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DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI

2003 - 2013 : Professeur Najia HAJJAJ — HASSOUNI
2

ADMINISTRATION

Doyen :  Professeur Mohamed ADNAQUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et émttides
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coapagrat
Professeur Jamal TAOUFIK

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a larfhaie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :
Mai et Octobre 1981

FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih
Pr. TAOBANE Hamid*

Mai et Novembre 1982

Pr. ABROUQ Ali*

Pr. BENSOUDA Mohamed
Pr. BENOSMAN Abdellatif
Pr. LAHBABI Naima

Novembre 1983
Pr. BELLAKHDAR Fouad
Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI

Décembre 1984
Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
Pr. MAAOUNI Abdelaziz

Chirurgie Cardio-Vaseule
ChirurgieThoracique

Oto-Rhino-Laryngologie
Anatomie

Chirurgie Thoracique

Physiologie

Neurochirurgie
Rhumatologie

Radiothérapie
Médecine Interne



Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

Pr. BENJELLOUN Halima

Pr. BENSAID Younes

Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
Pr. IRAQI Ghali

Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*

Pr. KHARBACH Aicha

Pr. MANSOURI Fatima

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENABDELLAH Chahrazad

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOQUI Layachi

Anesthésie -Réanimation
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Neurologie
Pneumo-phtisiologie

Radiologie
Gastro-Entérologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatuig)
Radiologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale

Médecine-Interne

Gynécologie -Obstétrique

Anatomie-Pathologique
Neurologie

Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Géalé
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. CHERRAH Yahia

. CHOKAIRI Omar

. JANATI Idrissi Mohamed*
. KHATTAB Mohamed

. SOULAYMANI Rachida

. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil

BOUJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AGNAOU Lahcen
BENCHERIFA Fatiha
BENJAAFAR Noureddine
BEN RAIS Nozha

CAOUI Malika

CHRAIBI Abdelmjid

EL AMRANI Sabah

EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
EL IDRISSI Lamghari Abdennaceur
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
MOUDENE Ahmed*
RHRAB Brahim

Pharmacologie
Histologie Embryologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Pharmacologie

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Gynécologi@bstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Ophtalmologie

Radiothérapie
Biophysique

Biophysique
Endocrinologie et Maladi Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Médecine rimee

Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne

Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique



Pr

. SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Al
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOQUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia

HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
BEDDOUCHE Amoqgrane*
CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

EL MESNAOUI Abbes

FERHATI Driss
HASSOUNI Fadil
HDA Abdelhamid*

IBRAHIMY Wafaa
MANSOURI Aziz
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Al

Décembre 1996

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AMIL Touriya*
. BELKACEM Rachid
. BOULANOUAR Abdelkrim

. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan

. GAOUZI Ahmed

DRISSI KAMILI Med Nordine*

ESSAKALI HOUSSYNI Leila

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed

Dermatologie

Urologie
Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Gynécologie — Obstéjie
Traumatologie — Orétie
Radiologie
Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique

Urologie
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Reéanitiwen
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngoliey
Gynécologie Obstétrique

Médecine Préventive, Santdifie et Hygiéne

Cardiologie

Urologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Gérsde
Pédiatrie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima

FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
NAZI| M’barek*

OUAHABI Hamid*
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
LAZRAK Khalid *
BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENCHERIF My Zahid

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

Radiologie

Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie
Neurologie
Radiologie
Neurochirurgie
Pédiatrie
Cardiologie
Radiologie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatriqu
Urologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Cardiologie
Neurologie
Psychiatrie
Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie
Traumatologie Orthopédie
Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

CHAOQUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB El Mahjoub
EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*
EL OTMANY Azzedine
HAMMANI Lahcen

ISMAILI Mohamed Hatim
ISMAILI Hassane*

KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said
BENCHEKROUN Nabiha
CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOQOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat

MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABABOU Adil

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami

Ophtalmologie
Chirurgie Géaé
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Cardiologie

Anesthésie-Réaaiion

Pédiatrie

Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie
Rhumatologie

Endocrinologie etddees Métaboliques

Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgieslo-Faciale
Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie
Pédiatrie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa
CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*
EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid
EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid
SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie
Anatomie
Cardiologie
Radiologie
Radiologie
Radiologie
Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périplugie
Médecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Urologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Péripdnge
Pédiatrie

Anatomie Pathologegu
Urologie

Cardiologie

Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Mdies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina

MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
OUJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

THIMOU Amal

ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH El Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KARMANE Abdelouahed
KHABOUZE Samira
KHARMAZ Mohamed

Chirurgie Pedrique
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale

Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétug
Cardiologie

Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisigie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngaotog
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et ChirurgieaMillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie
Cardiologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie



Pr. LEZREK Mohammed*
Pr. MOUGHIL Said

Pr. SASSENOU ISMAIL*
Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TIJAMI Fouad

Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale

Pr. ZARZUR Jamila Cardiologie

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah Chirurgie Réparatrice &dtique
Pr. AL KANDRY Sif Eddine* Chirurgie Générale

Pr. ALAOUI Ahmed Essaid Microbiologie

Pr. ALLALI Fadoua Rhumatologie

Pr. AMAZOUZI Abdellah Ophtalmologie

Pr. AZIZ Noureddine* Radiologie

Pr. BAHIRI Rachid Rhumatologie

Pr. BARKAT Amina Pédiatrie

Pr.

BENHALIMA Hanane

Stomatologie et Chirurgieklllo Faciale

Pr. BENHARBIT Mohamed Ophtalmologie

Pr. BENYASS Aatif Cardiologie

Pr. BERNOUSSI Abdelghani Ophtalmologie

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed Ophtalmologie

Pr. DOUDOUH Abderrahim* Biophysique

Pr. EL HAMZAOUI Sakina Microbiologie

Pr. HAJJI Leila Cardiologie

Pr. HESSISSEN Leila Pédiatrie

Pr. JIDAL Mohamed* Radiologie

Pr. KARIM Abdelouahed Ophtalmologie

Pr. KENDOUSSI Mohamed* Cardiologie

Pr. LAAROUSSI Mohamed Chirurgie Cardio-vascudair
Pr. LYAGOUBI Mohammed Parasitologie

Pr. NJAMANE Radouane* Rhumatologie

Pr. RAGALA Abdelhak Gynécologie Obstétrique
Pr. SBIHI Souad Histo-Embryologie Cytogénééiqu
Pr. TNACHERI OUAZZANI Btissam Ophtalmologie

Pr. ZERAIDI Najia Gynécologie Obstétrique

Décembre 2005

Pr.

CHANI Mohamed

Avril 2006

Anesthésie Réanimation

Pr. ACHEMLAL Lahsen*
Pr. AKJOUJ Said* Radiologie
Pr. BELMEKKI Abdelkader* Hématologie
Pr. BENCHEIKH Razika O.R.L

Pr. BIYI Abdelhamid* Biophysique

Rhumatologie



Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHYA Abdellatif*
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas

Chirurgie - Pédigue
Chirurgie Cardio — Vasttaire
Gynécologie Obstétrique

Pr.

