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La mucoviscidose est une maladie monogénique, autosomique récessive,
touchant au moins 100 000 personnes dans le monde. Des mutations du gene CFTR,
le gene codant pour le canal ionique épithélial qui transporte normalement le chlorure
et le bicarbonate, entrainent une altération de I'hydratation et de la clairance du
mucus. Par conséquent, La mucoviscidose classique se caractérise par une infection
et une inflammation pulmonaires chroniques, une insuffisance pancréatique exocrine,
une infertilité masculine, et peut inclure plusieurs comorbidités telles que le diabéete
lié a la mucoviscidose ou la maladie hépatique liée a la mucoviscidose. Cette maladie
autosomique récessive est diagnostiquée dans de nombreuses régions a la suite d'un
dépistage néonatal, tandis que dans d'autres régions, le diagnostic repose sur un
ensemble de manifestations cliniques multi-organes reconnues, sur des
concentrations élevées de chlorure dans la sueur ou sur des mutations du gene CFTR.
Dans certains cas, cette maladie est moins facile a diagnostiquer car elle ne touche
gu’un seul organe, cette situation est considérée dans le contexte de variants
génétiques entrainant une fonction résiduelle de la protéine. [1][2]

La recherche sur la mucoviscidose s’est considérablement intensifiée apres la
découverte du gene régulateur de la conductance transmembranaire de la FK (CFTR),
qui compte plus de 2100 mutations différentes.

L’espérance de vie des personnes atteintes de mucoviscidose a été
progressivement améliorée grace aux stratégies de gestion, notamment
I'augmentation de la clairance mucociliaire et le traitement agressif des infections.
Cependant, la restauration de la fonction de la protéine CFTR grace a de nouveaux
médicaments modulateurs a petites molécules transforme la maladie pour de
nombreux patients. Les pipelines d'essais cliniques explorent activement de
nombreuses autres approches, qui seront de plus en plus nécessaires a mesure que
la survie s'améliore et que la population d'adultes atteints de mucoviscidose

augmente.
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Le type de la mutation est un facteur déterminant dans la prise en charge. Les
nouveaux traitements se basent sur la détermination du profil mutationnelle chez la
population atteinte afin d’améliorer la prise en charge de ces patients. Pour les
patients présentant des mutations communes comme la mutation F508del, les
modulateurs de CFTR transforment la vie et peuvent méme prévenir des complications
majeures s'ils sont utilisés des la petite enfance. Pour certains patients présentant des
mutations rares du CF7R, une voie de traitement doit encore étre développée.

Le séquencage Sanger a la recherche de la mutation deltaf508 est la méthode
adoptée dans I’ensemble des laboratoires de génétique médicale au Maroc,
cependant, la majorité des patients n’étaient pas porteurs de cette délétion.

Les technologies de séquencage de nouvelle génération en précisant ‘NGS 2éme
génération’ permettent de couvrir tout le gene CFTR, avec des résultats moins couteux
et rapide. Alors que la technologie 3¢me génération, notamment le nanopore, a les
mémes caractéristiques que la technologie précédente mais avec une rapidité plus
importante et un cout moindre, ce qui la rend une technologie avec beaucoup de
potentiel dans le futur.

Dans notre étude, nous nous sommes basés sur la technologie nanopore afin
de déterminer les mutations les plus fréquentes dans notre population, aussi bien,
nous avons examiné la qualité et I'intérét du nanopore dans les diagnostics ciblés et

long range PCR.

Les objectifs de notre travail sont les suivants :

e Décrire les différents aspects cliniques de la mucoviscidose chez nos patients.

e Décrire le profil moléculaire de la mucoviscidose chez nos patients.

e Evaluer la fiabilité et l'intérét du nano séquencage dans le diagnostic
moléculaire de la mucoviscidose au Maroc.

e Attirer I'attention sur les difficultés de diagnostic de la mucoviscidose dans

notre pays.
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Il s’agit d’une étude rétrospective basée sur une analyse clinique descriptive puis

moléculaire par séquencage par nanopore.

. La population étudiée

L’étude a recruté 16 patients suspects atteints de mucoviscidose et adressés au

service de génétique du CHU Hassan Il Fes pour analyse moléculaire.

1.Critéres d’inclusion :

w Tableau clinique orientant vers une atteinte de mucoviscidose.

w Test de la sueur suspect.

2.Criteres d’exclusion :

w Confirmation d’un autre diagnostic

Il. Le recueil des données

Pour que notre étude soit une source d’information utile, nous avons recueilli les
données nécessaires a I’aide d’une fiche d’exploitation (voir annexe).
Les données recueillies sont :
Nom ;
Prénom ;
Sexe ;
Date de naissance ;
Région géographique ;

Age au diagnostic ;

AN N N N NN

Age de début de symptomes ;
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v Consanguinité ;
Résultat du test de la sueur ;
Présence de manifestations digestives ;

Présence de manifestations pulmonaires ;

Poids et taille ;

v
v
v
v Agénésie bilatérale des canaux déférents ;
v
v Examens radiologiques ;

v

Explorations fonctionnelles respiratoires ;

lll. Nature de prélevement et conservation.

Pour chaque patient un préléevement de 3 a 5 ml de sang veineux périphérique a
été recueilli dans un tube EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-acétique acide) qui peut étre

conservé a 4°C ou -20°C pour une utilisation ultérieure.

IV. Extraction de I’ADN :

L’extraction de I’ADN est la premiere étape pour I’analyse moléculaire. Elle
consiste en I'isolement de ’ADN génomique a partir du plasma en quantité suffisante
pour permettre son analyse. Les échantillons pour lesquels I’amplification par PCR est
satisfaisante feront I'objet d’un séquencage dans le but de détecter les mutations

génétiques.
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1.Principe :

L’extraction de I’ADN génomique a été effectuée a I'aide du kit PureLink ™
(référence : K1820-01, K1820-02), elle est basée sur la liaison sélective de I’ADN a
une membrane a base de silice en présence de fortes concentrations de sels
chaotropiques. Le lysat est préparé a partir du sang, les cellules sont digérées avec la
protéinase K a 56°C en utilisant une formulation de tampon de digestion optimisée
facilitant la dénaturation des protéines et renforcant l'activité de la protéinase K. Le
lysat est mélangé a I'éthanol et au tampon de liaison qui permet une forte liaison de
I'ADN avec la colonne de rotation.

L'ADN se lie a la membrane a base de silice dans la colonne et les impuretés
sont éliminées par lavage en profondeur avec des tampons de lavage. L'ADN est

ensuite élué dans le tampon d'élution a faible teneur en sel.

2.Protocole :

Dans un tube Eppendorf de 1,5ml, un volume de 200pl du sang est mélangé avec
20ul de la protéinase k et 200pul de la solution de lyse, vortexé puis incubé pendant
10min a 60°C. Par la suite, une série de lavages a été effectuée ; a I’aide de 200l
d’éthanol absolu, puis le mélange est remis dans une colonne PureLink™ et centrifugé
ITmin a 8000rpm, le tube collecteur fourni par le kit doit étre jeté a chaque fois. Un
deuxieme lavage est réalisé avec 400ul d’une solution tampon « Wash Bufferl », le
mélange est ensuite centrifugé Tmin a 8000rpm et le culot est par la suite jeté. Le
dernier lavage est effectué avec 400ul de tampon « Wash Buffer2 » et centrifugé 3min
a 14000rpm.

La colonne est mise dans un tube Eppendorf de 1,5ml et 70ul de tampon
d’élution sont ajoutés.
On incube 5min a température ambiante. Une derniére centrifugation d’Tmin a

8000 rpm est réalisée pour récupérer I’ADN génomique.
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3.Analyse qualitative de I’ADN extrait par NanoDrop®

Le dosage de I’ADN extrait est réalisé par spectrophotométrie a 260nm sur
Nanodrop® qui permet de déterminer sa pureté:
e L’ADN est donc qualifié de pure si le ratio 260/280 est compris entre
1,8 - 2.
e Le rapport >2 indique une contamination par les ARN.

e Le rapport <1,8 en faveur d’une contamination par des protéines.
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V. Ségquencage ciblé du gene CFTR par Oxford Nanopore

Technology (ONT)
1. Principe

Le séquencage par nanopore est une technologie unique et évolutive qui permet
une analyse directe en temps réel de longs fragments d'’ADN ou d’ARN. Il fonctionne
en surveillant les modifications d'un courant électrique lorsque les acides nucléiques
passent a travers un nanopore protéique. Le signal résultant est décodé pour fournir
la séquence d'ADN ou d'ARN spécifique. Nous avons utilisé la technologie long-range
PCR, puis on a séquencé par nanopore le produit de PCR apreés préparation de la

librairie.

2. Protocole

2.1 PCR : 6 PCR différentes pour détecter 13 variants

Dans 6 tubes PCR différents de 0,2 ml, un mélange PCR (sur glace) a été préparé
comme suit (1 mélange/amplicon) en utilisant la méme amorce de code-barres pour
les 6 amplicons mais le code-barre est changé entre les patients (1 code-barre = 1

patient).

Tableau 1 : Composition du milieu réactionnel

Réactifs Volume
ADN 100 ng/ul (1 ul)
Amorce F a 10uM 0.25ul
Amorce R a 10uM 0.25ul
Amorce Barcodée a 10 uM 0.5ul
LongAmp Hot Start Tag 2x Master mix 12.5ul
Nuclease-free water Jusqu’a 25ul
Volume total 25 ul
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Tableau 2 : les mutations ciblées par les 6 amplicons :

Nomenclature

from to GRCh38

. NM_000492.4 GRCh38 Amplicon size
traditionnelle chr7
71141G>T g. 117534366 117534040 to
117534366 €.579+1G>T 1 6.5
(10.8%) G>T 117540515
g. 117535348 117534040 to
11753534 L227R (29 680T 1 .
535348 %) .680T>G e 117540515 6.5
117540230 117534040 t
117540230 | R334W (1.4%) .1000C>T s 1 ° 6.5
C>T 117540515
g. 117540270 117534040 to
117540270 | R347P (1.4%) .1040G>C 1 6.5
G>C 117540515
9- 117559591~ 117559121 to
117559591 | F508del (32.4%) | c.1521_1523del 117559593 2 0.836
117559935
delCTT
g. 117587778 117586968 to
11758777 42X (5.4% 1624G>T 4
587778 | G542X (5.4%) C.1624G> o 3 117509013 5,946
117592147 117586968 t
117592147 | 2113delA (1.4%) c.1981del s 3 ° | 5946
delA 117592913
_ g.117592218-
117509218 2183AA->G | ¢.2051_2052delins 117509310 ; 117586968 t0 |
%7?) G 117592913 :
AA>G
g. 117627525 117627056 to
117627525 | R1158X (1.4%) €.3472C>T 4a 0.8
C>T 117627831
g. 117627537 117627056 to
117627537 R1162X (4% 3484C>T 4 .
62753 62X (4%) €.3484C> cor a 17697851 0.8
3849+10kbC>T g. 117639961 117639581 to
117639961 .3718-2477C>T 4b 0.83
(1.4%) C>T 117640389
g. 117642566 117642061 to | 11,18
117642566 | W1282X (6.8%) .3846G>A 5
G>A 117653225 4
g. 117652877 117642061 to | 11,18
117652877 | N1303K (3.4% 13909C>G 5
(3.4%) ¢ g C>G 117653225 4
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2.2. Amplification :

6 amplicons ont été ciblés, pour cibler 13 variants observés chez la population

marocaine rapportés par des études francaises .

