2,8/0,6 11/11 RAS

P17 Souk ahras 39 39 0,4/nv 12/12 RAS

P18 Guelma 41 48 3,3/3,5 9/11 Kyste sur le rein gauche

et droit.
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A la palpation : les épididymes sont fermes en raison du liquide séminal qui s’y
accumule, accumulation qui distend les tubules proximaux. Absence bilatérale des canaux
déférents ou présence de fins cordons fibreux.

L’¢éjaculat est de faible volume < 1ecm?® aprés 3 jours d’abstinence.
Azoospermie du liquide séminal, due a des obstacles sur les voies génitales empéchant le
passage des spermatozoides produit normalement par le testicule.

Forte réduction ou une absence de fructose dans le liquide séminal en raison, soit a une
absence ou anomalies des vésicules séminales, ces dernieres sont les principales productrices de
fructose et la plus grande partie de la phase liquide du sperme, soit il existe un obstacle aprés
I’abouchement des vésicules séminales, qui s’accompagne d’une absence des canaux déférents :
c’est la situation la plus fréquente.

Le pH du liquide séminal est acide (pH < 7), cette acidification refléte I’absence de
sécrétion des vésicules séminales qui contribuent normalement a produire un liquide alcalin riche
en fructose (Casals et al, 1995 ; Oates and Amos, 1994).

Les valeurs des dosages hormonaux (LH, FSH et testostérone) sont normales, ce qui
indique que le testicule fabrique normalement les spermatozoides, mais qu’il y a un obstacle a
leur passage dans 1’¢jaculat. Les concentrations de la carnitine et de I’alpha 1-4 glucosidase sont
abaissées, ces deux substances sont fabriquées par I’épididyme, leur diminution s’explique par la
présence aussi d’un obstacle apres 1’épididyme.

Par échographie endorectale : les vésicules, ainsi que les ampoules déférentielles
(extrémités distales et dilatées des déferents ou se connectent les vésicules séminales) sont
souvent anormales (hypo-ou hyperplasique) ou absentes (Casals et al, 1995 ; Mercier and al,
1995).

L’échographie rénale, confirme que ’ABCD en question n’est pas associée a une
agénésie rénale, due a une anomalie de développement du canal de Wolff, mais elle s’agit d’une
atrésie liée a des mutations du géne CFTR. Cette derniére confirmation représente une
orientation forte pour engager un bilan génétique a la recherche de mutations du géne qui
empéchent la fonction normale de 1’épithélium du déférent et de 1’épididyme.

A noter que nos patients ne présentaient aucune symptomatologie clinique évocatrice de
mucoviscidose, tant au niveau pulmonaire que digestif, et les résultats du test de la sueur étaient

normaux.
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IV. Diagnostic génotypique de PABCD

Notre ¢étude génétique a été¢ réalisée sur 18 sujets chez lesquels le diagnostic
phénotypique d’ABCD avait été clairement établi par des médecins spécialistes Algériens.
IV.1. Protocole d’analyse génétique des mutations CFTR pour des sujets ABCD

Pour la réalisation de cette étude, nous avons suivi le méme protocole discuté dans la
partie expérimentale précédente, a savoir I’extraction d’ADN a partir des leucocytes
périphériques ( Miller et al, 1988), puis cet ADN est amplifié¢ par la technique de PCR dont les
conditions ont été décrites par ( Fanen et al, 1992 ; Claustres et al, 1993).

Les produits PCR sont ensuite séparés par €lectrophorese sur gel de polyacrylamide 10%

apres digestion enzymatique, puis visualisés aux UV apres coloration au bromure d’éthidium
(Chehab and Wall, 1992).
Les séquences polypyrimidiques de I’intron 8 situées a la jonction de cet intron et de I’exon 9 ont
¢été identifiées par la technique d’électrophorése en gradient de gel dénaturant (DGGE) (Ficher
and Lerman, 1983 ; Kieswetter et al, 1993). Les conditions d’électrophoréese ont été choisies de
fagon a n’explorer que les trente trois paires de bases qui précédent I’exon 9 (Costes et al, 1995).
Une fois séquencées, elles nous ont permis d’identifier chacune par le motif de répétition (TG),
m(T) ou n et m présentent respectivement le nombre de TG et de T, n étant égal a 9,10,11,12 ou
13 etm égala 5,7 ou9.