DOGHMI Nawal

Cardiologie

Pr. ESSAMRI Wafaa Gastro-entérologie

Pr. FELLAT Ibtissam Cardiologie

Pr. FAROUDY Mamoun Anesthésie Réanimation
Pr. GHADOUANE Mohammed* Urologie

Pr. HARMOUCHE Hicham Médecine Interne

Pr. HANAFI Sidi Mohamed* Anesthésie Réanimation
Pr. IDRISS LAHLOU Amine Microbiologie

Pr. JROUNDI Laila Radiologie

Pr. KARMOUNI Tariq Urologie

Pr. KILI Amina Pédiatrie

Pr. KISRA Hassan Psychiatrie

Pr. KISRA Mounir Chirurgie — Pédiatrique
Pr. LAATIRIS Abdelkader* Pharmacie Galénique

Pr. LMIMOUNI Badreddine* Parasitologie

Pr. MANSOURI Hamid* Radiothérapie

Pr. OUANASS Abderrazzak Psychiatrie

Pr. SAFI Soumaya* Endocrinologie

Pr. SEKKAT Fatima Zahra Psychiatrie

Pr. SOUALHI Mouna Pneumo — Phtisiologie
Pr. TELLAL Saida* Biochimie

Pr. ZAHRAOUI Rachida Pneumo — Phtisiologie

Octobre 2007

Pr. ABIDI Khalid Réanimation médicale

Pr. ACHACHI Leila Pneumo phtisiologie

Pr. ACHOUR Abdessamad* Chirurgie générale

Pr. AIT HOUSSA Mahdi* Chirurgie cardio vascukair

Pr. AMHAJJI Larbi* Traumatologie orthopédie
Pr. AMMAR Haddou ORL

Pr. AOUFI Sarra Parasitologie

Pr. BAITE Abdelouahed* Anesthésie réanimation
Pr. BALOUCH Lhousaine* Biochimie-chimie

Pr. BENZIANE Hamid* Pharmacie clinique

Pr. BOUTIMZIANE Nourdine Ophtalmologie

Pr.
Pr.

CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*

Pharmacie galénique
Chirurgie générale

Pr. ELABSI Mohamed Chirurgie générale

Pr. EL BEKKALI Youssef* Chirurgie cardio vascuia
Pr. EL MOUSSAOUI Rachid Anesthésie réanimation
Pr. EL OMARI Fatima Psychiatrie

Pr. GANA Rachid Neuro chirurgie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*

ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*

MARC Karima
MASRAR Azlarab
MOUSSAOUI Abdelmajid
MOUTAJ Redouane *
MRABET Mustapha*
MRANI Saad*

OUZZIF Ez zohra*
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
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Introduction:
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L’alpha-L-iduronidase est une enzyme lysosomaleimj@rvient dans le
catabolisme des glycosaminoglycanes. Son déficit responsable de la
mucopolysaccharidose de type | (MPS 1), une maladéréditaire du
métabolisme qui se transmet selon le mode autosmmi@cessif. Il y a trois
types d’expression clinique. La maladie d’Hurlet ks phénotype sévere, la
maladie de Scheie est la forme modérée et une famteemédiaire appelée
syndrome de Hurler-Scheie. Le déficit er_-Iduronidase est responsable de
'accumulation lysosomique progressive du dermarte (DS) et de
I'héparane-sulfate (HS) [1]. Ces glycosaminoglycasent éliminés dans les
urines ou leur étude permet d’orienter le diageodé la maladie. Celui-ci est
confirmé par la mise en évidence de la diminutienl’dctivité enzymatique

dans les leucocytes.

L’ a-L-lduronidase est codée par le gene de lidurageddDUA) situé
sur le bras court du chromosome 4 (4p1@@3)Plus de 100 mutations du gene
IDUA ont été identifiées, mais I'étude de ce gehezcles patients Marocains
atteints de mucopolysaccharidose de typ€MPS 1) a montré que la mutation
P533R est présente chez la majorité d’entre euxl[3agit d'une mutation
ponctuelle (CG =>0GG) qui conduit a la substitution d’'un acide amiméitne
(la proline) par un acide aminé basique (I'argihie® position 533 de la

protéine IDUA.

Le but de notre travail est de contribuer a I'étulle gene IDUA en
mettant au point une méthode simple de rechercHa dwitation P533R et en
étudiant le polymorphisme de taille (VNTR) décrarpScott au niveau de
I'intron 2 du géne IDUA [4].
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Notre étude a été réalisée au sein du laborateit@athimie et du plateau
technique de recherche de la faculté de médecirmke gtharmacie de Rabat,

durant une période de 9 mois.
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Materiels

et
Methodes :
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1. La population d’étude :

Elle comporte 75 étudiants de la section pharmaeiela faculté de
médecine et de pharmacie Rabat ainsi que 4 patatésit de la maladie

d'Hurler.

Le consentement a été obtenu de la famille de ehpgtient et une fiche
de consentement éclairée a été remplie par chamukad (Annexe). Elle
renferme des renseignements tels que : le nonedede naissance, la région

d’origine...

» Ciritéres d’inclusion a I'étude :
« L’étudiant doit étre inscrit a la faculté de médecet de pharmacie
de Rabat au sein de la section pharmacie.
» Le patient doit étre confirmé portant la mutatic@8BR.
» Caractéristigues de la population d’étude :

» Répartition de la population en fonction du sexe :

Sur un effectif de 75 étudiants, les sujets fénsnmeprésentent plus que
la moitié, soit (44/75), alors que les sujets mhgsune représentent que 41,33%
(31/75). Le sexe ratio M/F est de 0,70 (Figure 1).
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Répartition des étudiants selon le
sexe

B masculin

m féminin

Figure 1 : Répartition des étudiangelon le sex

» Répartition de la population d’étude selon la trend’aq :

- La tranche dige des étudiants varie entre 225 ans.

- Les 4 patients Hurler sont agés de 4 a 13

» Répartition de la population sell’'origine géographique

- Les origines géographiqudes étudiants de la section pharmacie de I sont

représentéedans la figure ~dessous:
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Figure 2 : Répartition des étudiants selon l'origine géograupé.

2. Méthodes :
Nous avons realisé cette étude en deux parties :

- La premiere partie consistait a étudier le polyrhisme de taille présent
au niveau de lintron 2 du gene IDUA chez la popala
phénotypiquement saine.

- La deuxieme partie consistait a mettre en place t@whnique de
diagnostic moléculaire de la maladie de Hurleremherchant la mutation
P533R, puis a vérifier I'efficacité de la techniquese en place grace aux
patients confirmés atteints de la maladie d’Hudeportant la mutation

P533R.
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2.1. Etude du polymorphisme de taille :

Pour étudier le polymorphisme de taille présemigaau de l'intron 2 du
gene IDUA, nous avons réalisé des PCR a partiAdds déja préparés selon le
protocole décrit par M. Max Bwanga (these de Phamna°60, 2012). Les
produits d’amplification obtenus sont ensuite séparet identifies par

électrophorése.
2.1.1. Amplification d’ADN cible (PCR) :
* Principe:

La PCR (Polymerase Chain Reaction) fut inventéekpavlullis en 1983
et brevetée en 1985. Son principe repose surigatibn de '’ADN polymérase
pour répliquer in vitro des séquences préciseDHACette méthode permet
d’obtenir, a partir d’'un échantillon complexe etupabondant, d'importantes

quantités d’'un fragment d’ADN spécifique et de loagr définie.
Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes :

- Une dénaturation : c’est une étape qui permet gareé les deux
brins d’ADN par élévation de la température.