Amplicon 1 (6.5kb): Primers cover region: chr7:117540515 to 117534040 (GRCh38)
hCFTR_ampliconl Fwd: TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCTTTCTGCCTAGATGCTGGGAAAT
hCFTR_ampliconl Rev: ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCTCATACTGTCCAGAGAAATGCTAGG

Amplicon 2 (0.836kb): Primers cover region: chr7:117559121 to 117559935 (GRCh38)
hCFTR_amplicon2 Fwd: TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCCACTCGACACAGAGTGAGCA
hCFTR_amplicon2 Rev: ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCAACCATTGAGGACGTTTGTCTC

Amplicon 3 (5.946kb): Primers cover region: chr7:117586968 to 117592913 (GRCh38)
hCFTR_amplicon3 Fwd: TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCGGGATAGTATTTAGCTTTCTCCAGG
hCFTR_amplicon3 Rev: ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCCACTGGCTTAGTAGAGGACCA

Amplicon 4a (0.8kb):  Primers cover region: chr7:117627056 to 117627831 (GRCh38)
hCFTR_amplicon4a_Fwd : TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCATCATGAAGAGTTCACTTAACCACC
hCFTR _amplicon4a_Rev : ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCTAGATTCTGCTAACACATTGCTTCA

Amplicon 4b (0.830kb): Primers cover region: chr7:117639581 to 117640389 (GRCh38)
hCFTR_amplicondb_Fwd : TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCTGGATGAACTTAACTGCTTTCTCC
hCFTR _amplicon4b_Rev : ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCTGGGAAAGACTGGATGAAGAGG

Amplicon 5 (11.184kb): Primers cover region: chr7:117642061 to 117653225 (GRCh38)
hCFTR_amplicon5 Fwd: TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCTTGCAGGTCTCTGCTTCTGG

Figure 1 : les amorces des 6 différents amplicons désignés.
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Le programme de PCR utilisé est représenté sur le Tableau 3 :

Tableau 3: Programmation de la PCR

Etape Température | Temps Nombre de cycles.
Dénaturation initiale 94°C 30 secs | xI1
Dénaturation 94°C 20 secs | x5 (Dénaturation,
Hybridation 59°C 50 secs | Hybridation, Elongation)
Elongation 65°C 7 min
Dénaturation 94°C 20 secs | x30 (Dénaturation,
Hybridation 62°C 50 secs | Hybridation, Elongation)
Elongation 65°C 7 min
Elongation finale 65°C 7 min | x1
Stockage 4°C )

2.3. Analyse d’ADN amplifié par électrophorése sur gel d’agarose

S5ul du produit PCR a été déposé sur un gel d'agarose a 0,8% pendant environ
30 a 45min a 90 mV,

2.4 Purifier I'ADN restant en utilisant les billes Ampure 0.8X (volume de billes

: volume d'ADN = 0.8:1) Billes Agencourt AmpureXP, Beckman Coulter, Catalogue#

A63881

Pour une meilleure purification : il faut purifier chaque amplicon séparément
mais regrouper le méme amplicon provenant de différents patients (ils ont des codes-
barres différents) selon le protocole suivant :

Préparer les billes AMPure XP pour l'utilisation (laisser chauffer environ 5

minutes a température ambiante) et les remettre en suspension par vortex.
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Transférer les produits PCR (chaque amplicon séparément) dans un tube DNA
LoBind de 1.5ml et ajouter 0.8x de billes AMPure. Mélanger en tournant le tube.

Incuber sur un mélangeur rotatif pendant 5' a température ambiante.

Faire tourner I'échantillon (1000g pendant 15") et le mettre sur un aimant.
Garder le tube sur lI'aimant et retirer le surnageant a la pipette.

Maintenir le tube sur l'aimant et ajouter 5 volumes d'EtOH 70% fraichement
préparé (avec de l'eau exempte de nucléase) sans toucher le culot. Retirer I'EtOH a
I'aide d'une pipette.

Répéter I'étape précédente.

Faire tourner et replacer le tube sur I'aimant. Enlever a la pipette tout résidu
d'EtOH et laisser sécher brievement (15 a 30" maximum).

Retirer le tube de l'aimant et le remettre en suspension dans 12ul de 10mm
Tris-HCI pH 8.0 avec 50mM NaCl. Incuber pendant 2 minutes a température ambiante.

Pelleter les perles sur 'aimant jusqu'a ce que |'éluat soit clair (environ 2 a 5
minutes). Retirer et conserver I'éluat (garder sur la glace).

2.5. Doser les produits PCR purifiés en utilisant le Nanodrop

Prélever 1,5ul des produits PCR purifiés et évaluer le rendement et la qualité de
I'ADN en utilisant un lecteur nanodrop (garder le produit sur la glace).

Conservez les produits PCR a 4°C si vous ne passez pas immédiatement a la
préparation de la librairie.

2.6. Préparation de la librairie Nanopore en utilisant SQK-PBK004 et une Flow

cell FONGLE

Diluer 100 fmol du produit PCR dans 5 ul de 10mM Tris-HCI pH 8.0 avec 50mM
NaCl dans un tube DNA LoBind de 1.5ml. A cette étape, nous pouvons regrouper les
différents amplicons si nécessaire !

NB : Utiliser le calculateur Biomath (Promega) pour convertir les ug en pmol.
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Ajouter 0.5ul de RAP aux 5ul de la librairie d'ADN amplifié.

Mélanger doucement en pipettant.

Incuber la réaction pendant 5 minutes a température ambiante, puis conserver
la librairie sur la glace jusqu'a ce qu'elle soit préte a étre chargée.

Procéder ensuite a I'amorcage et au chargement de la cellule Flongle.

2.7 chargement de la flow cell :

Décongeler le tampon de séquencage (SQB), les billes de chargement (LB) et le
tampon de rincage (FB) du kit d'expansion de séquencage Flongle et la longe de

rincage (FLT) du kit d'amorcage de la cellule d'écoulement (EXP-FLP002)

Seal tab

Air vent

Sample port
Drain port

Waste port

Figure 2 : Image montrant les composantes de la flow cell [1]

Mélangez les tubes de tampon de séquencage (SQB), de Flush Tether (FLT) et
de tampon de rincage (FB) par vortex et centrifugez a température ambiante. Dans un
tube Eppendorf DNA LoBind frais de 1,5 ml, mélangez 117 ul de tampon de rincage

(FB) avec 3 ul de Flush Tether (FLT) et mélangez en pipettant. [1]
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Pour amorcer votre cellule d'écoulement avec le mélange de tampon de
rincage (FB) et d'attache de rincage (FLT) qui a été préparé précédemment, Placez la
pointe de la pipette P200 a l'intérieur de l'orifice d'échantillonnage et distribuez
lentement le fluide d'amorcage dans le Flonglet I'orifice d'échantillonnage ou la pointe
de la pipette.

Mélanger au vortex le flacon de billes de chargement (LB). Préparez
immédiatement le mélange de séquencage dans un nouveau tube Eppendorf DNA
LoBind de 1,5 ml pour charger le Flongle, comme suit:

SQB; 15 ul, LB;10 ul, DNA librairie:5 ul : total de 30 pl.

Placez I'embout P100 a l'intérieur.

L’orifice d'échantillonnage et distribuez lentement le mélange de séquencage

dans la cellule d'écoulement en tournant le piston de la pipette vers le bas.

Figure 3 : Image montrant la technique de chargement de la librairie[1]
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2.8 Lancement de séguencage :

Votre MinlON Mk1B et la flow-cell devraient toujours étre connectés. Vérifiez
gue votre MinlON Mk1B est branché sur le port USB 3.0 de votre ordinateur, et que la
flow-cell est bien fixée sur le MinlON Mk1B.

Vérifiez que le logiciel MinKNOW est toujours ouvert. Accédez a la page d'accueil
Start et sélectionnez Start Sequencing. A partir de 13, sélectionnez les paramétres

d'exécution de votre expérience dans les différents onglets.

GXBOZ294  REMOTE

GXB02294

Start

B Application settings

Figure 4 : page de lancement de séquencage.

2.9 Analyse des séquences :

L’analyse des séquences se fait par le logiciel EPI2ME labs.

Les fichiers brutes obtenus apres séquencage sont downloadés sur I’ordinateur,
ensuite chaque bar code va avoir un fichier particulier pour chaque amplicon donné.

Les fichiers seront chargés sur le logiciel epi2Me. Ce dernier est construit sous
forme d’étapes d’analyse a suivre afin d’obtenir des programmes qui seront exécutés
I’un apres I'autre pour aligner le génome 38 humain, analyser la qualité des séquences

obtenues par séquencage et enfin obtenir des fichiers bam qui seront alignés.
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Nous avons utilisé le programme IGV pour I’alignement des séquences.

IGV hgss a7 - ohr.117.568,080-117.668.88 @, E08bp ursor Guide ) ( Center Line | (T o
CI'E I TN TN I »d I I E T B B e
17,556,260 b 350,500 0p 9750 bp
Ampl 2 CFTR bed 3

Ampl 2 CFTR

Common SNPs 150}

+

¢
¢
¢
¢
[Rotaen Ganos] T ————— o

Figure 5: Image montrant I’alignement des séquences sur IGV

Le logiciel epi2me lab permet de générer des fichiers VCF rapportant toutes les
variantes observées sur les séquences avec leur qualité. Une vérification manuelle est

toujours indiquée pour éviter les fausses variantes liées aux erreurs de séquencage.

chr? 117 558,548
Total Count 5735

A 20(0%, 17+ 3}

C 3622 (54%, 2055+, 1567-)
G 5 (0%, 4+ 1-)

T 3088 (46%, 1852+, 1438 )
N O

INS 45

Refseq Genes s y 8 B

CFTR-AS
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RESULTATS
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| —~Analyse des observations :

1- Caractéristiques générales des patients:

Notre série d’étude comporte 11 garcons, soit 68.75% et 5 filles. Le sexe ratio
est de 2.2
L’age moyen de nos patients est de 13.46 ans avec des extrémes allant de 2

mois a 40 ans avec une moyenne de 13.46 ans.

® Masculin = Féminin

Figure 6 : Répartition des patients selon le sexe
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2- Données épidémiologiques :

2-1-0Origine géographique des patients :

Notre étude inclus les patients provenant du nord-est du Maroc. 8 patients sont
originaires de Fes, 3 sont originaires de Taza (18.75%), 4 de Taounate (25%) et un

patient est originaire de Sefrou.

= Fés = Taounate = Taza Sefrou

Figure 7 : Origine géographique des patients

2-2-Age au Diagnostic/Age de début des symptémes :

Les premiers symptomes de la maladie sont apparus le plus souvent au cours
des 2 premieres années de vie avec un age médian de 4 ans et des extrémes allant
des premiers jours de vie a 15 ans.

L’age moyen au diagnostic dans notre série était de 9 ans avec des extrémes
entre 2 mois et 40 ans.

A base de ces résultats on peut objectiver un retard de diagnostic chez notre
population, marqué par la différence d’age entre le début des symptomes et le

diagnostic.
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3- Antécédents de consanquinité :

La notion de consanguinité a été rapportée chez 8 patients (50% des patients)
qui était dans la plupart des cas de premier degré ( 87,5%)

On note également un seul cas présentant des antécédents familiaux avec 3
déces dans la fratrie survenus en bas age dans un tableau respiratoire évocateur de

mucoviscidose .

Tableau 4 :_La consanguinité chez les parents

Effectifs Pourcentage Somme
Consanguinité ler degré 7 43,75% 8
2¢éme degré 1 6,25%
Pas de notion de Consanguinité 8 50% 8
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4- Motif de consultation :

La mucoviscidose est une pathologie hétérogene dont le tableau clinique est
tres polymorphe, la majorité des patients de notre série était adressée devant des
signes respiratoire, marqués par une détresse respiratoire, ou des
bronchopneumopathies a répétition. Les autres motifs étaient des signes digestifs de
type diarrhée graisseuse, vomissements. 2 cas ont été adressés pour azoospermie

avec agénésie des canaux déférents.

Tableau 5 : Motifs de consultation de nos patients

Motif de consultation Effectifs Pourcentage
Détresse respiratoire 8 50%
Diarrhée graisseuse et vomissement 2 12,5%
Azoospermie 2 12,5%
Infection respiratoire 2 12,5%
Ictere cholestatique 2 12,5%
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5-Signes clinigues :

La présente étude a inclus 16 patients atteints cliniguement de mucoviscidose.
Les manifestations cliniques les plus fréquentes étaient I’atteinte pulmonaire
rapportée chez 87,5% de la population étudiée, notamment les infections respiratoires
a répétition, la bronchite chronique et I’asthme réfractaire . Le retard staturo-pondéral
était présent chez 50% des cas , les signes digestifs étaient moins fréquents et
dominés par une diarrhée chronique graisseuse (chez 43,75%), et une hépatopathie
chronique .

Les manifestations cliniques présentes au cours de la période néonatale étaient
principalement I'ictere cholestatique retrouvé chez 2cas soit 12.5%, I'iléus méconial
présent chez un cas , et le tableau respiratoire chez un nouveau-né qui a été

hospitalisé pour détresse respiratoire
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Figure 8 : Les signes cliniques retrouvés chez nos patients par ordre de fréquence
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6-Test de la sueur:

Pour le test de la sueur, il n’a été réalisé que chez 9 patients (56.25%), 4 enfants
sur 9, soit 44.44% ont été testés positifs, dont un avait des résultats douteux et 4
testés négatifs.

Les chiffres varient entre 49 a 120 mmol/l avec une médiane du chlore sudoral

a 72 mmol/I.