Nous signalons que les primers utilisés pour I’amplification du variant polypyrimidique

de I’intron § sont :

Pour I’alléle 5T : 5 -CCCCAAATCCCTGTTAAAAAC-3

Pour ’alléle 7T : 5-CCCCAAATCCCTGTTAAAAAAAC-3

Pour I’alléle 9T : 5-CCCCAAATCCCTGTTAAAAAAAAAC-3
( Zielenski et al, 1991)

IV.2. Technique d’électrophorése en gradient de gel dénaturant (DGGE)
IV.2.1. Principe

Cette technique permet la séparation élctrophorétique de fragment d’ADN double brin en
fonction de leur séquence nucléotidique (Ficher and Lerman, 1983 ; Meyers et al, 1985 ; Meyers
et al, 1987 a et b). Les fragments porteurs d’une variation nucléotidique présentent le plus
souvent une mobilité électrophorétique différente de celle de I’ADN témoin.

Le principe de la méthode repose sur la division de I’ADN en domaines de fusion qui se
dénaturent en bloc, les uns aprés les autres, lorsque 1’on soumet ’ADN double brin a des
conditions progressivement dénaturantes, physique (température) ( Rosenbaum and Reissner,

1987) ou chimique ( uréé/ formamide ) (Ficher and Lerman, 1983).
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Un domaine de fusion se compose de 25 a plusieurs centaines de paires de bases. Sa
dénaturation se produit a partir d’'une température de fusion (Tm) qui dépend de la stabilité
thermodynamique du double brin et des interactions entre les bases adjacentes d’un méme brin
d’ADN. Dans un gel de polyacrylamide contenant une concentration linéairement croissante
d’urée et de formamide, les fragments d’ADN de méme taille présentent une vitesse de migration
identique jusqu’a ce que des concentrations spécifiques d’agents dénaturants soient atteintes. Les
domaines de fusion de plus faible stabilité se dissocient alors et générent une molécule d’ADN

”

particuliecrement dénaturée (structure dite branchée”). Cette dénaturation partielle est
accompagnée d’un ralentissement important de la mobilité électrophorétique du double brin, du
fait de la structure branchée et de la réticulation du gel. Ainsi, toute modification de séquence
située dans le domaine de plus faible stabilit¢ modifie le Tm du fragment, donc la quantité
d’agent requise pour sa dénaturation, et par conséquent la mobilité électrophorétique du
fragment. La comparaison de la distance de migration des fragments d’ADN colorés au bromure
d’éthidium permet de détecter ceux qui ont eu une migration "anormale” c’est & dire porteurs
d’une variation nucléotidique.

La température de fusion de chaque domaine caractérisant une séquence peut Etre

déterminée a partir du programme informatique MELT 87 de (Lerman and Silverstein, 1987).
Ce programme calcule la courbe de fusion d’un fragment d’ADN donné (figure 12).
Avec l’avénement de la PCR, la technique DGGE a pu étre appliquée a des produits
d’amplification. Le choix des amorces se fait alors de telle sorte que la séquence a cribler
représente le domaine de plus faible stabilité du fragment amplifié. Généralement, la région
d’intérét comporte plusieurs domaines de fusion. Dans ce cas, seuls les domaines de plus basse
fusion sont analysables car I’ouverture d’un domaine de fusion peut considérablement ralentir le
fragment au point d’empécher la dénaturation des autres domaines. La carte de fusion d’un
fragment a analyser ne comporte parfois qu’un seul domaine de fusion. Sa dénaturation conduit a
la dissociation totale du double brin et par conséquent la migration devient ininterprétable.

La solution, pour éviter la dénaturation totale du double brin et pour permettre que toute
la séquence a analyser soit le domaine de plus faible stabilité, consiste souvent a insérer a
I’extrémité 5 d’une des amorces de PCR une séquence trés stable riche en guanine (G) et
cytosine (C) appelée (GC-clamp) qui crée artificiellement un domaine a haute température de
fusion (Sheffield et al, 1989 ; Meyers et al, 1985 ; Meyers et al, 1987a).

Ainsi, chaque fragment néosynthétis¢ pendant la réaction de PCR est « GC clampé »,

c’est a dire : il commence ou finit par la séquence riche en GC qu’il est difficile de dénaturer.
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Ce GC-Clamp est composé d’une succession de GC, d’une longueur comprise entre 60 et 80
nucléotides. Une base de thymine (T) est ajoutée de temps en temps pour faciliter I’ouverture du
clamp au cours de la dénaturation pendant la PCR.

Il est possible de remplacer le GC-clamp par un clamp chimique ( ChemiClamp) : un
dérivé du psoraléne (molécule retrouvée naturellement dans certains végétaux tels que : les
ombelliferes, les lIégumineuses et les rutacées), est ajouté en 5° de ’amorce et a la propriété de
s’intercaler entre les brins de 1’ADN puis de s’y lier de fagon covalente apres irradiation par les
ultra-violets (UV) a la fin de PCR (Costes et al, 1993).