- Une hybridation : c’est une étape ou les amorced keronnaitre
leur site complémentaire et vont s’y fixer par disisons
hydrogene.

- Une élongation : c’est une étape qui permet a tppldymérase de
synthétiser le brin complémentaire a 'TADN matriggace aux

dNTPs libres présents dans le milieu réactionnel.



Mise en évidence de la mutation P533R et étudeotiumrphisme de l'intron 2 du géne de l'iduronidase

Ce cycle est répété un grand nombre de fois pouenob une

multiplication exponentielle de la séquence d’ADNIe (Figure 3).
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Figure 3 : Principe schématique de la PCR [5].
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* Protocole :
La composition pour un volume de PCR de 50ul estilaante :

Tampon taq (5X) : 10 ul

Mgcl, 25mM 05 pl
Le primer (F-$) 1l
Le primer (R-}) 1l
d-NTP s 1l

Eau (ultra pure) :30,5 ul
Tag polymérase : 0,5 pl
Echantillon d’ADN : 1 pl

Les échantillons ainsi préparés sont placés darteermocycleur (HVD
Life sciences Qantaus®).

Le paramétrage de I'appareil est réglé comme suit :

- Préchauffage de la plaque du couvercle du thernhexaya 112°C.
- Ladénaturation a 95°C.
- L’hybridation a 57°C.

- L’élongation a 72°C.

Le fragment de géne que nous allons amplifier est7d4pb. Il se
caractérise par la présence d’'un VNTR « variablalrar of tandem repeats »,

10
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C’est un emplacement dans le gene ou une courteeség nucléotidique est

organisée comme une répétition en tandem.

La séquence nucléotidique qui se répete est todstd’'un fragment de
86pb.

On distingue 3 alleles pour lintron 2 en foncti@e I'absence du
fragment de 86pb (marqué en rouge) ou de sa prsemcun ou en deux

exemplaires.

Alléle G : 714pb. (Séquence nucléotidique de 8@petee)

taggtgtctecctcagagaggtcectegetgaccatcaggctecteactecctgtegtatceecttcac

caaagattcccattccctgacgacgectgtececteggaatgecaggcectegtgggaattcageccat
ccgcaagtgecagtggcagggcgocceccticeccecttgacgacgectgtececttggaatgecagg
cctegtgggaattcageccatetgcaagtgeagtggecagggcgecceccttcteccttgaggacge
ctgtcccctcgltaatgcaggcctc otoooaaticagcccatctecaactigcagtgocageoceoc
ccectteteccttgaggacgectgtececteg|taatgecaggectegtgggaattcageccatetgea
agigcagtggocageoc ggcccccttctcccttgaggacgcctgtcccctcg| gaatgcaggcctcg
tgggaattcagecccatctgecaagtgecagtggcaggecgeccecccttctecccttgacgacgectgt
ccecteggaatgeaggcectegtgggaaticageeccatcggeaagigeagtggecagggcggcce
ccttcacccttgacgacgectgtcecectecggaatgecaggcctecatgggaattcageccatctgcaag
tgcagtggcagggtgoccccectictecectttectgtgecacteatgttgectett

11



Mise en évidence de la mutation P533R et étudeotiumrphisme de l'intron 2 du géne de l'iduronidase

Alléle M : 628 pb (séguence nucléotidique en un sgemplaire)

taggtgtctcctcagagaggtcectegetgaccatcaggcetectcactecetgtegtatecectteac
caaagattcccattccctgacgacgectgtceccteggaatgecaggectegtgggaattcageccat
ccgcaagtgeagtggcagggcggcccecticececttgacgacgectgtececttggaatgcagg
cctegtgggaattcageccatctgeaagtgcagtggcagggcggcecccctictececttgaggacge
ctgtececte gltaatgcaggcctc ofoooaaticagcccatctecaagtgcagiggcageocogoc
ccectteteccttgaggacgectgtececteg|gaatgecaggectegtgggaattcageccceatetg
caagtgcagtggcagggcggcceccttctcecttgacgacgectgtecceteggaatgecaggect
cgtgggaattcagccccatcggeaagtgcagtggcagggcggcceccttcacecttgacgacgce
ctgtececccteggaatgcaggectcatgggaattcagececatetgeaagtgcagtggecagggtggc
ccecttetecctttectgtgeactcatgttgectctt

Alléle P : 542pb. (Séguence nucléotidique est db¥en

taggtgtctcctcagagaggtcectegetgaccatcaggcetecteacteectgtegtatceccttcac
caaagattcccattccctgacgacgectgtececccteggaatgecaggcectegtgggaattcageccat
ccgcaagtgcagtggcagggcgegccceecttcceccttgacgacgectgteeecttggaatgecagg
cctegtgggaattcageccatctgeaagtgecagtggcagggcggccececttcteecttgaggacge
ctgtecectcggaatgcaggectegtgggaattcageccecatetgecaagtgeagtggcaggocgg
ccecctteteecttgacgacgectgteceecteggaatgecaggcectegtgggaattcagecccateg
gcaagtgcagtggcagggcggcccccttcacccttgacgacgcectgtceecteggaatgecagge
ctcatgggaattcagcccatctgecaagtgecagtggcaggetgecccectteteectttectgtgcact
catgttgcctctt

12



Mise en évidence de la mutation P533R et étudeotiumrphisme de l'intron 2 du géne de l'iduronidase

2.1.2. Electrophorese sur Gel d’Agarose :

L’électrophorése est une technigque physicochimique sépare des
constituants ionisés dans un champ électrique. dslautilisée le plus souvent

dans un but analytique mais également pour pudfsrmolécules solubles.

Depuis une vingtaine d’année, le développement ae/gaux supports
(gels de polyacrylamide, d’agarose et capillaires silice) comme champ
migratoire a donné a I'électrophorése un nouvebredk convient toutefois de
distinguer les techniques utilisées par un labowatd’analyses de routine, qui
reposent sur l'utilisation de kits (technigues semi totalement automatisées),
de celles pratiguées dans un laboratoire de reoherécessitant une phase de

mise au point [6].
» Principe de I'électrophorese de 'ADN:

L’électrophorése de 'ADN est effectuée dans un djajarose creusé de
puits ou seront déposées les échantillons d’ADNdpits PCR) a analyser. Le
gel plonge dans un tampon alcalin (pH 8.6). Darss ainditions 'ADN qui
s’ionise sur ses groupements phosphates est chagativement et migre vers
'anode. Le déplacement de 'ADN dans le gel porsaxs le champ électrique
est proportionnel a la taille des fragments d’ADN gont donc séparés en
fonction de leur taille, exprimée en paires de baph). Les petits fragments
migrent plus rapidement que les plus grands. Aéimrepérer les fragments par
leur taille, on dépose dans I'un des puits du gelmarqueur de poids qui est
formé par un mélange de fragments de tailles canles marqueurs
commercialisés sont souvent obtenus par digestidBDN identifié par une

enzyme de restriction [6].