Test de la sueur

_/

m Positif m Négatif = Douteux Non réalisé

43,75%
~

6,25%

Figure 9: Valeurs du chlore sudoral : Test de la sueur
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7- Signes radiologiques :

La grande majorité des patients était adressée pour une atteinte pulmonaire.
L’ensemble de nos patients ont bénéficié de radiographies thoraciques, et
seulement 8 d’entre eux ont bénéficié d’'une TDM thoracique.
La radiographie thoracique avait objectivé une distension thoracique chez tous
nos malades, un syndrome bronchique chez 93,75 % des patients.
Sur TDM pulmonaire les signes observés étaient comme suit:
e Ladistension thoracique quasi-constante; a été retrouvée chez 93,75% des
patients.
e Les lésions de DDB ont été observées chez 6 patients (soit chez 37,5 %)
avec aspect en verre dépoli.
e Les signes de tuberculose rapportés chez un seul patient prétant confusion

avec le diagnostic de la tuberculose pulmonaire .

8- Explorations fonctionnelles respiratoires:

2 patients sur 16 ont bénéficié d’une exploration fonctionnelle respiratoire au
cours de leur suivi, soit 12,5 % des cas qui a objectivé un syndrome obstructive sévere

chez les 2 cas.
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II. Résultats du nanoséquencage

Les Long-range PCR ont été réalisées avec analyse sur nanopore de 6 amplicons
ciblant 13 variants déja décrits chez des patients marocains résidents en France.
Les résultats étaient comme suit :
= L’analyse a confirmé la délétion 508 déja observée chez 2 patients par
séquencage classique Sanger.
= chez 3 patients, on a mis en évidence 3 mutations faux-sens
pathogénes a I’état hétérozygote
= un seul patient avait une mutation de signification incertaine a I’état
hétérozygote.
L’analyse des amplicons des différents patients est résumée sur le tableau ci-
dessous en objectivant les différents variants introniques et exoniques rapportés dans

la littérature ainsi que les nouveaux variants.
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Tableau 6 : Les différentes mutations retrouvées chez nos patients.

chr position ref alt nature
P1 7 117559591A93 Del TCT hétérozygote Pathogene
P1 7 117627445 T Del T hétérozygote NON décrite
P2 7 117559591A93 Del TCT hétérozygote Pathogéne
P3 7 117592854 A T hétérozygote Bénigne
P3 7 117591780 A G hétérozygote Bénigne
P3 7 117588150 T C hétérozygote Bénigne
117536578 |
P3 7 InsG hétérozygote NON décrite
117536579 2Y9 !
P3 7 117536579 | InsG hétérozygote NON décrite
117536580 Y9
P3 7 117559676 DelT hétérozygote NON décrite
P4 7 117591873 C T hétérozygote Bénigne
P4 7 117592855 C T hétérozygote Bénigne
117627612 " -
P4 7 C T hétérozygote Bénigne
P4 7 117627630 A G hétérozygote Bénigne
P5 7 117652483 InsrG hétérozygote NON décrite
P5 7 117647669 C T hétérozygote Bénigne
P5 7 117642488 DelT hétérozygote NON décrite
P6 7 117591798 T C hétérozygote Bénigne
P7 7 117591514 A G hétérozygote Bénigne
P7 7 117591643 C T hétérozygote Bénigne
P8 7 117535525 A ATT homozygote NON décrite
. Probablement
P9 7 117587801 T TG hétérozygote .
pathogene
P9 7 117591798 T C hétérozygote Bénigne
P9 7 117539188 C T hétérozygote NON décrite
P9 7 117559546 C T hétérozygote Pathogene
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P10 7 117590713 C T hétérozygote NON décrite
P10 7 117591644 C T hétérozygote NON décrite
P10 7 117647423 T C homozygote Bénigne
P10 7 117648003 AGT A hétérozygote NON décrite
P11 7 117535348 T. G hétérozygote Pathogene
P12 7 117647423 T C homozygote Bénigne
P12 7 117647368 G A hétérozygote Bénigne
P12 7 117648702 A T hétérozygote NON décrite
P12 7 117649956 C T hétérozygote Bénigne
P12 7 117650204 C T hétérozygote NON décrite
P12 7 117651217 T A hétérozygote NON décrite
P12 7 117652483 G GT hétérozygote NON décrite
P13 7 117535659 G T hétérozygote NON décrite
P13 7 117642914 C T hétérozygote NON décrite
P14 7 117534111 T C hétérozygote Bénigne
P14 7 117535525 A ATT homozygote NON décrite
P15 7 117647258 C G hétérozygote NON décrite
P15 7 117647368 G A hétérozygote Bénigne
P15 7 117647423 T C homozygote Bénigne
P15 7 117648548 T C hétérozygote NON décrite
P15 7 117648003 A AGT hétérozygote NON décrite
P15 7 117539699 T C hétérozygote NON décrite
P16 7 117534111 T C hétérozygote Bénigne
P16 7 17535525 A ATT homozygote NON décrite
P16 7 117539699 T C hétérozygote NON décrite
Significati
P16 7 117540282 C G hétérozygote |.gn| |ca. on
incertaine
P16 7 117650123 T C hétérozygote Bénigne
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DISCUSSION
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|. Epidémiologie :

La mucoviscidose est la plus fréquente des maladies génétiques autosomiques
récessives graves dans la population Caucasienne. En effet, son incidence est de 1/
2500 naissances. L'épidémiologie de la mucoviscidose au Maroc est peu documentée
par rapport a ses voisins algériens et tunisiens. Aucune donnée précise, n'est
disponible, sur la prévalence de la mucoviscidose dans notre pays. Les données de la
littérature sur le profil clinique de la mucoviscidose, et sur le spectre des mutations
du gene CFTR au Maroc sont pauvres. Dans une étude réalisée au CHU Ar-Razi a rabat,
le diagnostic de mucoviscidose a été porté chez 43 enfants dont 25 étaient de sexe
masculin ; le sexe ratio a été de 1,3. L’anamnese a permis de retrouver une
consanguinité chez 27 cas (62,8%), des antécédents familiaux de mucoviscidose chez
2 cas. Dans notre étude , le diagnostic de mucoviscidose a été porté chez 16 patients
dont 11 étaient de sexe masculin ; le sexe ratio a été de 2,2.[2][3]

La notion de consanguinité a été retrouvée chez 50 % des cas dans notre
cohorte, elle est de 47 % dans la cohorte tunisienne et de 66% en Algérie. Ceci permet
de conclure aux taux élevés de la consanguinité au Maghreb et le risque accru de
transmission des maladies héréditaires dans ces populations notamment les maladies

autosomiques récessives.[4]

Il. GENETIQUE DE LA MUCOQVISCIDOSE .

1. Généralité :

La mucoviscidose se transmet selon le mode autosomique récessif. Une
personne doit étre homozygote pour le gene muté concerné pour étre malade. La
personne recoit un exemplaire du gene muté de chacun de ses deux parents, qui a
chaque grossesse ont une chance sur quatre de transmettre la mucoviscidose a leurs
enfants, un risque sur deux d'avoir un enfant avec le gene anormal mais pas malade,

et un risque sur quatre d'avoir un enfant avec deux genes anormaux.[5]
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2. Le géne CFTR:

Le canal anionique CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
régule le transport du chlorure, du bicarbonate et du sodium a travers les membranes
cellulaires, principalement dans les tissus épithéliaux. Dans la mucoviscidose, la
protéine CFTR est structurellement ou fonctionnellement anormale en raison de
mutations du gene CFTR situé sur le chromosome 7. Prés de 2100 mutations du gene
CFTR ont été identifiées a ce jour, mais toutes ne sont pas a l'origine de la maladie.ll
englobe environ 189 000 paires de bases d'ADN. La partie codante du gene est divisée
en 27 exons qui sont transcrits en un ARN messager (ARNm) d'environ 6500paires de
bases. La structure des exons et des introns du gene CFT7R est bien conservée chez
les mammiferes et chez des espéces éloignées dans I'évolution comme les amphibiens
(Xenopus) et les poissons .[6]

Le mode de transmission autosomique récessif de la mucoviscidose a été
signalé en1946 et le géne a été découvert en 1989. Sur la base des hypotheses de
pathogenes existantes a I'époque et de la structure prédite de la protéine, le géne a
été appelé régulateur de conductance transmembranaire de la cystic fibrosis (CFTR).

La transcription de CFT7R est initiée 80 paires de bases en amont du site de
départ de la traduction. Le gene CFTR présente des différences temporelles et
spatiales dans son expression.[6]

L'expression de CFTR est également régulée au cours du développement des
organes. Malgré les nombreuses preuves que l'expression de CFTR est hautement
sélective, les éléments précis qui régulent l'expression de CFTR n'ont pas été
identifiés. Les séquences immédiatement en amont du site de départ de la
transcription de CFTR génerent une faible expression dans la plupart des tissus. Ce

modele d'expression est cohérent avec la présence d'éléments promoteurs basaux.[7]
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3. Protéine sauvage CFTR:

3.1 Structure et biosynthése de la protéine CFTR

La protéine CFTR est un membre de la superfamille des transporteurs ABC (ATP-
Binding Cassette Transporter) de liaison a I'adénosine triphosphate (ATP),
principalement exprimée dans la membrane apicale des épithéliums, dont les produits
comprennent des protéines transmembranaires impliquées dans le transportd'une
grande variété de substrats a travers les membranes intra et extracellulaires. Comme
les autres membres de I'ABC, cette glycoprotéine de 1480 acides aminés d'un poids
moléculaire d'environ 170 kDa est une protéine multi-domaine composée ce deux
domaines membranaires (MSD) qui forment le canal, chacun composé de six
domaines hélicoidaux (TMD1 a TMD12) et des boucles extracellulaires intermédiaires,
deux domaines cytoplasmiques de liaison aux nucléotides (NBD) et quatre boucles
intracytoplasmiques reliant les TMD du coté cytoplasmique de la protéine . NBD1 est
connecté a un domaine intracellulaire, appelé régulateur (R). De maniere tres
intéressante, ce domaine R, une caractéristique unique du CFTR parmi les protéines
ABC il contient des résidus sérine qui sont phosphorylés par la protéine kinase A et la
protéine kinase C et régulés par I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc). Ce
mécanisme est obligatoire pour la porte du canal a I'état ouvert. En raison de sa teneur
élevée en acides aminés chargés, R est un peptide non structuré, qui interagit
simultanément avec différentes régions de la protéine et améliore la liaison de I'ATP
aux NBD ./8/

Cela médie l'interaction entre les deux NBD et les changements
conformationnels conduisant a I’état ouvert. Une hydrolyse ultérieure de I'ATP confere
alors le retoura I'état de conductance fermée basale. Ce modele a été suggéré par le
fait que des mutations dans NBD1 ou NBD2 diminuant I'activité ATPase conduisent a

une diminution du taux de fermeture du canal ./9/
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Figure 10 : structure de la protéine CFTR [/9/

Le gene CFTR est transcrit en 6,13 kb dacide ribonucléigue messager (ARNm)

codant pour la protéine CFTR de 1480 acides aminés. CFTR est le seul transporteur

ABC connu qui agit comme un canal anionique. La structure et la fonction normales

de CFTR sont illustrées dans la figure ci-dessus.
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3.2 Localisation

La

protéine CFTR est exprimée dans de nombreux tissus. Elle se trouve

principalement au niveau de la membrane apicale (luminale) des tissus épithéliaux

polarisés, notamment :

v

I'épithélium de surface des voies respiratoires et les glandes sous-
mugqueuses.

L'épithélium du canal pancréatique.

L'épithélium des cellules de la crypte, des glandes sous-muqueuses et des
glandes de Brunner dans le tractus gastro-intestinal.

Le revétement épithélial de la vésicule biliaire et des canaux biliaires intra-
hépatiques.

L’épithélium des glandes sudoripares.

L’épithélium des glandes salivaires.

L’épithélium des canaux déférents et de I'épididyme.

L’épithélium du col de l'utérus et de l'utérus I'épithélium du canal collecteur

du rein.