La sensibilité de la technique DGGE est encore accrue par la détection des hétéroduplex.
Au cours de la réaction de PCR, des hétéroduplex se forment par ré association des matrices
sauvages et mutées. Ainsi, ce sont quatre espéces moléculaires différentes qui sont obtenues a la
fin de la réaction de PCR: un homoduplex sauvage, un homoduplex muté et deux
héteroduplexes. Les héteroduplexes, trés instables en raison de la présence d’un mis
appariement, seront les premiers a étre dénaturés.

En DGGE, apres révélation du gel, les sujets homozygotes, présente une bande, tandis
que les héteroduplexes, le plus souvent, quatre bandes distinctes sont observées. Il peut arriver
cependant que seulement trois ou deux bandes soient visibles, les déstabilisations n’étant pas
toujours trés importantes. Les migrations des héteroduplexes et des homoduplexes peuvent aussi

se comporter de la méme fagon (une seule bande est alors observée).

IV.2.2. Choix du gradient

Lerman et Silverstein (1987), ont écris plusieurs programmes d’aide a la DGGE. Deux de
ces programmes, MELT et SQHTX sont extrémement utiles et prédictifs quant aux conditions a
appliquer pour une molécule précise en DGGE. Ces deux programmes travaillent en termes de
température et non en concentration de dénaturant : il faut convertir en utilisant la formule
suivante :
DENCNC=3.2 x (EQTEMP - 57)
DENCNC = concentration en dénaturant
EQTEMP = équivalent température
Pour un gradient d’urée-formamide de 10 7 a 60 7 (60.125°Eq a 75.75°Eq), on estime que les
molécules sont soumises a des forces dénaturantes qui augmentent d’environ 0.975°Eq par
centimetre parcouru :

(75,75 - 60, 125)/16 = 0,975 °Eg/ecm (16 : hauteur du gel en cm)
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Le programme MELT 87 de Lerman Silverstein permet de calculer la courbe de fusion
d’une molécule d’ADN en fonction de sa séquence nucléotidique, cette courbe permet de révéler
la présence des domaines de fusion, dont les paires de bases se dénaturent toutes a la méme
température. Cela se traduit sur la courbe par la présence de plateaux (figure 12) :

- s’il y a un plateau unique, cela veut dire qu’il n’y a qu'un seul domaine de fusion et que la
DGGE ne permettra pas de détecter une mutation. Il faut essayer avec un GC clamp pour
introduire un domaine de fusion tres stable.
- 8’1l y a plusieurs plateaux, alors il y a autant de domaines de fusion et la DGGE détectera peut
étre les mutations situées dans le domaine de fusion le plus bas (plateau plus bas).

Apres avoir choisi un gradient d’agent dénaturant en fonction du Tm du domaine a analyser,
il est également possible d’apprécier le temps de migration nécessaire a 1’analyse d’un fragment
a I’aide d’un autre programme : le programme SQHTX (Lerman et Silverstein). Celui-ci fournit
la corrélation entre la dénaturation partielle et la mobilité €lectrophorétique, la constante de
dissociation en fonction de la température en degré-équivalents atteinte par le fragment d’ADN
dans le gel dénaturant, et la différence de migration entre les homoduplexes et les hétéro
duplexes.
Remarque : L exécution de ces deux programmes informatiques a été effectuée par un

spécialiste.

IV.2.3. Préparation d’un gel en gradient dénaturant

Nous avons utilisé un systéme classique d’électrophorese de protéine (systeme Hoeffer),
ou le gel est immergé dans un « aquarium » de tampon chauffé par un bain-marie a circulation
d’eau.

Notre systeéme d’électrophorése comprend deux espaceurs de 1,5 mm d’epaisseur, un
peigne de 11 dents, deux plaques de verre de 16 cm x 18 cm, deux pinces et un portoir avec une
bande de caoutchouc.

e Préchauffage

Préchauffer a 60°C la cuve d’électrophorese contenant 5 litres de tampon TAE 1X, par
I’intermédiaire d’un bain thermostaté a circulation d’eau.

e Préparation du bouchon

On préléve 10 ml de solution 0% dénaturante (6,5 Zacrylamide diluée dans TAE 1X),
puis on ajoute 70 pul de persulfate d’ammonium et 100 ul de TEMED pour une polymérisation
rapide. Ensuite on verse la solution sur une bande de papier Whatman préalablement disposée
sur la bande de caoutchouc, puis on applique la tranche du montage plaques de verre + espaceurs
+ pinces par dessus, la solution—bouchon monte par capillarité¢ entre les deux plaques de verre.