13
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* Protocole utilisé :

Nous avons utilisé I'électrophorése sur gel d’agar@our identifier et

controéler les produits d’amplification par PCR.

Cette séparation s'effectue dans un tampon TBEv&rs la matrice du gel
d'agarose additionné d&romure d’éthidium (BET), agent intercalant d’'une

grande sensibilité, la détection de la fluoresceraféectuant sous UV [6].

L'action d'intercalation de cette substance e&ragine d'effets mutagenes
importants, pouvant étre également cancérigengsatbgenes. L'exposition est
relativement faible lors de la manipulation dessgete qui ne dispense pas de

porter impérativement des gants.

Le gel d’agarose a 2% est préparé dans le tamp& 18
Les conditions d’électrophorese que nous avoniségs sont :
- Tension : le voltage 60 volts.
- Temps de migration : une heure.
Dans ces conditions le courant généré est de 35 mA.
A la fin de la migration le gel est retiré de lareret placé dans la chambre de
visualisation sous lumiere UV. L'image est captuaebaide d’'une caméra et

traitée par ordinateur (Figure 4).
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714 ph
628 ph
542ph

Figure 4: Photo d’'une migration électrophorétique des prisddiamplification

du VNTR de l'intron 2 sur gel d’agarose a 2%.

2.2. Technique de recherche de la mutation P533R pRFLP :

Pour mettre en place une technique de rechercha oheitation P533R,
qui permettrait de diagnostiquer la maladie de éfushns faire de séquencage,

nous avons proceédé comme suit.
2.2.1. Amplification de I’'ADN cible (PCR) :
» Protocole:
La composition pour un volume de PCR de 50ul estilzante :

Tampon taq (5X) : 10 pl
MgCl,25mM 05 pl
DMSO 5 ul

Le primer (F-11) -1l

15
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Le primer (R-12) 21l

d-NTP -1l
Eau (ultra pure) : 25,5 ul
Taq polymérase ;0,5 ul

Echantillon d’ADN : 1 pl

Les échantillons sont placés dans le thermocyclearparamétrage de

'appareil est réglé comme suit :

- Préchauffage de la plaque du couvercle du thernheaya 112°C.
- La dénaturation a 95°C.
- L’hybridation a 57°C.

- L’élongation a 72°C.
Le fragment de gene que nous allons amplifier est49 pb.
2.2.2. Digestion enzymatique (RFLP) :

* Principe :

La RFLP est la l'abréviation de I'expression anggaiRestriction
Fragment Lengh Polymorphism (le terme francais équivalent est Polymorphisme
delongueur des fragments de restriction). Elle remogda digestion d’'un ADN
cible par une ou plusieurs enzymes de restrictipaciiques des sites de
restriction portés par 'ADN. Certaines mutationsdifient la séquence du site
de restriction et empéchent 'action de I'enzyngs. inodifications par mutation
peuvent également faire apparaitre un nouveaudsteestriction permettant
ainsi I'action d’'une enzyme de restriction. Les twmupures de I'ADN ou au

contraire les nouvelles coupures sont détectéesimmnariation du nombre et
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de la longueur des fragments d'ADN (fragments driction) obtenus aprés

digestion enzymatique.

AA Aa
S I
s M X‘\"‘ = 7‘
‘\ sonde radicactive gite de restriction chromosomes
homologues
[ | r
oel ¥
d'électrophoreése — —
ADIT
AA Aa ag

Figure 5: Principe de la Technique RFLP [7].

* Protocole :

Pour rechercher la mutation P533R nous utilisomszlyme Hpy99l. Elle
possede deux sites de restriction sur le fragmapti€ au niveau de I'exon 11
du géne IDUA sur le chromosome 4. Le site de m&&gin reconnu par 'enzyme
est CGWCG est indiqué en jaune sur la figure csoias.

L’action de I'enzyme a lieu juste apres le siterdeonnaissance comme

indiqué sur la figure ci dessous par les flecheges.

ccgccecceccecttaccegecggeggceccgectgaccetgegeccegegetgegge
tgc c $cttttgctggtgcacgtgtgtgcgcgccccgagaagccgccc
gggcaggcaagtggcagtccecctaacccgecgecgeggecccggactecect
tcece %ccatcacagcccttccctcccccagqtcacgcggctccgcg
ccctgcecectgacccaagggecagetggttcectggtetggteggatgaacac
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incuber a 37°C est la suivante :

BSA

Eau

7 ul

ADN (produit PCR)
0,5 ul
Tampon : 2 ul

La composition pour un volume de digestion de 2§yue nous allons

10 pl

Enzyme : 1U par ug d’ADN

En absence de la mutation, I'enzyme reconnait deax sites et
engendre 3 fragment200pb + 148pb + 101pb

Length

5' Enzyme

5'Base

3' Enzyme

3' Base

Sequence

200

Hpy99l

250

none

449

CCATCACAGC CCTTCCCTCC CCCAGGTCAC GCGGCLTCCGC
GCCCTGCCCC TGACCCAAGG GCAGCTGGTT CTGGTCTGGT
CGGATGAACA CGTGGGCTCC AAGTGCGTGA
GTGGGGCCGC CCCTCCCTCT GCCTGGTCCT AGGCAGGTCC
CTGGGTCCCG ACCCCTTCAC CCATGCGGTC ACTCGGGCCA
CTTGCCGTGG

148

none

Hpy99l

148

TTCGCCCTGA GGTCGGGCCG AGCGTCCCCA GCTCCCCTGG
AGAACCCTGA GGACCGGCCA CTGCGCCCAG
GACCCGGTGG CCGCGGCGCC CCGCCCCTTA CCCGLCGGLa
GCCGCCTGAC CCTGCGCCCC GCGCTGCGGC TGCCGTCG

101

Hpy99l

149

Hpy99lI

249

CTTTTGCTGG TGCACGTGTG TGCGCGCCCC GAGAAGCCGC
CCGGGCAGGC AAGTGGCAGT CCCCTAACCC
GCGCCGCGGC CCGGACTCCC CTTCCCCGACG

18
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En présence de la mutation P533R, la cytosineuestituée par une guanine.

ccgccceccttaceccgecggeggeccgectgacecctgegeccecgegectgegge
g tcttttgctggtgcacgtgtgtgcgcgccccgagaagccgccc
gggcaggcaagtggcagtcccctaacccgecgcecgecggeccecggactceeect
tccc
ccctgccecctgacccaagggcagectggttctggtctggtecggatgaacac

tgc

ccatcacagcccttcectcceccaggtcacgecggectcecgeg

L’enzyme ne reconnaitra qu’un seul site ce qui ergendrer 2

fragments seulemen200pb + 249pb.