Les tissus épithéliaux qui expriment la protéine CFTR correspondent en grande

partie aux sites touchés par la maladie, a quelques exceptions prés, comme le rein,

ou d'autres voies semblent avoir une plus grande importance fonctionnelle. CFTR est

également exprimé, bien que généralement dans une moindre mesure, dans les

cellules et les tissus non épithéliaux, notamment :

Les cardiomyocytes ventriculaires et les cellules musculaires lisses aortiques,

Les neurones du cerveau,

Les cellules endothéliales cornéennes et vasculaires,

Les lymphocytes. [10]
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3.3 Fonction de |la protéine CFTR

La protéine CFTR joue un role fondamental dans le transport trans—épithélial
des fluides et des électrolytes car il fonctionne comme un canal anionique et un
régulateur des transporteurs d'ions dans les cellules épithéliales. Les TMD de CFTR
forment un pore sélectif pour les anions, qui les transportent a travers la membrane
selon le gradient électrochimique transmembranaire. Ceci explique pourquoi elle
entraine le chlorure (Cl-) et le bicarbonate (HCO3-) dans les épithéliums intestinaux,
pancréatiques et des voies respiratoires, alors qu'elle médie I'absorption de ClI- dans
I'épithélium des glandes sudoripares. Dans ce dernier épithélium, le sodium (Na+) suit
passivement I'absorption du Cl-. De plus, le pore CFTR peut passer d'une conformation
perméable a Cl- a une conformation perméable a des anions plus gros, tels que HCO3-
, en fonction des anions se liant dans le pore. Hormis les anions tels que Cl- et
HCO -, CFTR est également perméable a d'autres anions tels que I-, Br- et F- et a des
substrats bioactifs tels que le glutathion ou I'ATP. La protéine CFTR exerce également
une fonction de régulation pour d'autres canaux épithéliaux. Le CFTR inhibe I'activité
ENaC (Figure 11) et traduitdonc une réduction de la réabsorption de Na* dans les
épithéliums des voies respiratoires .[11][12][13]

Sur la surface apicale, CFTR stimule la sécrétion de Cl- et de HCOs- et régule
I'absorption de Na+ en inhibant I'ENaC. Le CFTR régule également positivement les
canaux Cl- (ANO1) et SLC26A9 ainsi que I'échangeur d'anions SLC26A4, augmentant
la sécrétion de Cl- et HCO - et augmentant ainsi I'hydratation et le pH de I'ASL. Na+ et
I'eau suivent le gradient électrochimique a travers la voie paracellulaire. Sur la
membrane basolatérale, NKCC1 accumule Cl- intra- cellulairement supporté par la
Na+/K+ -ATPase. Le recyclage de K+ a travers la membrane basolatérale se produit

pour le bon fonctionnement de la pompe Na+/ K+ ./74]
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La protéine CFTR peut également interagir via sa séquence extréme d'acides
aminés C-terminale avecdes protéines contenant un domaine PDZ, qui sont des
organisateurs importants pour les transporteurs d'ions présents dans |'épithélium
des voies respiratoires. Par exemple, I'activation réciproque entre CFTR et la famille
SLC26 des échangeurs HCO - / Cl- dépend de l'interaction du domaine PDZ et de la
liaison du domaine STAS des protéines de la famille SLC26 au domaine CFTR R. CFTR
régule donc la sécrétion de HCO - directement par son canal et en interagissant avec
des paralogues de la famille SLC26 avec un modele d'expression spécifique au tissu.
Cela a été démontré dans I'épithélium pancréatique (interaction entre CFTR et SLC26-
A3 et -Ab6) et éventuellement dans les voies respiratoires (interaction entre CFTR et

SLC26-A4) .[15]
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4. Mutation du géne CFTR:

4.1 Classification Mutations de CFTR:

La mucoviscidose est une maladie monogénique dont le mode de transmission
est autosomique récessif. Elle est plus fréquente dans les populations d'origine nord-
européenne avec une incidence d'environ 1 sur 3000 et une fréquence de portage de
1 sur 25. En revanche, la CF est présente chez 1/4000 e10 000 Latino-Ameéricains,
1/15 000e20 000 Afro-Américains et 1/350 000 Japonais.

Pres de 2100 mutations du geéne CFT7R ont été signalées a ce jour, bien que la
majorité d'entre elles soient rares et que toutes ne soient pas a l'origine de la FK. Dans
certaines populations, un petit nombre de mutations du gene CF7R prédomine,tandis
qgue d'autres régions présentent une plus grande diversité de mutations. La mutation
la plus fréquente en Europe est la Phe508del (précédemment appelée DF508), qui est
une délétion in-frame (3 paires de bases) de I'acide aminé phénylalanine en position
508 de la protéine.

En Europe et en Amérique du Nord, cette mutation représente environ deux tiers
des alleles connus. Vingt-trois autres mutations sont décrites comme "relativement
courantes”, mais aucune d'entre elles ne représente plus de 5 % des mutations.

Les mutations peuvent étre classées en fonction de leur effet connu ou supposé
sur la protéine CFTR, comme le montre le tableau 7. Ce systeme comporte toutefois
des limites dans la mesure ou de nombreuses mutations ne sont pas encore classées
et ou certaines conferent des caractéristiques relevant de plus d'une classe.[16]

Les mutations de classe | ont tendance a conférer une maladie grave, car la
protéine CFTR non fonctionnelle produite est dégradée dans la cellule. Les mutations
de classe ll, ou, dans le meilleur des cas, seules des quantités négligeables de protéine
CFTR atteignent la membrane apicale, sont les plus courantes, notamment la mutation

Phe508del.
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Dans les mutations de classe lll, la protéine CFTR normale atteint la membrane
apicale, mais une régulation défectueuse signifie que le canal ne peut pas étre activé
et, par conséquent, ne s'ouvre pas. La mutation de classe lll la plus courante est
Gly551Asp (anciennement connue sous le nom de G551D), que |'on retrouve chez

environ 5 % des personnes atteintes de FK.

Les mutations de classe IV entrainent une réduction de la conductance des ions

chlorure et le phénotype est généralement plus léger.

Les mutations de classe V font que le CF7R fonctionnel atteint la membrane

apicale mais en quantité réduite, ce qui entraine également une maladie moins grave.

Les mutations de classe VI entrainent une instabilité de la protéine CFTR avec une

longévité réduite a la membrane apicale, ce qui confere un mauvais pronostic.

Tableau 7 : Les mutations classées en fonction de leur effet connu ou supposé sur la
protéine CFTR.[16]

Effet sur la protéine CFTR Expression apicale
Classe CFTR Fonctionnel de CFTR Exemples de mutations
G542X, W1282X, R553X,
_ R1162X, E822X,1717-
Production
| i Non Non 1G>A, 711+1G>T,
défectueuse
621+1G>T
Altération du F508del, N1303K,
processus cellulaire de I507del, R1066C, S549R,
Il . Non Non
la protéine. G85E
Perturbation de la G178R, G551D, G551S8,
régulation de la chaine ) R560T, V520F, G970R,
11 Non Oui
Cl-. G1244E,S1255P,G1349D
" Altération de la Réduit oui R117H, R334W, R347P,
édui ui
conduction de Cl- R1070W
Réduction de la 3272-26A>G,
guantité des protéines L — 3849+10kbC>T, A455E,
\Y, Réduit Réduit

CFTR fonctionnelles.

D565G
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4.2 Distribution géographique des mutations du gene CFTR

Parmi les mutations collectées, les mutations faux-sens représentent 40% ; le
décalage de cadre de lecture 16% ; les mutations du site d’épissage 12% ; non-sens
8% ; insertions / délétions 2%; grandes insertions / délétions 3%; et les mutations du
promoteur 0,8%. Les variations de séquence, qui ne devraient pas étre a l'origine de
la maladie, représentent 14% de tous les alléles. La mutation la plus fréquente est
p.Phe508del, F508del, qui représente 70% des alleles CF chez les patients provenant
du nord-ouest au sud-est d’Europe. Parmi les alléles restants, moins de 20 mutations
se produisent a une fréquence mondiale de plus de 0,1% [17] [18].

Certaines mutations atteignent une fréquence plus élevée dans des populations
spécifiques, par exemple, 48% de tous les alleles chez les juifs ashkénazes en Israél
(p.Trp1282X) et 24% a la Réunion francaise (p.Tyr122X). Bien que la plupart des
mutations CF7R aient été associées a des populations originaires de I'Europe, des
mutations CFTR ont également été identifiées dans des populations d'Afrique et
d'Asie de I'Est, comme la mutation c.2988 + 1G> A, qui explique 46% des alleles CF
africains et 13% des alleéles CF afro-américains [17]

4.3 Relation génotype phénotype :

La mucoviscidose est une affection autosomique récessive et les mutations du
gene CFTR sont bien établies et acceptées comme cause de la mucoviscidose, bien
gu'il existe un large éventail de phénotypes d'expression de la maladie. En général,
les mutations de classe I, Il et lll sont considérées comme « séveres », et les patients
porteurs de deux copies de ces mutations n’ont généralement pratiquement pas de
fonction CFTR résiduelle. En revanche, les patients présentant des mutations de
classe, V et IV peuvent avoir une fonction CFTR résiduelle, bien qu’insuffisante. En
général, les patients porteurs de ces mutations dites « légeres » ont de meilleurs
résultats et une meilleure survie que les patients porteurs de mutations « séveres ». |l

est important de noter que de nombreux autres facteurs peuvent affecter les résultats
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cliniques et que méme les patients porteurs de mutations CF7R « légeres » peuvent
avoir une maladie clinique sévere. Les résultats cliniques peuvent varier méme chez
les patients présentant les mémes mutations. Cette observation a conduit a une
recherche de genes modificateurs ou de changements épigénétiques qui pourraient
expliquer cette variabilité.[19]

Les études se sont focalisées sur les genes impliqués dans des voies présumées
importantes dans la pathogenése de la maladie pulmonaire CF, comme les génes de
transport d'ions ou les génes liés a la réponse inflammatoire.

Les polymorphismes dans les genes de la lectine de liaison au mannose (MBL)
et du facteur de croissance transformant béta (TGF-B) ont été liés a des formes plus
graves. Des variants du gene DCTN4 chez les patients atteints de mucoviscidose se

sont avérés étre associés a une infection précoce a Pseudomonas aeruginosa,[20][21]
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DIAGNOSTIC DE LA MUCOQVISCIDOSE

1. Diagnostic clinique

La mucoviscidose est une maladie multi-systémique, et ses caractéristiques
cliniques refletent le large impact que la perte de la fonction de CFTR de la
mucoviscidose a sur plusieurs organes. Cependant, les atteintes pulmonaires et
gastro-intestinales représentent la grande majorité de la morbidité et de la mortalité
dans la mucoviscidose.

1.1 Manifestations pulmonaires et complications.

i. Physiopathologie

Les caractéristiques physiopathologiques de la maladie pulmonaire liée a la
mucoviscidose sont une infection chronique des voies respiratoires et une
inflammation. Le dysfonctionnement de CFTR entraine la perte de la couche de liquide
de surface des voies respiratoires (ASL), I'acidification de I'ASL et une altération de la
clairance mucociliaire, qui a leur tour entrainent une infection bactérienne chronique
des voies respiratoire[22]. La présence chronique de bactéries dans les voies
respiratoires des patients atteints de mucoviscidose provoque une réaction

inflammatoire neutrophile intense (Figure 12).
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Figure 12 : Mécanisme proposé pour le développement d'une infection

chronique des voies respiratoires dans la mucoviscidose [23].

Commentaire : (A) : Dans des voies respiratoires normales, I’hydratation est
contrélée par I’'absorption de Na* et la sécrétion de Cl-. (B) . Dans la mucoviscidose
l'absence de CFTR conduit a une absorption non régulée de Na + et a une
déshydratation associée de la couche péri-ciliaire (PCL) et du mucus. Le mucus
devient adhérent dans les plaques qui permettent la colonisation bactérienne (C),
favorisée par un gradient hypoxique a travers la plaque. La réponse inflammatoire (D)
qui en résulte conduit a un cercle vicieux d'inflammation, de sécrétion et de rétention

de mucus, et finalement de destruction des voies respiratoires.
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La libération d'enzymes protéolytiques, telles que ['élastase neutrophile
humaine (HNE), et d'autres médiateurs inflammatoires, tels que les espéces oxydantes
réactives (ROS), provoque des lésions des voies respiratoires. HNE contribue au
maintien du processus inflammatoire en induisant l'expression de chimiokines
neutrophiles par les cellules épithéliales des voies respiratoires. Au fil du temps, la
présence d'une inflammation chronique des voies respiratoires neutrophiles entraine
une bronchectasie. Ce processus d'infection et d'inflammation survient peu de temps
apres la naissance chez les nourrissons atteints de mucoviscidose. Malgré un
diagnostic précoce par dépistage néonatal (NBS), jusqu'a 30% des nourrissons atteints
de mucoviscidose présentent des signes radiographiques de bronchectasie a l'age
d'un an. La présence de HNE libre dans le liquide bronchoalvéolaire des nourrissons
atteints de mucoviscidose est associée a une bronchectasie persistante[24][25]. Les
mesures de la fonction pulmonaire sont également anormales des la premiére année
de vie (Linnane et al., ‘Lung Function in Infants with Cystic Fibrosis Diagnosed by
Newborn Screening’..) Au début de I'évolution de la mucoviscidose, il y a peu ou pas
de symptomes cliniques ou de signes d'inflammation des voies respiratoires ou de
bronchectasie. Cependant, au fil du temps, les patients atteints de mucoviscidose
passent d'une toux fréquente intermittente a une toux quotidienne chronique [26].
Au fur et a mesure que la bronchectasie progresse et que les sécrétions muco-
purulentes s'accumulent dans les voies respiratoires inférieures, les patients
commencent a produire des expectorations quotidiennes. Comme pour les
symptomes cliniques, il y a peu de signes de progression précoce de la maladie dans
la mucoviscidose. Au fil du temps, des crépitements et des ronchi peuvent étre
entendus, reflétant la présence de zones focales de bronchectasie. La respiration
sifflante est une autre découverte de I'examen physique et résulte d'une obstruction

mugqueuse des voies respiratoires.
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L’atteinte respiratoire conditionne le pronostic de la maladie. Elle est
responsable de 90 % des cas de déces chez les patients. Elle résulte directement ou
indirectement de la perte des fonctions de la protéine CFTR au niveau des cellules du
tractus respiratoire. La modification de la composition et de la rhéologie des
sécrétions qui en résulte s’associe a une inflammation bronchique précoce et
constitutive . Cela induit une bronchopathie chronique obstructive, a I'origine de
dilatations des bronches, d’'un emphyseme avec destruction du parenchyme et
finalement d’une insuffisance respiratoire chronique et mortelle.