La polymérisation se fait apres 10 minutes.
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e Préparation d’un gel de polyacrylamide 10 - 60%

Préparation de la solution 1 (18 ml) :

TAE 50 X. oo 360 pul
Polyacrylamide ................oooiiiiii 2,34 ml
Solution 100% dénaturante (607 final) (Urée 7M, formamide désionisée 407.)
............................................................... 10.8 ml
HoO gSp.eeeeeie e 18 ml
Préparation de la solution 2 (18 ml) :
TAE 50 X o 360 ul
Polyacrylamide..............coooiiiiiii 2,34 ml
Solution 100% dénaturante (10 7 final) .................. 1,8 ml
HoO gSp.eeeeeie e 18 ml

On rince la tuyauterie du préparateur de gradient avec de 1’eau distillée en utilisant une
pompe péristaltique, puis on verse la solution 1(607%) dans la chambre de mélange, et on ajoute
90 ul de persulfate d’ammonium et 18 pul de TEMED aux solutions 1 et 2, La pompe est mis en
marche au maximum du débit.

En fin, on verse dans ’autre chambre la solution 2 (107%), puis lorsque la premiére solution arrive
aux plaques de verre, on ouvre la circulation entre les deux chambres, et on laisse le gel se
polymériser pendant 30 minutes.

e Conditions d’électrophorése

On mélange 6 ul de produits de PCR avec 2 ul de tampon de charge pour entrainer I’ADN au
fond du puits. L’¢électrophorese est effectuée a 160 V constants. La durée de migration est de 6

heures, température 60°C.

IV.2.4. Séquencage d’une bande obtenue par DGGE

Il permet la confirmation et la caractérisation d’une mutation détectée par DGGE et nécessite
quatre étapes :

e Découpage de la bande a étudier

Apres coloration au bromure d’éthidium du gel de DGGE, on découpe sous UV la bande
d’ADN dans le polyacrylamide et on la dépose dans un microtube.

e PCR

Dans un micro tube, on imbibe la bande de gel avec 34,5 ul d’eau distillée et 5 pl tampon Taq
DNA polymérase 10X, puis la préparation est gardée a 4°C pendant 10 heures. Apres on ajoute

a la PCR les substances suivantes:
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SAB (sérum albumine bovine) (Img/ml)....................... 2,5 uL
Oligonucléotides utilisés pour la PCR avant DGGE......... 25 a 50 pmoles
On compléte a 45 pl avec de I’eau s’il y a eu évaporation, puis on ajoute pendant la premicre
étape de renaturation :
5 ul ANTP 2 mM + 0,25 pul Taqg DNA Polymerase (1,25 U)
On utilise le méme programme que pour I’amplification avant DGGE
e Purification par électroélution

Pour I’extraction d’ADN de ce gel , nous avons utilisé la technique de Duro et al.,(1991) ;
1%¢ étape : Microélectrophorése

On découpe la bande d’ADN a purifier a partir du gel, puis on place ce morceau de gel
sur un petit carré de para film d’un petit dispositif utilisé pour 1’¢lectroélution d’ADN. Le
morceau de gel est disposé¢ a I'intérieur de I’¢électrode circulaire de platine (1’anode). Ensuite on
plante le fil de platine (la cathode) dans le gel sans le transpercer complétement, et on recouvre
le complexe gel ¢lectrodes avec une goutte de TBE 1X.

Les conditions d’électrophorese : 25 V pendant 2 minutes.
2™ &tape : Purification de ’ADN

On récupére la goutte de TBE 1X dans un micro tube a I’aide d’une micropipette, puis on
ajoute un volume de chloroforme pour extraire ’ADN et on agite, on récupere le surnageant,
puis on ajoute de I’acétate de sodium 3 M a une concentration finale dans le surnageant de 0,3
M. On Précipite avec 2 volumes d’éthanol 95% (- 20°C) pendant 15 minutes a 0°C.

Le mélange est centrifugé pendant 15 minutes a 12000 trs/ min a 4°C, on élimine le surnageant,
le culot est séché sous vide, et enfin, on resuspend I’ADN dans un tampon de TE.
e Séquencage de ’ADN double-brin

Pour la caractérisation des séquences polypyrimidiques de I’intron 8, nous avons utilisé la
méthode de terminaison de chaine décrite par (Sanger et al, 1977). L’ADN devant étre séquencé
est préparé comme une molécule a simple brin pour qu’il puisse agir comme une matrice pour
une synthése d’ADN dans la réaction de séquencage et pour permettre la fixation de 1'amorce,
ceci nécessite une dénaturation d’ADN en deux simples brins.