Length

5' Enzyme

5' Base

3' Enzyme

3' Base

Sequence

249

none

Hpy99l

249

TTCGCCCTGA GGTCGGGCCG AGCGTCCCCA GCTCCCCTGG
AGAACCCTGA GGACCGGCCA CTGCGCCCAG GACCCGGTGG
CCGCGGCGCC CCGCCCCTTA CCCGCCGGLG GCCGLCTGAC
CCTGCGCCCC GCGCTGCGGC TGCGGTCGCT TTTGCTGGTG
CACGTGTGTG CGCGCCCCGA GAAGCCGCCC GGGCAGGCAA
GTGGCAGTCC CCTAACCCGC GCCGCGGCCC GGACTCCCCT
TCCCCGACG

200

Hpy99l

250

none

449

CCATCACAGC CCTTCCCTCC CCCAGGTCAC GCGGCTCCGC
GCCCTGCCCC TGACCCAAGG GCAGCTGGTT CTGGTCTGGT
CGGATGAACA CGTGGGCTCC AAGTGCGTGA GTGGGGCCGC
CCCTCCCTCT GCCTGGTCCT AGGCAGGTCC CTGGGTCCCG
ACCCCTTCAC CCATGCGGTC ACTCGGGCCA CTTGCCGTGG

2.2.3. Electrophorese sur Gel d’Agarose :

Les conditions d’électrophorése avec lesquelles avons travaillé sont :

- Tension : le voltage 60 volts.

- Temps de migration : une heure et demie.
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2.3. Technique de recherche de la mutation P533R IpPARMS :
Nous avons procédé comme suit.
2.3.1. Principe de la technique ARMS:

Le systeme d'amplification par amorce spécifiquBN¥fs : amplification-
refractory mutation system) est une méthode simppie détecter toute mutation
impliquant de petites délétions ou des mutatiomgpuelles. Cette technique est
basée sur l'utilisation d'amorces spécifiques gungttent d’amplifier 'ADN si
I'allele cible est contenue dans I'échantillonpiésence ou I'absence du produit

de PCR permet donc de conclure que l'alléle citigpeesent ou absent.
2.3.1. Amplification de I’'ADN cible (PCR) :
» Protocole :

La compositon pour un volume de PCR de 50ul estilzante :

Tampon taq (5X) 10 pl
Mgcl, 25mM 5l
DMSO 5 ul

Le primer (F-11N ou F-11M) : 1 pl

Le primer (R-10) 1l
d-NTP 21l
Eau (ultra pure) : 25,5 ul
Taq polymérase 0,5 ul

Echantillon d’ADN s 1l
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Pour chaque échantillon a étudier nous avonssgédiux amplifications,
une avec le primer forward normal et l'autre avecfbrward muté. Les
échantillons seront ensuite placés dans le theromay Qantaus® selon les
mémes conditions que celles utilisées pour I'étddda mutation P533R par
RFLP.

2.3.3. Electrophorese sur Gel d’Agarose :

Les conditions d’électrophorése avec lesquelles aoons travaillé sont :
- Tension : le voltage 60 volts.

- Temps de migration : une heure et demie.
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Resultats :
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1. Etude du polymorphisme de taille de I'intron 2 :

Aprées avoir réalisé la PCR et I'électrophorese & &DN recueillis chez
les étudiants de la section pharmacie, les résul@at’étude du polymorphisme
de taille au niveau de lintron 2 montrent la prése des 3 alleles dans la
population étudiée. La figure 6 ci-dessous rapptete exemples de 2 gels

obtenus montrant les génotypes de certains étsdil@nmotre série.

1 F 3 4 5 6 7

714 pb
628 pb
542pb

714 pb
628 pb
542pb

Figure 6 : Profils élecrophorétiques de quelques échantilkindiés.
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Les résultats de I'étude de la répartition desl|8led et des différents
génotypes, sont représentés dans les tableau ¢tetlustrés par les figures 7

et 8 ci-dessous.

Tableau | : Résultats de I'étude des génotypes du polymenphi de

taille
Génotype Nombre de patients | Fréquence
M/P 20 27%
P/P 12 16%
G/P 11 15%
M/M 13 17%
G/M 13 17%
G/IG 6 8%
Tableau Il : Résultats de l'étude de la fréquence des alldies

polymorphisme de taille

Alléle Nombre Fréguence
P (542 pb) 55 37%
M (628 pb) 59 39%
G (714 pb) 36 24%
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Distribution des haplotypes de l'intron
2 du géne IDUA chez la population

Marocaine

G/G
M/M gy M/P
17%

_ G/P
G/M 159
17%

Figure 7 : Répartition des différen haplotypes de I'intron 2 du geéi
IDUA « chezla population marocail ». G : 714pb ; M 628pl ; P : 542pb.

Distribution des differents alleles de
I'intron 2 du géne IDUA chez la
population Marocaine

Figure 8 : Répatrtition des différents alleles de l'intron 2ghne IDUA« chez
la population marocail ». G : 714pb ; M : 628pb ; $42pb
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2. Recherche de la mutation P533R par RFLP :

209+249 a0
200+148+101

Figure 9 : Profil élecrophorétique d’'un échantillon normatatn

échantillon muté aprés digestion enzymatique.

» Interprétations du profil électrophorétique :
- « M » correspond au marqueur de poids moléculaire.
- «A» correspond au fragment amplifie dans lI'exbh avant
digestion enzymatique. Il présente une band@i@eph
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- « B » correspond aux sets Hurler qui portda mutation P533}
apres digestion enzymatic. Il présente 2 bandes seulem200pb
+ 249ph
- «C»correspond a l'un des étudiants de la série que avons
étudiée Il présente 3 bandes apres digesi200pb + 18pb +
101pb.
3. Recherche de la mutation P533R par ARM:

La figure 10 montre les résultats obtenus pour w@tiept Hurler

homozygote poural mutation P533R et pour I'un des étudiants étt

404
331

Figure 10 : Profil élecrophorétique d’'un échantillon normatiatn

échantillon muté apres amplification par amorcexgigues
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» Interprétations du profil électrophorétique :

- « M*» correspond au marqueur de poids moléculaire.

- «1» correspond a I’'ADN du patient Hurler amplipar le primer
normal (amplification négative).

- « 2 » correspond a I'’ADN du patient Hurler amplipar le primer
muté. (amplification positive).

- «3» correspond a 'ADN de I'étudiant 1 de la ségue nous
étudiant amplifié par le primer normal (amplifiicet positive).

- «4» correspond a 'ADN de l'étudiant 1 de la séqgue nous

étudiant amplifié par le primer muté (amplificatioégative).

La recherche de la mutation P533R sur 22 ADN parenix obtenus a
partir des étudiants s’est avérée négative.

L’application des techniques mises au point aux AB®s 4 patients
Hurler a montré que trois parmi eux étaient homomsg et le quatrieme

hétérozygote pour la mutation P533R.

4. Résultats du séquencage de I'exon 11 des 4 patiseHurler :

La mutation P533R a été recherchée par séquengadgiexdn 11 chez les 4
patients Hurler. Cette étude a été réalisée au rafdice de Biochimie
Génétique de I'Institut Cochin a Paris dans le eadiun programme de
collaboration, elle a permis de confirmer que 3 pgasents que nous avons
étudiés étaient homozygotes pour la mutation retiéer (Figure 11). Le
quatrieme patient était hétérozygote (Figure 12)rpa mutation P533R, il

s’'agit d'un patient ayant un statut d’hétérozygat@mposite pour qui la
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recherche de la deuxieme mutation qui est en auégessite le séquencage de

I'ensemble du gene IDUA.