Les manifestations respiratoires sont présentes chez environ 75 % des
nourrissons des la premiere année de vie . Dans notre étude seulement 1 seul
nourrisson sur 3 avait des signes respiratoires précoces .

La symptomatologie pulmonaire n’est pas toujours spécifique : toux prolongée,
seche et quinteuse, ou plus souvent productive ; bronchites ou bronchiolites
récidivantes ; encombrement bronchique et expectoration mucopurulentes
persistantes entre deux épisodes aigus. L’auscultation pulmonaire, souvent pauvre,
contraste avec I'importance des symptomes cliniques.

L’examen cytobactériologique des crachats (ECBC) de préférence par
expectoration induite peut parfois révéler une infection a Haemophilus influenzae ou
a Streptococcus aureus. Ceux-ci sont le plus souvent non contributifs.[26]

fi. Exacerbation pulmonaire

En plus de l'infection chronique et de l'inflammation avec déclin progressif de
la fonction pulmonaire, la mucoviscidose se caractérise par une augmentation aigué
épisodique des symptomes respiratoires. Ces poussées sont souvent appelées
exacerbations pulmonaires et, en général, désignent un changement par rapport aux
symptomes respiratoires de base nécessitant une augmentation de la clairance des

voies respiratoires et un traitement antibiotique. La physiopathologie des
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exacerbations pulmonaires de la mucoviscidose sont associées a une augmentation
de l'inflammation des voies respiratoires[27]. Plusieurs ensembles de criteres
diagnostiques aient été développés. La plupart comprennent des caractéristiques
d'augmentation de la toux et de la production de crachats, de nouveaux crépitements,
une diminution de la fonction pulmonaire, de la fatigue ou une diminution de la
tolérance a l'exercice et une perte de poids.

Rabin et al ont utilisé les données de I'étude épidémiologique de Ila
mucoviscidose pour développer des criteres basés sur l'age, suggérant que les
caractéristiques d'une exacerbation pulmonaire peuvent changer avec l'age et la
progression de la maladie .[28]

iii. Hémoptysie

Une hémoptysie mineure est courante dans la mucoviscidose, en particulier
chez les patients adultes. Le saignement provient généralement des artéeres
bronchiques, dont les deux tiers proviennent de l'aorte et un tiers des vaisseaux
mammaires et intercostaux. L'hémoptysie majeure est généralement associée a une
maladie grave. Elle survient chez environ 7% des patients plus adultes. Le registre des
patients de la Fondation américaine de la mucoviscidose concernant 28 858 patients
sur une période de 10 ans a montré qu'une hémoptysie massive s'est produite avec
une incidence annuelle de 0,87% et que dans l'ensemble, 4,1% des patients ont
présenté une hémoptysie sur une période de 2 ans. Il est a noter que 1 patient sur
100 aura une hémoptysie massive chaque année. Les patients qui ont présenté une
hémoptysie majeure étaient plus agés (age moyen de 24 ans) avec une maladie
pulmonaire plus sévere (60% avaient un volume expiratoire forcé en 1 seconde [FEV1]
inférieur a 40%). Les principaux facteurs de risque étaient la présence du
Staphylococcus aureus dans les expectorations et le diabete. La morbidité et la

mortalité sont augmentées apres une hémoptysie massive[29].
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iv.Pneumothorax

Le pneumothorax est une autre complication observée chez les patients atteints
de mucoviscidose en phase terminale, généralement avec un VEMS <30%. Cela se
produit lorsque la pression dans les alvéoles est élevée, généralement en raison du
bouchage du mucus des voies respiratoires. Lorsque la pression dépasse la pression
interstitielle, de I'air s'échappe et peut pénétrer dans l'espace pleural. La colonisation
par P. aeruginosa, l|'aspergillose bronchopulmonaire allergique (ABPA) et une
hémoptysie massive préalable sont des facteurs de risque de pneumothorax dans la

mucoviscidose. [30]

Figure 13: Radiographie thoracique d'un enfant montrant une infiltration due a
I'ABPA [30].

Environ 3% des patients atteints de mucoviscidose souffriront d'un
pneumothorax au cours de leur vie. Avoir un pneumothorax est un signe de mauvais
pronostic avec pres de 50% de mortalité en 2 ans.[30]

v.Défaillance respiratoire

L'histoire naturelle de la mucoviscidose est celle de l'aggravation de
I'obstruction des voies respiratoires, conduisant éventuellement a une insuffisance
respiratoire. Les patients développent généralement une hypoxémie, une hypercapnie

et, finalement, une hypertension pulmonaire. L'accent doit étre mis sur le
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soulagement des symptomes, tels que la dyspnée, et sur le confort du patient. La
ventilation a pression positive non invasive peut étre utile dans ces situations, mais
I'intubation est déconseillée a moins qu'elle ne soit utilisée comme pont pour une
greffe qui devrait survenir bientot [30].

vi.L’asthme chez les patients atteints de la mucoviscidose

Le diagnostic d'asthme chez les patients atteints de mucoviscidose est mal
défini et controvers. La respiration sifflante survient chez ~ 60% des enfants atteints
de mucoviscidose au cours des 6 premiéres années de vie, . Environ 20% des enfants
atteints de mucoviscidose ont un asthme cliniquement diagnostique. [31]

1.2 Affection des voies aériennes supérieures

L’atteinte nasale et des sinus est observée chez presque toutes les personnes
atteintes de mucoviscidose. On note que les symptémes incluent I'obstruction nasale,
les maux de téte quotidiens, la toux matinale et le raclage de la gorge. Ceux qui ont
des polypes nasaux sont plus susceptibles d'avoir une hyposmie et un élargissement
du pont nasal. La prévalence des polypes nasaux dans la mucoviscidose est trés
variable, allant de 7 a 48%, la plupart étant de petite taille et visibles uniquement par
endoscopie. [32]

Les bactéries isolées des sinus ont tendance a étre les mémes que celles
trouvées dans les voies respiratoires inférieures, P. aeruginosa étant la plus courante
chez les patients plus agés, tandis que S. aureus et Hemophilus influenzae sont plus
fréquentes chez les jeunes enfants.[32]

1.3 Manifestations gastro-intestinales

Le tractus gastro-intestinal (Gl) chez les patients atteints de la mucoviscidose
est une source de morbidité et de mortalité importantes. Son importance a été notée
depuis les premieres descriptions de la maladie . Des anomalies de la fonction gastro-

intestinale peuvent étre détectées /n utero et peuvent évoluer tout au long de I'age
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adulte, avec une maladie intestinale fonctionnelle, sans changement structurel
pathologique. Une insuffisance exocrine pancréatique ou un cancer gastro-intestinal
peuvent survenir chez une population vieillissante.[33]

i.Malabsorption

Les conséquences d'une malabsorption a long terme peuvent étre dévastatrices
avec un retard de croissance permanent, un dysfonctionnement cognitif et un déclin

plus rapide de la fonction respiratoire. [34]

fi.Insuffisance pancréatigue exocrine

La cause principale de la malabsorption intestinale chez la population atteinte
de mucoviscidose est l'insuffisance pancréatique exocrine due a la destruction des
glandes acineuses résultant d'une augmentation de la viscosité des sécrétions
pancréatiques. Il en résulte un mauvais écoulement des enzymes et du bicarbonate
hors du systéme canalaire pancréatique et l'activation de ces enzymes dans la glande
provoquant une autodigestion et une destruction glandulaire. Plus de 80% de la
population britannique de mucoviscidose souffre d'insuffisance pancréatique, avec
une prévalence augmentant avec l'age, et des images radiologiques caractéristiques
de remplacement graisseux du tissu pancréatique notées sur I'imagerie en coupe.[30]

Une insuffisance pancréatique (IP) dans la petite enfance peut étre suspectée
lorsque d'autres manifestations de la mucoviscidose sont apparues. Le lait maternel
humain contient de faibles taux d'amylase et de lipase, ce qui peut retarder son
apparition apres le sevrage .[35]

Les patients adultes atteints de mucoviscidose développant une IP présentent
des caractéristiques partagées avec la population d'IP non-CF avec les caractéristiques
classiques de distension et d'inconfort abdominaux, de selles flottantes, de
flatulences et de perte de poids. L'insuffisance exocrine pancréatique entraine

I'incapacité de décomposer les glucides complexes, les protéines et les graisses .[35]
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fii. Manifestations hépatobiliaires

L’atteinte du foie associée a la mucoviscidose est la troisieme cause de déces
chez les patients atteint de mucoviscidose .Elle est présente chez 15 a 30% des
enfants atteints . La survie est diminuée chez les enfants qui développent une cirrhose

CFTR est situé dans la membrane sur la surface apicale des cholangiocytes et
entraine I'hydratation de la bile. Une fonction CFTR anormale conduit a des sécrétions
épaisses inspirées qui, a leur tour, conduisent a une obstruction biliaire. Le
dysfonctionnement de la protéine CFTR influence également les fonctions digestives
en raison d'une alcalinisation réduite de la bile. L'accumulation de sels biliaires
entraine des lésions hépatocytaires, une inflammation et une fibrose. La présentation
clinique de la maladie hépatobiliaire est variable, mais se développe généralement
pendant I'enfance ou l'adolescence. L'hépatomégalie asymptomatique, associée a la
fibrose, se présente chez 10 a 30% des patients atteints de mucoviscidose a l'entrée
de la puberté.[36]. Il existe trois stades de la maladie avancée chez les enfants plus

agés et les adultes :

1 Stéatose hépatique ;
2 Cirrhose biliaire focale ;

3 La cirrhose multi-lobulaire.
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1.4 Manifestations endocriniennes

La prévalence du diabete lié¢ a la mucoviscidose (CFRD) a augmenté avec
I'amélioration de la survie des patients atteints de mucoviscidose, et c'est I'une des
complications les plus courantes chez les patients atteints de mucoviscidose . La
prévalence augmente avec l'age, touchant pres de 20% des adolescents et 40 a 50%
des adultes atteints de mucoviscidose atteints de mucoviscidoe [37]. Au fur et a
mesure que les |ésions pancréatiques progressent, il y a finalement une proportion
critique de cellules des Tlots qui ne fonctionnent plus, ce qui entraine une insuffisance
en insuline ainsi qu'un certain degré de résistance a l'insuline. De cette facon, le CFRD
differe du diabéte de type 1 ou de type 2 typique. Le diagnostic de CFRD est associé
a un déclin de la fonction pulmonaire, et de |'état nutritionnel. [19]

Le gene CFTR s’exprime au niveau de la plupart des tissus épithéliaux polarisés.
L’atteinte digestive de la mucoviscidose conditionne moins fortement le pronostic
vital que I'atteinte pulmonaire, mais joue un role majeur dans la gravité de certaines
formes (iléus méconial, cirrhose,...) et potentialise la gravité de la maladie pulmonaire
par le biais de la malnutrition dont elle est en grande partie responsable. Elle participe
largement a la morbidité par toute une série de manifestations cliniques plus ou moins
fréquentes et plus ou moins handicapantes.

La présence de symptomes caractéristiques associant, atteintes respiratoire,
digestive et nutritionnelle (triade classique) est le principal motif qui oriente les
médecins vers le diagnostic de mucoviscidose. Dans notre série, Les principaux signes
cliniques rapportés sont d'ordre respiratoire, dominés par les infections respiratoires
a répétition (87,5% des cas), une toux chronique (37,5% des cas). Les troubles de
croissance et de nutrition (retard staturopondéral présent chez 50% des cas et
dénutrition chez 18,75% des cas). Les troubles digestifs avec diarrhées chroniques
faisaient partie des signes clinique initiaux.