La réaction de séquengage débute dés lors que 1’on a ajouté une ADN polymérase I d’E
coli (Taq polymérase) a un milieu réactionnel contenant la matrice d’ADN simple brin , une
amorce les quatre désoxyribonucléosides triphosphates (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), un di-
déoxynucléotide différent par tube (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) et des
désoxyribonucléosides radiactifs. Dans cette incubation a 37°C, I’enzyme commence a copier

des matrices en étendant I’amorce liée. Au cours de cette polymérisation, les di-
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déoxynucléotides seront quelques fois incorporés a la place du déoxynucléotide correspondant
(par exemple, un ddGTP a la place d’'un dGTP). Dans cette éventualité, aucune élongation
postérieure ne peut se réaliser puisque des analogues di-désoxy sont dépourvus du groupement
3’-OH nécessaire a la formation de la liaison phosphodiester 3°—5’ suivante. Ainsi cette chaine
particuliére s’arréte a ce point. Par exemple, dans le tube ou a été ajouté du ddGTP, la réaction
s’arrétera quelquefois quand 1’enzyme rencontrera un C sur I’ADN a séquencer. Ceci conduira a
la production de produits de taille différente dans chaque tube, les quatre mélanges de réaction
subissent une électrophorése dans les rangées paralleles d’un gel de polyacrylamide en condition
dénaturante, le temps de migration dure trois heures. A la fin de la migration, le gel est séché
puis exposé pour autoradiographie. La séquence ADN est simplement déterminée par une lecture
du mode¢le de la bande sur 1’autoradiogramme du bas du gel vers le haut (c'est a dire en lisant la
séquence ADN dans le méme sens ou elle a été synthétisée a partir de I’amorce). La séquence
lue a partir du gel correspond a la séquence du brin ADN synthétisé¢ et il s’agit par conséquent de

la séquence complémentaire du brin de matrice ADN original.
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V. Résultats et discussion

Tableau 10. Différentes mutations CFTR chez 18 patients ayant une ABCD

avec leurs motifs de répétition (TG)n m(T)

Patients Caractéristiques Mutations du géne Alleles (TG)n m(T)
cliniques CFTR

P3 RAS AF508 / M952 1 (TG)10 9T/(TG)107T

(g P7 Sinusite chronique A445 E/R 117H (TG)11 9T/(TG)10 7T
- E P8 RAS 1556V /Q 1352 H (TG)11 7TTATG)117T
“g g’- P10 RAS D 443Y/ G542 X (TG)10 7T/(TG)10 9T
S ?.D_ P13 RAS AF 508 /A 1364 V (TG)10 9T/(TG)107T
g P14 Diarrhées AF 508 /R117 H (TG)109T/(TG)10 7T

% P15 RAS W 1282X /D1152 H (TG)10 7T/(TG)10 7T

P1 RAS AF 508 / - (TG)10 9T/ (TG)12 5T

- P2 RAS R553 X /- (TG)12 7T/(TG)10 7T

§ P4 RAS V232D/- (TG)10 9T/(TG)11 5T

% P5 RAS V5621/- (TG)10 7T/(TG)13 5T

% P6 RAS D1152H/- (TG)10 7T/ (TG)12 7T

§' P9 RAS 2184 del A/ - (TG)11 7T/ (TG)12 5T

% P11 RAS G1069 R /- (TG)10 7T/(TG)11 7T

% P12 RAS R117H/ - (TG)10 7T/(TG)11 7T

E P16 RAS AF 508 / - (TG)10 9T/(TG)12 5T

§ P17 Allergie AF 508 / - (TG)10 9T/(TG)12 5T
P18 RAS E 60X/ - (TG)9 9T/(TG)117T

A TDissue de la recherche des mutations du géne CFTR de ces sujets (Tableau 10) et

(figures 13a- d), un spectre de mutation a été établi; ce qui explique, la grande fréquence des

mutations du géne CFTR dans cette pathologie (Patricio et al, 1993 ; Oates and Amos, 1994 ;

Braekeller et al, 1996). En accord avec les premiers travaux (Dumur et al, 1990 ; Anne et al,

1997), la fréquence de la délétion AFS508 est la plus élevée. Elle a été identifiée sur 6

chromosomes. A coté de la mutation AF508, de nombreux autres défauts moléculaires ont été

observés, tel que la R117H décelée sur 3 chromosomes confirmant son apparition réguliére dans

cette pathologie ( Gervais et al, 1993), elle s’agit d’'une mutation capable d’exprimer envion 10%

de conductance canalaire résiduelle (Sheppard et al, 1993).
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Les autres mutations n’ont pas affect¢ plus d’un chromosome; tandis que, 11
chromosomes ne présentent aucune mutation.