NW\F ol EM Wy

JW\/S[\;[ \!M | \JWQ | WA M{ \/

Figure 11: Résultat du séquencage d’'un patient Hurler hggmz pour la

mutation P533R : séquence en bas (CGG) comparéde &équence normale
(CCG) en haut.
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Figure 12: Reésultat du séquencage du patient Hurler héigase pour la
mutation P533R : séquence en bas (CGG/CCG) comparéee séquence

normale (CCG) en haut.
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Discussion:
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A. Aspects analytique :

» Matériels génétique :

L'objectif de notre étude est d'estimer la prévakendes trois alléles
constituant le VNTR (Variable Number Tandem Rep@afsent au niveau de
I'intron 2 du géne IDUA et de rechercher la mutatiRb33R au niveau de I'exon
11 du géne IDUA dans I'échantillon d’individus nauax recrutés, considérés

comme représentatif de la population Marocaine.

Nous avons donc utilisé pour notre étude des AD&lrtpus avons récupérés
a partir d'une population estimée représentatiles: étudiants de la section
Pharmacie. Ces ADN ont été prélevés dans le cadme détude similaire

portant sur la phénylcétonurie puis conservés 3520

La population d’étude choisie peut étre considéepeesentative puisque les
étudiants de la section pharmacie proviennent di&seahtes régions du Maroc.
La quasi-totalité des régions du royaume furentcdmprésentées avec une
prédominance des étudiants provenant des villé®deCasablanca et Rabat qui
sont des villes ou le nombre d’habitants est égahnélevé par rapport a
d’autres villes du pays. On pourrait donc considére le groupe d’étudiants
est assez représentatif de la population Marocane toutefois prétendre étre a
I'abri de biais de recrutement. Nous avions préaugimenter |'effectif de notre
groupe d’étudiants en prélevant une deuxiéme priomot’étudiants en
pharmacie, mais nous n’‘avons pas pu reéaliser ceictifopour des raisons
logistiques. Nous considérons que les résultats mpues rapportons dans ce

travail sont préliminaires.
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* La nature des Primers et leur concentration optimag :

La mise au point de la technique a nécessité pitsegustements en vue
d’'une optimisation des conditions de PCR permettdiameéliorer le
rendement et d’augmenter la spécificité. Les ametds avaient porté entre
autres sur la nature des primers que nous avdisgstet qui sont formés de
20 bases chacun. Nous avons préparé une dilutioneptant de travailler
avec une concentration de 100 ng/ul. Il faut najeiune concentration
élevée en primers peut faire apparaitre des pmdiigmplifications non

spécifiques.
» La concentration optimale du Tampon Tagq :

Le tampon Tq 5X fourni par le fabriquant doit étidué au 1/5éme. Nous

avons utilisé 10 pul de tampon pour un volume tdéaPCR de 54d.
» Le volume de chlorure de magnésium a utiliser :

La concentration de Chlorure de Magnésium (My€$t une donnée capitale
qui doit étre optimisée. Nous avons réalisé des RUE une gamme de
concentrations de Mgg&en utilisant des prises d’essai de¢, 3 ul et 5ul de

MgCI, a 25 mM. Les résultats étaient meilleurs avecpise de Sul de MgCh.

» Latempérature optimale d’amplification:

Nous avons réalisé plusieurs séries de PCR avec telmpératures
d’hybridation allant de 56 a 60°C.

Pour I'étude du polymorphisme de taille (amplifioatde I'intron 2), 58°C

était la température la plus concluante. Alors paer I'étude de la mutation
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P533R, nous avons opté pour 60°C, température ajgimour amplifier ce

gene.
e Optimisation de la PCR :

Pour I'amplification des exons 10 et 11 riche emrgoe et cytosine nous
avons utilisé le DMSO connue pour son pouvoir aak#ser la structure en
double hélice d'un ADN a haute teneur en GC. Eatdff présence de guanine
et cytosine augmente la force de liaison hydrogéendant la dénaturation de la
matrice plus difficile, ce qui conduit a la fornati de structures secondaires

intermoléculaires qui peuvent rivaliser avec I'hglation des amorces [8].
» Conditions physicochimiques de la digestion enzymaue :

Nous avons choisi 37°C pour réaliser nos incubatmmme le préconise la
fiche descriptive de I'enzyme [9].

Nous avons ensuite testé des durées d’'incubati@h 6e8... heures afin de
choisir la durée qui nous permet d’obtenir le neeitlrendement de digestion du
fragment d’ADN étudié.

Nous avons ensuite retenu 6h.

B. Apport du travail au niveau marocain :
1. Intérét de I'étude du polymorphisme de taille dé’intron 2 :

1.1. Les répétitions en tandem [10] :
» Définition:
Une répétition en tandem est une succession ddsntbBDN répétes les

uns derriere les autres. Les répétitions en tarrdpnésentent environ 3% du
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génome humain, la majorité (en nombre de locusytétas répétitions de
dinucléotides. Il y a environ 1 répétition en tamdmus les 2 kilobases. Elles
ont été étudiées en premier lieu chez les mamrmsifée trois catégories ont été

distinguées : les satellites, les minisatellité$e® microsatellites.

Cette distinction correspond a différentes plagesadlle (pour la longueur
totale) et a été faite de facon plus ou moins iaibé : 'ADN « satellite » a tout
d’abord été observé et isolé par centrifugation gnadient de densité, ou il
constituait une fraction particuliere dite « satell>. Ensuite, des répétitions en
tandem de taille inférieure, pouvant étre analysg@se a la technique de
Southern Blot, ont été caractérisées puis appe&ldemisatellites ». Enfin, les
répétitions en tandem de taille encore inférieunavant étre étudié par PCR ont
été nommeées « microsatellites ».

Les répétitions en tandem sont souvent polymormiekeurs alleles, de
tailles différentes, sont facilement identifiablpar PCR a partir d’amorces
spécifiques, suivie d’'une simple migration sur ggkst la méthode que nous

avons adopté pour I'étude de I'intron 2 du gene ADU

La répétition en tandem que nous étudions au nideakintron 2 est de
86pb. Elle est donc classée parmi les minisateltjig sont définis comme étant
constitués d’'unités d’'une quinzaine a plusieurdaieas de paires de bases. Le
premier minisatellite humain a été mis en évidezrtd 980 par Wyman [11] et
le nom de « minisatellites » leur a été donné péfreys en 1985 [12] , qui a
découvert la grande utilité de ces structures mdmdent polymorphes pour

réaliser les premieres « empreintes génétiques ».
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» Roles biologiques attribués aux minisatellites :

La plupart des minisatellites sont localisés daes gions intergéniques.

lls peuvent cependant avoir des divers fonctions :

- Certains sont soupconnés de jouer un role danpHénomenes d’empreinte
parentale.