Ces données sont comparables a plusieurs autres études, notamment une étude
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égyptienne de Shahin et al, ou 84% des cas avaient une pneumonie chronique et 56%
une maladie digestive . Une autre étude tunisienne de Bousetta et al., a noté que les
pneumonies chroniques étaient présentes chez 70% et I’atteinte digestive chez 56%
des patients (diarrhée chronique 59.3% - retard staturopondéral 35%)[4]. L’étude
portugaise de Guardiano et al., a rapporté les mémes résultats avec en effet des
pneumonies chroniques chez 70% et une atteinte digestive chez 22% des cas
Guardiano and Vaz, ‘Fibrose quistica - Caracterizacdao clinica de uma amostra de
doentes portugueses’..[38]

Les signes respiratoires dominent le tableau clinique et représentent le
principale motif de consultation , les méme résultats étaient rapportés par une étude
réalisée a rabat ou les manifestations respiratoires étaient au premier plan (82,9% des
patients étaient hospitalisés pour des signes respiratoires : dont 88,6% avaient des
antécédents de BPP répétées et 65,7 % présentaient des signes physiques d’atteinte
de I’appareil respiratoire au moment du diagnostic d’emblée séveres avec insuffisance
respiratoire chronique (8,6 % des cas).

Il parait clair que le diagnostic de la mucoviscidose n’est évoqué au Maroc que
lorsque le patient présente la triade classique ou lorsque le patient est
symptomatique avec des antécédents familiaux. Les médecins ne reconnaissent que
la forme grave.

Considérée a tort comme une pathologie européenne, cette maladie est exclue
de la pratique de routine de nos médecins, ce qui empéche les patients d’entrer dans
un circuit conduisant a des centres d’expertise, ou ce diagnostic pourrait étre posé.

1.5 Manifestations urogénitales

L'azoospermie obstructive est retrouvée chez plus de 95% des hommes atteints

de mucoviscidose, conduisant a l'infertilité .L'obstruction est due a une absence

bilatérale congénitale du canal déférent. Les vésicules séminales sont également

M. EL ALAMI ANASS 59



Intérét du nanoséquencage dans la détermination du spectre mutationnel de la mucoviscidose Thése N'313/21

atrophiques ou absentes. Cela peut étre dii a une obstruction par des sécrétions
déshydratées dans le tractus génital in utero ou a des anomalies du développement
de lI'appareil reproducteur. Le diagnostic peut étre posé lorsque le canal déférent n'est
pas palpable a I'examen scrotal ou n'est pas évident a I'échographie. L'analyse du
sperme révele une azoospermie et un faible volume de sperme.[39]

Dans notre série 2 patients était adressés pour infertilité. Les progres des
techniques de reproduction assistée (injection intracytoplasmique de spermatozoides
dans l'ovule) permettent aux patients males, porteurs d’agénésie des canaux

déférents, d’avoir des enfants.

IV. Signes radiologiques :

1. Radiographie thoracique standard :

Les signes radiologiques sont souvent précoces mais également non

spécifiques. lls associent a des degrés divers:

- une distension pulmonaire, bien visible en particulier chez le nourrisson sur
les clichés de profil par I'augmentation de l'espace clair rétrosternal et
rétrocardiaque ;

- un syndrome bronchique : épaississement péribronchique, images en «rails
», en «canon de fusil », impactions mucoides ; localisés aux deux tiers
supérieurs des poumons , avec prédominance aux sommets est typique ;

- des dilatations de bronches; des atélectasies lobaires ou segmentaires,
d'abord réversibles puis définitives et sieges de bronchectasies.

Dans notre série, La radiographie du thorax était pathologique chez tous nos

patients. Les images étaient tres différentes dans leur intensité et leur topographie.
L'étendue et l'importance de dégats parenchymateux sont d'autant plus importantes

que l'enfant est plus agé et que la maladie est évoluée. La distension thoracique était
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quasi constante, ces données sont comparables avec I’étude faites au chu Avicenne

de rabat. [41]

2. TDM thoracique :

L’atteinte structurale des voies aériennes et du parenchyme est aux mieux
étudiés par TDM thoracique.

Dans le cas de la mucoviscidose, elle permet en effet de visualiser un important
spectre d’images précises: impactions mucoides, bronchectasies, emphyséme,
épaississement péribronchique.

Les changements dans les scores scannographiques sont étroitement liés aux
modifications de I’état clinique, notamment a la qualité de vie et a la survie, au taux
d’exacerbation, mais également a d’autres parametres comme la spirométrie
(notamment le VEMS), et les parametres inflammatoires. Lorsqu’une exacerbation est
traitée efficacement, les scores s’améliorent rapidement avec I’état clinique. [40]

Dans notre série, les 8 patients qui ont bénéficié d’une TDM thoracique, ayant
comme aspect radiologique principale ; une distension thoracique quasi-constante; a
été retrouvée chez 93,75%, les lésions de DDB ont été observées chez 6 patients (soit
chez 37,5 %) avec aspect en verre dépoli.

Dans la série réalisée au chu Avicenne a rabat, les résultats scannographiques
des 30 patients ont montré: une distension thoracique quasi-constante, un
épaississement des parois bronchiques (chez 90 % des patients), des images en faveur
d’'impactions mucoides (chez 86,6 % des patients), des condensations
parenchymateuses (chez 63,3% des patients), enfin des images en mosaique

traduisant I’obstruction bronchiolaire (chez 56,6% des patients) .[41]
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V. le test de la sueur :

Le test de la sueur se déroule toujours en trois étapes, d’abord la stimulation
de la sudation par iontophorese a la pilocarpine, recueil de sueur dans un
microcapillaire (collecteur Macroduct®) et enfin dosage des électrolytes dans la sueur.

La méthode de dosage de référence de Gibson et Cooke est fondée sur le
dosage des ions chlorure dans la sueur a I'aide d’un papier filtre, par titrimétrie, selon
la méthode modifiée de Schales. Les difficultés de réalisation de ce test amenent les
laboratoires a utiliser des méthodes plus standardisées, comme la coulométrie.

Pour que le diagnostic soit fiable, on exige classiguement un poids minimal de
sueur de 100 mg, et la confirmation par deux tests positifs en méthode de référence.

La valeur seuil de 60 mEq/l de chlorure semble permettre une distinction
extrémement précise et fiable des sujets atteints ou non de mucoviscidose. Entre 30
et 60 mEq/| de chlorure, le diagnostic est douteux.[42]

Les faux positifs sont le plus souvent liés a des erreurs techniques. Il peut s’agir
également de situations pathologiques entrainant une élévation de la concentration
sudorale en chlorure de sodium. Il est recommandé de faire le test en dehors de toute
pathologie oedémateuse, d’hypoalbuminémie et de toute prise médicamenteuse.
L’obtention de quantité de sueur insuffisante est la principale cause des faux négatifs
chez I’enfant de moins de 6 semaines. Quelques mutations peuvent étre associés avec
des valeurs de chlore sudoral bas ou intermédiaire notamment la mutation R117H,
certaines mutations d’épissage comme 3120G—A, 875+1G—C, 3849 +10kbC—T et
des mutations de classe V.[42]

Le diagnostic final de mucoviscidose n’est cependant pas uniquement établi sur
le résultat du test de la sueur. Il repose sur la confrontation d'un ensemble

d'arguments : les éléments, la valeur de la TIR (en recherchant les causes
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d'hypertrypsinémie : souffrance foetale, cardiopathie, etc.), les résultats de la biologie
moléculaire et le résultat du test de la sueur. [42]

Parmi les 16 patients qui ont fait 'objet de cette étude, seulement 9 ont
bénéficié du test de la sueur contrairement a une étude réalisée par I’équipe du chu
Avicenne dans laquelle tous les patients avaient bénéficié de ce test [41]. En effet, les
indications de ce test doivent étre élargies aux différents aspects cliniques de cette

pathologie.

VI. Diagnostic moléculaire :

1. Séguencage de Sanger :

Les méthodes fondatrices du séquencage de I'ADN sont principalement la
synthese de didésoxyribonucléotides de Sanger (Sanger & Coulson, ; Sanger, Nicklen,
& Coulson, ) et le clivage chimique de Maxam-Gilbert (Maxam & Gilbert). La méthode
Maxam-Gilbert est basée sur la modification chimique de I'ADN et le clivage ultérieur
du squelette de I'ADN sur des sites aux nucléotides modifiés. Le séquencage Sanger
utilise des nucléotides spécifiques en fin de chaine (nucléotides didésoxy) qui ne
comportent pas de groupe 3'-OH. Ainsi, aucune liaison phosphodiester ne peut étre
formée par I'ADN polymérase, ce qui entraine la terminaison de la chaine d'ADN apres
leur incorporation. Les ddNTP sont marqués par radioactivité ou par fluorescence
permettant leur détection sur des gels de "séquencage" ou des machines de
séguencage automatisé, respectivement.

Bien que la chimie de la méthode originale de Maxam-Gilbert ait été modifiée
pour aider a éliminer les réactifs toxiques, la méthode de séquencage par synthese

de Sanger est devenue la méthode de référence en matiere de séquencage.[43]
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Elle a été développée en 1997 et a connu depuis plusieurs innovations qui ont
contribué a son amélioration : (1) le développement de colorants fluorescents, (2)
['utilisation du séquencage a cycle thermique pour réduire la quantité d'ADN d'entrée
et de polymérases thermostables nécessaires pour incorporer de maniere efficace et
précise les colorants terminateurs dans I'ADN en phase de synthese, (3) le

développement de logiciels pour interpréter et analyser les séquences. [44]

2. NGS

Le séquencage de nouvelle génération (NGS), également appelé séquencage
massivement parallele ou séquencage a haut débit, est une technologie permettant le
séquencage simultané de millions de séquences d'ADN ou d'ARN. [43]

Il présente plusieurs avantages par rapport aux méthodes de séquencage
traditionnelles, notamment un débit plus élevé avec la capacité de multiplexage des
échantillons, une plus grande sensibilité dans la détection des variants, un délai
d'exécution plus rapide et un co(t plus faible.

Le NGS représente une véritable révolution technologique en matiere de
séquencage, apres le séquencage Sanger.

Les méthodes de séquencage de deuxieme génération peuvent étre regroupées
en deux grandes catégories, le séquencage par hybridation et le séquencage par
synthese (SBS). Les méthodes SBS représentent la version perfectionnée du
séquencage Sanger, sans les terminateurs didésoxy, en combinaison avec des cycles
répétés de synthese, d'imagerie et des méthodes permettant d'incorporer des
nucléotides supplémentaires. A premiére vue, ces nouvelles méthodes peuvent
sembler onéreuses, mais les réactions sont exécutées en paralléle, souvent dans des
volumes de l'ordre du nanolitre, du picolitre ou du zeptolitre, dans de petites
chambres, et le colit par paire de bases séquencée est donc plus faible. Les
perfectionnements constants et la miniaturisation permettent de réduire encore plus

les colits. [45]
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3. hanopore:

3.1 Introduction :

L'idée du séquencage par nanopores a été proposée par Deamer et Branton et
indépendamment par Church. Le concept est basé sur la détection d’un courant
électrique lors du passage des nucléotides a travers un minuscule canal. En 1993,
Deamer, Branton et Kasiannowicz ont utilisé I'«-hémolysine (x-HL), une protéine
toxique formant des pores sécrétée par Staphylococcus aureus, pour détecter la
traversée de I'ADN par le nanopore x-HL selon Song et al. En 1996, leurs résultats de
translocation d'ADN a travers le nanopore x-HL ont été publiés .

Un nanopore est simplement un petit trou de l'ordre de 1T nm de diametre
interne qui est constitué de certaines protéines cellulaires transmembranaires. Le
séquencage par nanopore fonctionne sur le principe des variations minutes du
courant électrique a travers le nanopore immergé dans un fluide conducteur auquel
une tension est appliquée lorsqu'un nucléotide (ou brin d'ADN) en mouvement le
traverse. Chaque nucléotide de la molécule d'ADN, en passant a travers le nanopore,
obstrue le nanopore a un degré différent et caractéristique, et la quantité de
changement de courant est caractéristique pour chaque nucléotide différent. L'ADN
peut étre forcé de passer a travers le trou une base a la fois, comme un fil dans le chas
d'une aiguille. La variation du courant peut étre lue directement, et la séquence de
I'ADN qui passe peut étre déterminée en détectant les variations du courant généré

spécifiques a la base passée. [46]
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Bien que la technologie n'ait pas été utilisée en routine pour le séquencage,
selon les scientifiques qui l'ont développée, elle peut séquencer l'intégralité du
génome de 5,4 kilobasesdu virus en une seule lecture continue. Toutefois, I'objectif
initial est de fournir des lectures de 100 kilobases. C'est encore beaucoup plus long
qgue les fragments traités par d'autres technologies. Le systéeme initial sera doté d'une
fonction permettant de lire I'ADN a un rythme de plusieurs centaines de kilobases par
seconde. [46]

La catégorie de nanopore utilisée peut étre divisée en deux parties, le nanopore
a |'état solide et le nanopore biologique :

i. Nanopores biologigues .