En fait, tous les types de mutation ont déja été identifiées chez des patients atteints de
mucoviscidose (Anne et al, 1997, Dohle et al, 1999). Ceci a permis a de nombreux auteurs de
définir ’ABCD comme étant une mucoviscidose a expression génitale (Anguiano et al, 1992 ;
Ferec et al, 1996). La mutation A1364V qui semble étre parmi celles qui sont spécifiques a
I’ABCD selon de nombreux auteurs a été détectée chez un seul patient par apport a d’autres
¢tudes, ceci refléte trés probablement I’inégale répartition géographique des mutations du geéne
CFTR.

L’analyse des 36 chromosomes ABCD a donnée :

7/18 (38,88%) des patients présentant une double mutation hétérozygote (Pistes: A, B, C, D, E, F
et G) et 11/18 (61,12%) avec une seule mutation (Pistes: H, I, J, K, L, M, N, O, P, Q et R). Par
ailleurs, aucune mutation homozygote n’a été révélée pour AF508, ou un génotype hétérozygote
pour deux mutations séveres. Ce qui confirme 1’idée qu’un phénotype ABCD hétérozygote
résulte, soit de la combinaison de deux alléles, un de nature sévére et I’autre de nature modérée
ou peu sévere << Mild >>, soit I’association de deux all¢les qualifiés de peu séveres (Férec et al,
1994) . A noter que les mutations peu séveres ont un effet dominant par rapport aux mutation
séveres (Braeckeller et al, 1996 ; Dohle et al, 1999).

La mutation AF508/R117H (Piste: F) identifiée chez le patient (P14) a été observée a la
fois chez des patients présentant une mucoviscidose peu sévere avec suffisance pancréatique et
chez des patients stériles par absence de canaux déférents mais sans aucun autre signe clinique
( Anguiano et al, 1992). Cette complexité des relations génotype/phénotype du CFTR recut un
début d’explication lorsque des chercheurs montrérent que la mutation R117H pouvait étre
associée a deux haplotypes CFTR différents (Chu et al, 1991). 1l existe un variant pyrimidique

constitué d’une succession de thymidines situées en amont de 1’exon 9 du gene CFTR.

Ce variant peut se présenter sous trois formes dans la population générale, une suite de
5T, 7T ou 9T. Kiesewetter et al.,(1993); montrérent que chez les patients atteints de
mucoviscidose de génotype AF508/R117H, la mutation R117H était portée par un variant 5T
alors que les sujets stériles par absence de déférents de méme génotype mais sans mucoviscidose
voyaient leur mutation R117H portée par un variant 7T. Ce polymorphisme de T est situé en
position —5' de I’exon 9 et cette succession variable de pyrimidines est impliquée dans la
séquence consensus, du site accepteur d’épissage de I’intron 8 (Chu et al, 1991). Ainsi un variant
5T conduit & un messager trés incomplétement épissé, 90% environ du transcrit est anormal,

dépourvu d’exon 9 (exon 9), alors que 1’épissage est correctement réalisé avec le variant 7T ou le
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variant 9T(plus courte est la séquence poly-T en amont de I’exon 9 sur I’ADN génomique, plus
¢levée sera la proportion de ’ARNm sans exon 9 dans le cytoplasme). L’absence de 1’exon 9 est
la conséquence d’un mécanisme d’epissage alternatif. Les transcrits délétés de 1’exon 9
conservent leur cadre de lecture et pour cette raison, il n’est pas exclu qu’ils puissent jouer un
role physiologique dans les cellules.

Cependant, la séquence de I’exon 9 qui code pour une partie du premier NBF (NBF1), est
impliquée dans la fixation de ’ATP (via un motif de Walker) et semble donc indispensable a
I’ouverture du canal CI. En effet, les études de transfection des ADNc sans exon 9 dans des
cellules n’exprimant plus le CFTR montrent que la protéine délétée de 61 acides aminés est
immature et non glycosylée et que ces cellules sont incapables de restituer une conductance aux
ions chlorure ( Chu et al, 1993; Costes et al, 1995b). La proportion de transcrits CFTR sans exon
9 varie considérablement d’un individu a I’autre. Dans les cellules épithéliales bronchiques de
patients non atteints de mucoviscidose, il est enregistré jusqu’a 92 7 de messagers sans exon 9.
Ce résultat semble démontrer que 8 7 de messagers normaux sont suffisants dans certaines
cellules épithéliales pour maintenir 1’intégrité du potentiel transmembranaire ( Chu et al, 1991;
Chu et al, 1993)

Dans notre travail, 16.16 % des chromosomes ABCD analysés (6/36) sont porteurs d’une
séquence répétée ST; alors qu’elle n’est habituellement observée que dans 5% des chromosomes
normaux (Chillon et al, 1995 ; Mercier et al, 1995).