- D’autres constituent des sites fragiles, casstiiemmosomiques survenant lors
de la métaphase a des localisations caracteristique

- Enfin, de facon plus hypothétique, les minisatsl pourraient jouer un réle

dans l'initiation de I'appariement des chromosomes.

Pour la plupart des minisatellites situés dansimtesns, ou au niveau des
jonctions introns/exons on peut noter une assoaatntre certains alleles et des
pathologies humaines :

> Indirectement, I'association reflétant alors unédgslibre de liaison da a
la proximité entre le minisatellite et la mutatioesponsable du
phénotype.

» Directement, le minisatellite lui-méme étant impkgdans la pathologie
par 'une de ces deux voies majeures:

- soit en modulant 'expression du gene situé Xipre.

- soit en jouant un réle sur I'épissage pour lésisatellites localisés

dans des introns
1.2. Interprétation des résultats obtenus :

Sur les 150 chromosomes étudiés on note une prédooe de I'allele M
(39%), il est présent a 17% sous la forme homozyipiM et a 44% sous la
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forme hétérozygote M-G et M-P. Suivi de l'allelgd37%), présent a 16% sous
la forme homozygote P-P et a 41% sous la formérb&ggote G-P et M-P.
L’allele le moins représenté est G (24%).

Scott [4] avait observé la méme distribution lohsng étude réalisé sur
136 chromosomes, issue de personnes phénotypigtiessenes et ne
représentant aucun lien de parenté. L’allele Mésgntait 55%, suivi de l'allele
P (28%) puis de l'alléle G (17%).

Pour mettre en évidence une éventuelle relatiore éatVNTR présent au
niveau de I'intron 2 et la forme sévere de la MPSdott [4] a aussi étudié 106
chromosomes issus de patients atteints du syndidunk®. L'alléle M était
fortement prédominant et représentait 81%.

Cela montre que la manifestation de la MPS | saufbosme séveére fait
intervenir plusieurs parameétres autres que la eatarla mutation au niveau de
la partie traduite du gene IDUA. Il nous serait daiune grande utilité
d’étudier la distribution de ces différents allelasgrande échelle chez la
population Marocaine phénotypiquement saine et afelle atteinte de la
maladie d'Hurler. Cela permettra une meilleure carhpnsion des
manifestations cliniques, qui sont pour la plust pas variées et de pronostic
imprévisible, et une meilleure adaptation des draénts pour eéviter les

éventuelles complications mortelles.
2. Intérét de la recherche de la mutation P533R :

Le gene IDUA est localisé sur le chromosome 4 (Bgi3) entre les
paires de bases 970785 et 988317 [14].
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Figure 13 : Localisation du géene IDUA [14]
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Le gene IDUA code pour une enzyme appelée « alpitadionidase »
qui se trouve dans les lysosomes et intervient dansatabolisme des
glycosaminoglycanes (GAG). Elle hydrolyse les rasidcides alpha-iduronique
en position terminale de deux GAGs : le dermataiffate et 'héparane sulfate.
Les mutations du gene IDUA sont responsables de Ia
mucopolysaccharidose de type | (MPS |I), caractéripar I'accumulation

lysosomique progressive du dermane-sulfate (D8Egdthéparane-sulfate (HS)

[1].

La mucopolysaccharidose de type | dans sa formereév été décrite la
premiere fois par Gertrud Hurler en 1919. L’accumtioh de
glycosaminoglycanes ou mucopolysaccharides n'asbdé&ée que plus tard en
1956 ; mais ce n’est qu’en 1970 que le déficit lphaL-iduronidase fat mis en

évidence [15].

Il s’agit d’'une maladie évolutive, progressive, taylstémique. Dans la
majorité des cas, I'enfant nait apres une grosssse accouchement normaux

avec un examen néonatal normal [16].
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Le diagnostic biologique repose sur I'excrétiomanie accrue de DS et

HS et le dosage enzymatique de I'alpha-L-iduroredaacocytaire.

En dehors des traitements symptomatiques, deuwernrants spécifiques
sont possibles : l'allogreffe de moelle osseuse deu sang de cordon, et
I'enzymothérapie substitutive intraveineuse hebditaire (aldurazyme* : AMM
en 2003) [17].

2.1. Sur le plan clinique:
La MPS | se manifeste selon trois formes cliniques:

La forme sévére Hurler (MPS I-H), la forme modérdg¢urler-Scheie
(MPS I-H /S) et la forme atténuée Scheie (MPS IL%).mutation P533R est
connue pour son implication, le plus souvent, dendorme sévere de la
maladie (MPS I-H) [18].

Dans la MPS I-H, I'enfant est le plus souvent ndrinda naissance, les
signes cliniques apparaissent progressivementas de la premiere année. Le
tableau clinique associe hernies, infection ORLétéps, dysmorphie faciale
(Figure 14) et macrocéphalie, hirsutisme, cyphassalombaire et limitations
articulaires par dysostose multiple, hépatosplémaie avance staturale
initiale, puis nanisme, atteinte cardiaque, surdatéeinte respiratoire, opacité

cornéenne, et régression psychomotrice aboutissamtretard mental sévere.

Les premiers signes cliniques de la maladie deddapparaissent dans
les premiers mois de la vie, mais le diagnosticsesvent tardif. On estime que
70% des patients ne se prétent a I'avis d’'un sfpgteiaju’apres l'installation du

retard psychomoteur, la moyenne de I'age d’admisiste élevée 5,9 ans [19].
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JA. Faciés grossier B. Main en griffie C. Hernie ombilicale

Figure 14 : Morphotype d’'une enfant atteinte de la maladi¢idder [1].
* Le syndrome dysmorphique :

La dysmorphie faciale est un signe caractéristigeela maladie de
Hurler : Il existe une macrocranie, le front esilaat, le nez est aplati a sa
racine et les narines sont larges. Le systeme xpie=i tres développé, les

cheveux sont épais et raides, les sourcilles badlleasx [20].
* Les manifestations neurologiques :

La détérioration mentale devient évidente dansdaxime année. En
effet la détérioration intellectuelle s’installeogressivement pour se préciser a
'age de 3 ou 4 ans avec perte du langage, ruplureontact, régression des
acquisitions psychomotrices [21]. Des anomalies chmportement sont
freguemment retrouvées : crainte, anxiété, trouhlesommeil et trouble de

I'alimentation.
e L’atteinte ophtalmologique :
Chez les patients atteints de MPS I, I'accumulatlerHS et du DS dans

les tissus oculaires conduit a des manifestatahiméques ophtalmologiques
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fréquentes [22]. L’opacification cornéenne stromagsatre puis l'aspect
laiteux, prédominant souvent dans les couchesiautés et la région centrale,
est une caractéristiqgue des patients atteints d® MB0%) [19]. La baisse de

I'acuité visuelle observée dans 50% des cas dllekgivement tardive [23].
« L’atteinte otorhinolaryngologique :

La perte de l'audition est extrémement frequerite,est souvent présente
au moment du diagnostic. Sa cause est attribuédépdt des GAGs dans le
canal cochléaire, les stries vasculaires et lecufiléaire. Les patients atteints
de la maladie d’Hurler présentent aussi une olsbruales voies aériennes
supérieures pouvant aller de I'apnée du sommeih@ wrgence obstructive

menacant la vie [24].
e L’atteinte ostéoarticulaire :

Chez les patients atteints de mucopolysacchariddses que le déficit
touche une variété d’enzymes différentes, les raatdfions cliniques liées aux
atteintes ostéo-articulaires sont similaires. kstsdus a I'accumulation des

GAG dans les lysosomes des os et du cartilage [25].