Les protéines formant des pores peuvent former des nanopores, typiquement la
protéineest en forme de champignon et un noyau creux la traverse. Le connecteur Phi
29, la porine MspA et I'en-hémolysine sont quelques protéines qui forment des pores.
L'x-hémolysine (x -HL, également appelée a-toxine) est le premier nanopore
biologique et le plus utilisé, détenant une valeur énorme dans le domaine du
séquencage de I'ADN. L'o-HL est une exotoxine sécrétée par la bactérie
Staphylococcus aureus, un pathogene humain. Cet heptamere en forme de
champignon est un canal transmembranaire de 232,4 kDa, constitué d'une coiffe de
3,6 nm de diametre et d'un B-barreau transmembranaire de 2,6 nm de diametre. Lors
des travaux de laboratoire, un nanopore est inséré dans un film bicouche lipidique,
puis des manipulations sont effectuées sur des protéines a canal unique et des
mesures sont prises. [46]

Les nanopores biologiques proviennent de molécules de protéines naturelles ou
de nanopores artificiels générés par génie génétique. Cependant, les nanopores
biologiques sont fragiles et présentent des caractéristiques telles qu'une courte durée
de vie, une instabilité intrinseque etune exigence stricte d'un environnement
spécifique, ce qui ne permet pas d'assurer le fonctionnement a long terme d'un

biocapteur.
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fi. Nanopores a l'état solide :

Les nanopores a |'état solide sont essentiellement créés dans des films de
composés de silicium, le nitrure de silicium étant le plus souvent utilisé. De
nombreuses technique sont utilisées pour la fabrication de nanopores a I'état solide,
notamment le "déploiement et lasculpture par faisceau d'ions" et la "fabrication par
faisceau d'électrons”. Le diameétre des nanopores a I'état solide est contrblable dans
une plage précise allant du sub-nanometre a la centaine de nanometres, cette plage
variant en fonction des parametres expérimentaux. En général, en comparaison avec
les membranes lipidiques, les matériaux diélectriques comme le SiN, qui présentent
une stabilité chimique et thermique supérieure, sont utilisés dans les nanopores a
I'état solide. Cependant, cette stabilité dépend des parametres qui conduisent a la
formation de ces pores. En ce qui concerne les nanopores a base de graphéene, méme
si leur stabilité chimique et thermique n'est pas démontrée, ils possedent des
propriétés chimiques uniques qui sont tres avantageuses par rapport a leurs
compléments biologiques. Les nanopores a I'état solide ont ouvert la voie a un large
éventail de recherches, en particulier dans le domaine du séquencage de I’ADN, de
I'identification des interactions entre protéines, du transport moléculaire et de

I'identification de I'environnement.

Les nanopores en Si3N4 et SiO2 sont les plus utilisés et leur fabrication est
compatible avec les procédés industriels de circuits intégrés a base de semi-
conducteurs a oxyde métallique complémentaire. Ces nanopores peuvent étre gravés
par ions dans des films Si3N4 et SiO2 indépendants, a l'aide d'un faisceau d'ions

d'argon ou d'un faisceau d’électrons. [46]
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3.2 Technologie de séquencage par nanopores :

ONT est une technologie de séquencage de molécules uniques basée sur des
nanopores. Le premier proto-type, MinlON, a été mis sur le marché en 2014. La
plateforme mise a jour, PromethlON, a été publiée en 2015 avec un débit amélioré.
Deux versions de PromethlON, nommées ProthelON 24 et 48, integrent
respectivement 24 et 48 réservoirs de flux. Grace a l'explosion du nombre de
réservoirs de flux par rapport a MinlON, le systeme PromethlON a puproduire jusqu'a
7,6 To de données, alors que MinlON ne pouvait générer que 50 Go en 72 heures de
fonctionnement. [47]

Il existe trois formes de séquencage nanopore, 1D, 2D et 1D2. Le kit 1D utilise
un nanopore ou seul un brin d'ADN est séquencé. Le kit 2D a été utilisé pour la
premiére fois dans I'ONT. Une structure en épingle a cheveux a été utilisée a une
extrémité de I'ADN double brin pour connecter deux brins. Apres avoir terminé le
séquencage d'un brin, le séquencage de l'autre brin commence immédiatement. De
cette facon, il est équivalent de répéter le séquencage deux fois, ce qui peut étre
utilisé pour la correction des bases. 1D2 est similaire a 2D, mais il n'apas besoin
d'épingles a cheveux pour lier physiqguement les deux brins d'ADN ensemble. Le
systeme de réaction pour le séquencage par nanopores est réalisé dans une cellule a
écoulement, dans laquelle deux compartiments remplis de solution ionique ont été
séparés pardes membranes contenant soit 2048 (MinION) soit 12 000 (PromethION)
nanopores. Le processus de séquencage génique par nanopores peut étre divisé en
trois parties : la préparation de la librairie, le processus de séquencage et le

basecalling. [47]
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Figure 16 : Processus du séquencage par nhanopore [47]

3.3 Processus du séquencage :

La figure 16 montre le processus schématique du séquencage. Le support d'ADN
a séquencer est mélangé avec des copies d'enzyme processive. Lorsque le complexe
ADN-protéine s'approche du nanopore, l'enzyme se lie a un leader simple brin a
I'extrémité de la matrice d'ADN double brin, ouvre le double brin et fait passer un
simple brin a travers le nanopore. Une molécule unique a haute spécificité peut
interférer avec le courant lorsque le long brin d'ADN ouvert traverse le nanopore une
base a la fois. Ces signaux de courant peuvent étre utilisés pour déterminer le type
de base. [48]

e Basecalling:

Au cours du processus de lecture des bases, en raison de la différence de charge
et de structure ds nucléotides lorsqu'ils traversent le nanopore, le courant mesuré
provoque de petites perturbations. Ces signaux électriques peuvent ensuite étre
traduits en séquences d'ADN grace aux algorithmes d'apprentissage profonde (deep
learning). Cependant, les signaux de lecture sont bruyants et aléatoires car ils
proviennent de plusieurs molécules dans les nanopores, ce qui est difficile pour le

basculeur.
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En outre, la résistance du trou est déterminée par les bases de plusieurs

nucléotides situés au point le plus étroit du trou . Etant la derniére étape pour

I'interprétation de I'ensemble de la séquence d'ADN, l'analyse des données a l'aide de

I'apprentissage profond est un défi, qui nécessite des algorithmes efficaces et une

grande quantité de données pour I'entrainement informatique.

3.4 Application du nanopore :

Application

Description

Recherche
Clinique

Avec la technologie nanopore, la lecture longue peut aider les
chercheurs a identifier et a phaser les variantes génétiques, et a
caractériser pleinement les nouvelles isoformes et les transcrits

de fusion. La technologie nanopore donne un nouvel apercu de la
santé et des maladies, du cancer a I'immunologie en passant par les
neurosciences.

Détection
Des microbes

La technologie des nanopores peut étre utilisée pour séquencer la
séquence d'ADN ou d'ARN des microbes, et elle aide les chercheurs
a classer ou a surveiller les microbes. En outre, si la technologie
nanopore peut étre appliquée dans le domaine de la santé publique,
il est prometteur d'établir une surveillance des microbes et de
réagir rapidement en cas de pandémie.

Assemblage du

Grace a la capacité de séquencage a lecture longue, la technologie
de séquencage nanopore peut surmonter les problemes que

Génome rencontrent les dispositifs de séquencage a lecture courte
dans le domaine des fragments a longue répétition.
La technologie de séquencage nanopore, portable et abordable,
constitue un outil unique pour la recherche environnementale,
Génomique notamment I'évaluation de la biodiversité, l'identification des

Environnementale

agents pathogenes et la conservation des animaux. En outre,
I'analyse des données en temps réel permet un acces immédiat aux
résultats, que ce soit en laboratoire ou sur le terrain.
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I.Avantages :

Les avantages potentiels du systeme nanopore sont qu'il pourrait permettre le
séquencage en temps réel de molécules simples a faible codt ; il devrait également
permettre de lire de tres longues molécules d'ADN en une seule lecture. La technologie
nanopore devrait permettre le séquencage a un codt tres faible, de 25 a 40 dollars par
gigabase de séquence. Cela signifie quele séquencage d'un génome humain avec une
couverture standard de 30 fois ne codterait que quelques milliers de dollars. Comme
il s'agit d'un procédé de séquencage tres rapide, il pourraitconstituer un choix futur
de séquencage pour presque toutes les applications.[47][48]

ii.Limites :

Jusqu'a présent, le séquencage nanopore en est encore au stade de la preuve
de concept et n'est pas encore commercialisé, parallélisé ou routinisé. A ce stade,
cette technologie présentede nombreux probléemes qui doivent étre pris en compte
avant son utilisation commerciale réelle. L'un d'entre eux pourrait étre la maniere
d'améliorer sa résolution afin qu'elle puisse détecter des bases uniques avec le
mouvement rapide de I'ADN a travers le trou.

Les cas de notre série font partie de la forme classique de la mucoviscidose ; le
diagnostic était évoqué devant [|’atteinte respiratoire chronique et/ou I’atteinte
digestive associée aux troubles nutritionnels et/ou au retard staturo-pondéral, on a
cherché dans les antécédents : la notion de consanguinité chez les parents ainsi que
les cas similaires dans la fratrie, le test de la sueur a été demandé pour orienter le
diagnostic.

L’étude moléculaire réalisée dans un premier temps par le séquencage de
Sanger n’arévélé la présence de la mutation F508del a I’état homozygote chez aucun
dans notre série , a I’encontre de I’étude génétique qui était faite chez 32 patients
tunisiens, la mutation F508del était la plus fréquente (56%), suivie de la mutation
G542X et 711 + 1G > T (5% chacun) puis la mutation G85E (3%) et la mutation W1282X
(3%)[4].
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Une étude marocaine avait identifié 13 mutations différentes dont 58,3% ont été
a I’état homozygote : F508del, E1104X, G85E, 711 + 1 G > T, R1162X, N1303K,
R553X, TG11T5, TG12T5, 3199del6, S977S, V562l, c.3140-16 t > A. La mutation
F508del était majoritaire (52%), suivie de la mutation E1104X (12,5%) aboutissant
toutes les deux a I’absence de fonction de la protéine CFTR et a un phénotype séveére.
[51]. La mutation F508del étant la plus fréquente aussi bien dans les populations
européennes. Contrairement a notre étude.

Pour la série égyptienne, Les mutations détectées étaient F508del (58 %),
2183AA/G (10 %), N1303K (6 %), W1282X (4 %), et R347P (2%).[50]

Nous avons ensuite procédé au séquencage par nanopare en utilisant les long-
range PCR ciblant des régions plus importantes du gene CF7R. Nous avons réussi a
détecter la mutation F508del chez 2 patients mais a I’état hétérozygote, et cette
mutation a été confirmée par la technique de Sanger étant une technique de référence.

D’autres mutations rapportées sur le tableau des résultats du séquencage ont
été mises en évidence. La plupart sont des mutations introniques mais aucune des
mutations ciblées pour lesquelles les amorces ont été désignées n’étaient détectées.

Dans notre série nous avons également identifié une mutation de signification
incertaine ainsi que plusieurs mutations non décrites dont I'effet sur la fonction
protéique doit étre confirmé par des analyses complémentaires notamment les
analyses fonctionnelles.

Le recours a la technologie du séquencage par nanopore aura énormément
d’avantage pour poursuivre cette étude en ciblant la totalité du gene CFTR, vu que
I'utilisation des long-range PCR permet I’analyse des longs fragments avec un
avantage majeur par rapport au séquencage deuxieme génération dans la détection

de délétions qui représentent 2% des patient atteints de la mucoviscidose.
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VII.

PRISE EN CHARGE :

Les recommandations sont actuellement basées sur des consensus, d’experts.
La prise en charge necessite une collaboration entre gastroentérologues
pneumologues, oto-rhino-laryngologistes (ORL), microbiologistes,
kinésithérapeutes, psychologues et diététiciennes. Les patients ont besoin d’un suivi
mensuel jusqu’a six mois, puis tous les trois mois ou plus dans les situations a risque
(A ’annonce du diagnostic, en situation d’aggravation). A chaque consultation, on doit
pratiquer un ECBC, une évaluation nutritionnelle par une diététicienne et une
spirométrie des que possible. Un bilan annuel doit étre réalisé et comporte au
minimum : imagerie thoracique, explorations fonctionnelles respiratoires,
échographie hépatique, examen ORL, saturation en oxygene, un ECBC, une
numération formule sanguine, un ionogramme sanguin, un bilan hépatique complet,
une sérologie aspergillose, des IgE totales et spécifiques de I'infection a Aspergillus,
une évaluation nutritionnelle compléte comportant notamment une enquéte
diététique, un dosage des vitamines A,E et 25-OH-vitamine D, un dosage de
I’hémoglobine glyquée, du taux de prothrombine,

La recherche d’une stéatorrhée est indiquée en cas de présence d’un
infléchissement pondéral. L’étude de I’age osseux se fait, a partir de I’adolescence,
associée si possible, a une absorptiométrie biphotonique pour [|'étude des
compartiments corporels. Une HGPO est préconisée tous les deux ans a partir de I’age
de 10 ans. La réalisation d’une spirométrie avec courbe de débit/volume et d’une
mesure non invasive de la saturation en oxygene (Sa02) sont recommandés tous les
six mois a I’état stable. [49]

L’éducation thérapeutique est fondamentale dans I’accompagnement du patient
et des parents a tous les ages de la maladie, avec I'objectif de rendre le patient
davantage responsable de sa prise en charge et de faciliter I'observance des

traitements.
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VIIL.