Cet allele 5T n’est pas retrouvé chez les sujets porteurs de 2 mutations sur le géne CFTR .

En revanche, 6/11 des patients chez qui nous n’avons pu trouver qu’une seule mutation sont
porteurs de cet allele 5T. Ceci montre sans ambiguité, I’implication de cette mutation chez ces
patients.

La présence du variant 5T en question dans le site accepteur d’épissage de I’intron 8
conduit a la synthese d’une tres faible quantit¢ d’ARNm CFTR normal; un sujet homozygote 5T
ne synthétise que 8% a 12% de la quantit¢é normale d’ARNm, ce qui permet toutefois la
synthése d’une quantité de protéine suffisante pour éviter un phénotype de mucoviscidose. Mais
pas réellement suffisante pour éviter 1’apparition de formes frontieres comme |’absence de
déférents. En revanche, lorsque ce chromosome portant un variant 5T est associé a un allele
portant une mutation délétére, la petite quantité¢ de messager CFTR normal (entre 3% et 8% peut
se traduire par une absence de canaux déférents chez I’homme (Ferec et al, 1996).

L’explication physiopathologique mise en avant serait un épaississement muqueux a
I’intérieur du canal déférent conduisant a une obstruction précoce intracanaliculaire et une

involution intra-utérine de ces canaux (Chillon et al, 1995)
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Partie expérimentale

Cette régle n’est trés certainement pas absolue. Pour preuve, des patients de génotypes
AF508/5T ont donné naissance a des enfants, mais également des patients porteurs de ce méme
génotype , présentant une mucoviscidose diagnostiquée, avec une atteinte pulmonaire discréte et
sans atteinte pancréatique, ont été décrits (Ferec et al, 1994).

La pénétrance de variant n’est pas totale et des études de transmission des haplotypes
dans ces familles montrent que d’autres genes ou d’autres facteurs génétiques sont probablement
impliqués dans cette pathologie comme le variant (TG)a, M470V, R75Q et F508C ( Estivill ,
1996; Anne de Mees et al, 1998; Rozmahel et al, 1996; Cuppens et al, 1998)
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Conclusion

La mucoviscidose survient chez des individus ayant hérité de deux génes CFTR mutes.
L’ absence, I’insuffisance ou le dysfonctionnement de la protéine CFTR altérent la perméabilité
au chlore et au sodium de la membrane des cellules épithéliales, entrainent aussi les
perturbations hydro électrolytiques a I’origine de I’hyper viscosité des secrétions muqueuses.

En dépit des progrés immenses qui ont été obtenus dans la compréhension des
mécanismes physiopathologiques, de nombreux domaines ou la connaissance est incompléte
persistent. Son diagnostic phénotypique est suggéré par des symptoémes cliniques évocateurs et
confirmé par un taux élevé de chlore dans la sueur des malades présentant les formes classiques
de la maladie. Cependant, la détection des formes frontieres de cette pathologie telle que
I’atresie bilatérale des canaux déférents est basée sur I’établissement de plusieurs examens
cliniques tels que : I’analyse biologique et biochimique du liquide séminal et une observation
échographique de leur appareil urogénital. Ces hommes, consultant pour stérilité n’ont aucun
signe apparent de mucoviscidose.

Le diagnostic génotypique repose sur la recherche des mutations dans le gene. Dans notre

étude, nous n'avons recherché que des mutations fréquentes dans la zone méditerranéenne et qui
sont facilement analysables et d’un co(t modeste.
Leur détection est effectuée par amplification par PCR des fragments d’ADN ciblés obtenus d’un
prélevement de sang, puis I’analyse des profils de restriction aprés digestion enzymatique des
produits PCR et migration par électrophorese en gel de polyacrylamide en présence de bromure
d’éthidium. Tandis que les séquences polypyrimidiques de I’intron 8 ont été identifiées par la
techniques de DGGE. Les résultats obtenus nous confirment que la mucoviscidose est présente
au sein de la population algérienne, et illustrent bien comment la combinaison des diverses
mutations de ce géne peut conduire a une variation dans le spectre des phénotypes observés chez
notre population, d’ou I’importance de I’instauration du test a la sueur dans nos hdpitaux pour la
confirmation de cette pathologie. Ceci va permettre aux médecins de mettre au point de
nouvelles approches thérapeutiques bénéfiques pour les malades; car, lors de nos enquétes, nous
avons constaté que beaucoup de malades mucoviscidosiques sont traités comme des
asthmatiques en raison de I’absence de diagnostic fiable de cette pathologie héréditaire.