1. Nouvelles stratégies thérapeutiques

Les différentes étapes de la physiopathologie de la maladie ont permis de définir
plusieurs stratégies thérapeutiques. La thérapie génique s’attache a corriger le géne
anormal ; les thérapies d’édition d’ARN modifient les ARNm porteurs de mutations ;
les thérapies protéiques modulent les conséquences des mutations ; les thérapies de
substitution recherchent des voies alternatives aux anomalies de transport ionique.

Des études cliniques montrent qu’une restauration de 10 % de protéine a la
membrane suffit pour diminuer de facon significative les symptomes, augmenter les

fonctions respiratoires de 12 % et diminuer de 40 mEq/| le Cl- sudoral. [42]

diagnostic prénatal

Le diagnostic prénatal s’adresse aux couples « a risque », C’est a dire aux
parents d’un enfant déja malade ou aux couples ayant des apparentés proches avec
enfant atteint. Le test se pratique sur les cellules de villosités choriales prélevées a
10SA . La technique du diagnostic préimplantatoire, qui, apres fécondation in vitro,
recherche les mutations sur une seule cellule de I'oeuf prélevée au stade de

blastomere, trouve une de ses meilleures indications dans la mucoviscidose. [49]
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IX. Dépistage néonatal : trypsine immunoréactive et recherche

génétigue

Le dépistage néonatal pour la mucoviscidose est réalisé dans plusieurs pays
dans le monde mais absent au Maroc.

En France, Il est réalisé a partir du sang recueilli sur papier buvard pour le test
de Guthrie, idéalement a 72 heures de vie. Il repose sur le dosage de la trypsine
immunoréactive (TIR), enzyme pancréatique dont un taux élevé reflete une souffrance
pancréatique. Un dosage de TIR a 72 heures de vie supérieur a 65 _g/l conduit a la
pratique d’une recherche génétique. [42]

En cas de mutation identifiée sur les deux alleéles ou d’un des deux alleles
(situation soit de simple hétérozygotie, soit de maladie avec une deuxiéme mutation
non identifiée), I’enfant bénéficie d’un un test de la sueur. [42]

Si celui-ci est positif, on affirme le diagnostic de mucoviscidose. Si aucune
mutation n’est retrouvée, un nouveau préléevement est réalisé sur I’enfant a trois
semaines pour un nouveau dosage de la TIR. Si la TIR reste élevée, un test de la sueur
est réalisé.

Ce mode de dépistage est assez sensible mais on estime a environ 3 a 4 % le
nombre de faux négatifs. En effet, la TIR peut s’élever de facon non spécifique a
I’occasion de tout stress néonatal.

Le dépistage néonatal offre 'opportunité d’améliorer le pronostic de la maladie
grace a un suivi médical précoce, et la mise en route de mesures préventives et de

traitements appropriés pour retarder I'atteinte pulmonaire ou nutritionnelle.[42][49]
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X. Conseil génétique:

La mucoviscidose est héritée selon le mode autosomique récessif. Au moment
de la conception, chaque frere d'un individu atteint et a 25 % de chances d'étre atteint
a son tour, 50 % de chances d'étre un porteur asymptomatique et 25 % de chances de
ne pas étre atteint et de ne pas étre porteur. Le test de porteur pour les parents a
risque et le test prénatal pour les grossesses a risque accru sont possibles si les

variants pathogenes de CFTR ont été identifiés dans la famille. [49]
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CONCLUSION
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La mucoviscidose est une affection héréditaire complexe secondaire a un
défaut du fonctionnement de la protéine CFTR longtemps jugée exceptionnelle, et
encore mal connue au Maroc ou les moyens diagnostiques sont considérablement et
amplement limités. Malheureusement, I’age médian de survie des enfants marocains
atteints de cette maladie ne dépasse pas 8 ans. Vivre avec la mucoviscidose au Maroc
est tres compliqué du fait du dépistage tardif, de la rareté du personnel soignant
connaissant bien la maladie, de la difficulté de sa prise en charge ainsi que de
I'indisponibilité des traitements adéquats.

A ce jour, plus de 2100 mutations du géne CFTR ont été rapportées. Nous avons
essayé de déceler seulement les 13 variants les plus fréquents dans la région
maghrébine. L’idéal serait d’effectuer une analyse de tous les exons du géne ainsi que
leurs sites d’épissage pour déterminer tous les variants possibles, y compris les
nouveaux. Par conséquent, nous proposons de constituer un panel de mutations qui
caractérisent la population marocaine en utilisant le séquencage d’Oxford nanopore
technologie.

Cette expérience avec ONT, nous a permis de confirmer sa fiabilité, sa
portabilité, son colt qui est bien inférieure par rapport au séquencage de deuxieme
génération, sa vitesse de production de données. Il n’y a aucune limite apparente a la
longueur d’ADN pouvant étre séquencée.

La présente étude est une ébauche pour faire le point sur les aspects cliniques
et moléculaires de la mucoviscidose dans la population Marocaine et s’inscrit dans la
stratégie d’amélioration des moyens du diagnostic moléculaire.

Nous comptons dans un deuxieme temps augmenter inclure plus de patients
dans I’étude, cibler la totalité du gene CFTR par nanoséquencage et réaliser Des
analyses fonctionnelles pour confirmer I'effet pathogene des nouveaux variants

identifiés.
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RESUME
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Resume

Introduction :

La mucoviscidose est la maladie héréditaire autosomique récessive la plus grave
dans la population caucasienne. Sa fréquence au Maroc semble rejoindre les chiffres
européens avec une valeur de 1/1680 et 1/4150 naissances. Ces chiffres sont en
contradiction avec I'idée largement répandue chez nos professionnels de santé, selon
laquelle la mucoviscidose est une pathologie exceptionnelle dans notre population.
Le gene impliqué dans cette affection est nommée CFTR. Plusieurs mutations ont été
découvertes dont la plus fréquente est AF508 chez la population caucasienne. Le
spectre des mutations identifiées chez les patients atteints de mucoviscidose (CF)
varie en fonction des origines ethno-géographiques des individus. Si la mutation
p.Phe508del (F508del) reste la plus fréquente chez les patients quelque soit leur
origine, sa fréquence allélique, qui est d’environ 68% des alleles CF en France , peut
fortement varier d’une population a I'autre.

Le séquencage Sanger a la recherche de la mutation deltaf508 est la méthode
adoptée dans I’ensemble des laboratoires de génétique au Maroc, cependant, la plus
grande majorité des patients ne sont pas porteurs de cette délétion.

La technologie de séquencage de 3eme génération, notamment le oxford
nanopore, est une technologie basée sur l'utilisation des pores protéiques comme
plateforme de séquencage avec une rapidité plus importante et un colt moindre, ce
qui la rend une technologie avec beaucoup de potentiel dans le futur.

Objectif :

L’étude a pour objectif de caractériser le spectre génétique des variants du gene
CFTR des patients atteints de mucoviscidose issus de nos groupes ethniques.

Méthodes :
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Etude rétrospective réalisée entre 01/01/2017 et 01/03/2021 incluant 16
patients colligés au service de génétique du CHU Hassan Il de Fes, ayant été adressés
pour étude génétique devant la suspicion clinique d’'une mucoviscidose.

Résultats :

Notre étude a inclus 16 patients. La consanguinité était présente chez 8
patients. L’aspect clinique était dominé par le tableau typique de la mucoviscidose.

Le séquencage par méthode sanger ciblant la délétion 508 était réalisé chez
tous les patients, objectivant chez 2 patients la délétion 508 mais a I’état
hétérozygote.

L’analyse par nanopore avec long-range PCR préalable couvrant 13 variants par
6 Amplicons , avait confirmé chez les 2 patients la délétion 508 a I’état hétérozygote

Chez 3 patients, on a mis en évidence 3 mutations faux-sens pathogenes a I’état
hétérozygote. Un seul patient avait une mutation de signification incertaine a I’état
hétérozygote nécessitant une étude fonctionnelle afin d’évaluer la pathogénicité de la
mutation.

Conclusion :

L’étude moléculaire est une étape basique de diagnostic de la mucoviscidose en
raison de la corrélations clinico-mutationelle, ce qui peut affecter la communication
des résultats, le conseil génétique, les prévisions de pronostic et les décisions

thérapeutiques.
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Abstract :

Introduction :

Cystic fibrosis is the most common lethal autosomal recessive disease in
Caucasians. Its frequency in Morocco seems to join European figures with a value of
1/1680 and 1/4150 births. These figures contradict the widely held belief amongst
healthcare professionals that cystic fibrosis is a rare condition in our population. The
gene involved in this condition is called CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator gene). Several mutations have been discovered, the most
frequent of which is AF508 in the Caucasian population. The spectrum of mutations
identified in patients with cystic fibrosis (CF) varies according to the individuals’
ethno-geographic origins. While the p.Phe508del (F508del) mutation remains the
most frequent in patients regardless of their origin, its allelic frequency, which is
around 68% of CF alleles in France (Claustres et al. 2000), can vary greatly from one
population to another.

Sanger sequencing for the deltaf508 mutation is the method adopted in all th
genetics laboratories in Morocco, however the vast majority of patients do not carry
this deletion.

The 3rd generation technology, in particular the oxford nanopore, is a
technology with even greater speed and lower cost as it is based on the use of protein
pores as a sequencing platform which gives it a lot of potential in the future .

Objective :

The aim of this study is to characterize the genetic spectrum of the CFTR gene
variants in patients with cystic fibrosis from our ethnic groups.

Methods :

It is a Retrospective study carried out between 01/01/2017 and 01/03/2021

including 16 patients from the genetics department of the Hassan Il University
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Hospital in Fez, who were referred for a genetic study after clinical suspicion of cystic
fibrosis.

Résultats :

Our study included 16 patients. Inbreeding was present in 8 patients. Clinical
aspect was dominated by the typical cystic fibrosis symptoms.

Sanger sequencing targeting the 508 deletion was performed in all patients,
identifying the 508 deletion in 2 patients but in heterozygous state.

The nanopore analysis with prior long-range PCR covering 13 variants by 6
Amplicons, confirmed the 508 deletion in heterozygous state in the 2 patients. In 3
patients, 3 pathogenic heterozygous missense mutations were found. Only one
patient had a heterozygous mutation of uncertain significance requiring a functional
study to assess its pathogenicity.

Conclusion :

The molecular study is a basic diagnostic step in cystic fibrosis because of the
clinico-mutational correlations; it impacts the communication of results, genetic

counseling, prognosis predictions and treatment decisions.
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ANNEXE
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La fiche d’exploitation :

® Nom et prénom

® Sexe:

® Date de naissance :

® Age au diagnostic/age au début de symptoéme:

® Région géographique :

® Motif de consultation :

® Suspicion clinique :

R

< Atteinte respiratoire

] Infection/colonisation par des
O Bronchite chronique O Asthme
pathogénes typiques
O Obstruction des voies O Toux quinteuse, persistante
O Dilatation des bronches
aériennes répétitive
O Polypose naso-sinusienne O Rhinosinusite chronique O Resistance aux antibiotiques

R

% Atteinte digestive et troubles nutritionnels

0 lléus méconial O Obstruction intestinale distale O Prolapsus rectal

0 Insuffisance pancréatique 0 Pancréatite chronique 0 Hépatopathie chronique

0 Retard staturo-pondérale 0O Diarrhé chronique graisseuse O Patient déshydraté

0 Mal absorption 0O Mal nutrition 0O Reflux gastro-cesophagien

0 Vomissement chronique
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O

< Agénésie bilatérale des canaux déférents :

< Autres :

® Avec antécédents :

Antécédent familial personnel:

Conjoint 0 atteint de mucoviscidose a hétérozygote
connu (précisez la mutation) @ ...

Consanguinité

® Test de la sueur:

® |magerie :

[ RAIO ThOraX .o e e

L AU S & et

® Résultats du nanoséquencage :
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