L’étude du spectre de distribution des mutations du géne CFTR sur I’ensemble du
territoire algérien est donc indispensable, traduisant une connaissance des familles informatives
et I’élaboration de test prénatal, ainsi que I’incidence des hétérozygotes et homozygotes par le

biais d’une analyse génétique. Les résultats de I’analyse génétique permettront I’orientation des



familles a risque et I’établissement d’un véritable conseil génétique par I’élaboration des
programmes d’éducation afin de faire comprendre aux personnes la nature du risque de
transmission de mucoviscidose.

Notre travail ne représente qu’une approche sur I’étude des mutations du géne CFTR en
Algérie. Beaucoup d’autres mutations restent a rechercher et qui seraient probablement
specifiques a I’ Algérie.

De trés grandes perspectives, restent a concrétiser par des études plus vastes et plus
approfondies.

Le suivi des patients dans des centres de soins spécialisées, I’intensification de la
kinésithérapie respiratoire, le développement de I’antibiothérapie antipyocyanique et la prise en
charge nutritionnelle, permettront a des patients de plus en plus d’atteindre I’age adulte tout en
bénéficiant d’une meilleure qualité de vie. Certains patients peuvent méme devenir parents.
Cependant , en I’absence de traitement curatif, la transplantation pulmonaire est I’ultime recours
devant I’insuffisance respiratoire grave. Le développement des recherches dans les domaines de
la thérapie génique ou du traitement pharmacologique de la protéine CFTR font espérer des

traitements prometteurs.
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Résumeé

La mucoviscidose est la maladie génétique létale la plus fréquente des maladies
héréditaires chez les sujets d’origine européenne, de transmission autosomique récessive. Elle
affecte la plupart des organes comportant un tissu épithélial, siege de transport hydro
électrolytique transépithélial, notamment les voies aériennes, le pancréas, les voies biliaires,
I’intestin, les glandes sudoripares et le tractus genital. Le gene dont les anomalies sont
responsables de la mucoviscidose code pour une protéine canal CI dénommée CFTR ( cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) qui exerce de multiples fonctions dans la
cellule, I’'une des plus importantes est le contréle des transports de sodium et de chlore a
travers les épithéliums. Cette fonction défectueuse se traduit notamment par une production
de secrétions anormalement visqueuses qui obstruent les canaux excréteurs de ces organes
cibles : on observe alors une dilatation , une inflammation et une atrophie de ces organes. Elle
se traduit également par une augmentation de la concentration en sodium et en chlore dans la
sueur, a la base du test de la sueur.

Afin d’effectuer un diagnostic phénotypique et génotypique chez une partie de la
population algérienne, notre étude a été réalisée sur 34 patients dont 18 sujets masculins chez
qui le diagnostic de I’atrésie bilatérale des canaux déferents a été confirmé par des analyses
biologiques et biochimiques du sperme et par une échographie approfondie de leur appareil
urogénital et 16 patients avec d’autres symptémes évocateurs de la mucoviscidose chez qui le
contexte clinique a été confirmé par un test de la sueur. Cependant, les anomalies du géne
CFTR ont été déterminée par électrophorése en gel de polyacrylamide des produits PCR
(Polymeérase Chain Reaction ), apres digestion enzymatique, puis visualisés aux ultraviolet
(UV) aprés action du bromure d’éthidium.Tandis que la caractérisation des séquences
polypyrimidiques de I’intron 8 impliqué dans I’épissage alternatif a été effectuée par la
technique d’électrophorese en gradient de gel dénaturant (DGGE) et par le séquencage de ses
sites donneurs, accepteurs et de branchement. Ce qui nous a permis d’identifier neuf alléles
caractérisés chacun par le motif de répétition (TG)n m(T).

Toutes les mutations détectées lors de notre étude ont déja été identifiées chez des
patients atteints par cette pathologie dans d’autres populations du monde. Toutefois, le
nombre important de mutation trouvé par rapport a celui des patients étudiés témoigne que
I’origine de cette grande variabilité clinique qui caractérise la maladie est la conséquence

d’une diversité énorme de défauts moléculaires du géne CFTR.

Mots cles: Fibrose cystique, mucoviscidose, ABCD, mutations CFTR, symptémes cliniques



	01 Couverture.pdf
	02 Table des matières.pdf
	03 Liste des abréviations.pdf
	04 Liste des tableaux.pdf
	05 Introduction.pdf
	06 Partie Théorique.pdf
	07 Partie expérimentale.pdf
	08 conclusion.pdf
	09 Références bibliographique.pdf
	10 Résumé.pdf