Le premier signe qui motive une consultation mddicast souvent
'apparition d’'une raideur articulaire non inflamtome, ce qui doit faire
rechercher une mucopolysaccharidose. La diminaemamplitudes articulaires
touche préeférentiellement les mains se qui leumdam aspect en griffe mais

elle peut aussi toucher les épaules ou n'imporédi@autre articulation.

Le retard statural est souvent observé. La tadtegénéralement réduite

(moins de 150 cm) mais peut étre normale dans desels atténuées. Le
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développement axial est plus perturbé que le dppelment appendiculaire, en
rapport avec un défaut d’ossification enchondralecdrtilage de conjugaison
[26].

e L’atteinte abdominale :

L’infiltration des viscéres par les mucopolysacates entraine une
hépato splénomégalie qui géne la course du diaptagngendrant un
syndrome respiratoire restrictif, et participe adiatension abdominale avec
comme conséquence une apparition d’hernies omlegilieainguinale ayant la

caractéristique de récidiver souvent apres chieli@ji].
» L’atteinte cardiovasculaire :

Chez les personnes atteintes de mucopolysaccharidgpe |,
I'échographie cardiaque montre une insuffisancératei, une insuffisance
aortique et une dilatation ventriculaire. L'atteirde I'endocarde et des valves
cardiaques est due a l'infiltration par les mucgpatcharides. On peut aussi
noter une atteinte des artéres coronaires qui @eeta l'origine d’angine de

poitrine, et d’'une hypertension artérielle [28].
» L’atteinte respiratoire :

La plupart des manifestations respiratoires somaaté@risées par une
obstruction des voies aériennes qui est liee agmdtdde GAGs. Initialement,
les symptdmes obstructifs sont plus prononcés aeani des voies aériennes
supérieures, puis les manifestations trachéo-bigneb arrivent dans un
deuxiéme temps. Ces atteintes sont plus fréequetrmeause du déces chez les
patients atteints de la MPS | [29].
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2.2. Sur le plan biologique:

Le diagnostic biologique de la MPS | comporte muss étapes

2.2.1. Examens biologiques d’orientation [30]

Les anomalies morphologiques des lymphocytes pe@tenréveélatrices

de pathologies métaboligues héréditaires. En efiktsieurs anomalies

lymphocytaires sont décrites au cours des maladiesurcharge lysosomale.

Certains examens hématologiques peuvent aider dgndstic quand la

symptomatologie clinique est évocatrice.

» Le frottis sanguin :

Dans le sang, les anomalies lymphocytaires soripted et plus ou moins

spécifiques. Les lymphocytes vacuolés sont présdatss de nombreuses

maladies de surcharge. La réalisation du frottigga permet de rechercher :

L’'anomalie dAlder : qui correspond a des granulations azurophiles
plus grosses, plus denses anormalement surchargges
mucopolysaccharides.

Le lymphocyte désasser qui est caractérisé par la présence au sein
des vacuoles d’une inclusion de teinte violet- moiMGG. La taille

et le nombre de telles vacuoles sont tres varialiesfois, une
méme vacuole peut contenir plusieurs inclusionstdcherche doit

étre attentive (1 a 10 % des lymphocytes).

Leur présence est évocatrice de certaines mucsgiiiaridoses (Tableau
IV, Figure 15).
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Tableau IV: Maladies de surcharge lysosomale et anomalies

cytologiques [31].

Type | - Hurler / Scheie a-L-iduronidase L. vacuolés ¢, L. de Gasser +, H. de Gasser +++, P. de Buhot £
L. & granulations anomales £,
anomalie d'Alder £

Type Il - Hunter [duronate-sulfatase L. vacuolés +, L. de Gasser +, H. de Gasser ++, P. de Buhot +

L. a granulations anormales +,
L. hodocircés =, anomalie d'Alder +

Type Il - Sanfilippo Enzymes variables L. vacuolés =, L. de Gasser +, H. de Gasser ++, P. de Buhot ++
(sous-type A, B, C, D) dépendant du sous-type L. & granulations anormales ++
Type IV - Morquio N-acélylgalactosamine Granulations anomales regroupées
6-sulfate sufatase par paires dans les polynuciéaires
Type VI - Maroteaux-Lamy  N-acétylgalaclosamine-4-suifatase L. vacuolés =, L. de Gasser +, H. de Gasser +
L. & granulations anormales +,
anomalie d'Adler ++
Type Vil - Sly B- glucuronidase Anomalie d Adler +, P. de Buhot +, H. de Gasser +

L. de Gasser +, L. vacuolés +

Anomalies d’Alder Lymphocytes de Gasser

Figure 15: Anomalies lymphocytaires observées sur un gaéinguin [31].
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» Le myélogramme :

Il peut montrer de grandes cellules réticulaires gontiennent de
nombreuses granulations fortement basophiles, @mnsous le nom de cellules

de Gasser Il.
2.2.2. Examens biologiques de confirmation :

L’étude biochimique des GAGs urinaires ainsi quedsage de I'activité
enzymatique de lalpha- L-iduronidase sont indigadbes au diagnostic

biologique de la maladie d’Hurler.

» Etude biochimique des GAG’s urinaires :

Les urines peuvent étres soit des urines de 24heswrines de la
premiére miction matinale. Elles sont recueilliemsl un flacon propre sans
additif et immédiatement adressées au laboratbis. urines de 24h doivent

étres conservées au frais.

 Dosage des GAG's :

Le dosage des GAG's est baseé sur la métachromatiésyplte de I'action
de la DMB sur les GAG's sulfatés. La fixation du BMur les GAG’s entraine
la formation d’'une coloration violette proportiotieea la concentration des
GAG’s .

Les résultats sont exprimés en mg/mmol de créatimh varient en

fonction de I'age (Tableau IV).
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Tableau IV : valeurs usuelles du dosage des GAG's urinaiegslg
méthode du DMB en fonction de 'age9].

Age en| Taux desGAG’s en mg/mmol de
année créatinine

[0-1] 3.7-26.16

[1-4] 5.32-13.82

[4-10] 2.67 - 7.55

[10-15] 2.27 -5.81

> 15 0.81-1.73

Isolement des GAG's :

L’isolement est réalisé par la méthode de hopwobdhagisson. Elle
consiste a traiter I'urine par le CPC (chlorure aiylpyridinium) et a

faire une précipitation différentielle des GAG’si gont ensuite identifiés
par électrophorese.

Electrophorése des GAG'’s urinaires :

Elle permet I'évaluation quantitative des GAG’s naires sur gel
d’acétate de cellulose en tampon acétate de baayQri5 M. Les bandes sont
colorées par le diméthylméthyléne bleu a 0.02%(rédL6).
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1. Etalon chondroitine-sulfate A 2. Etalon chondroitine-sulfate C

3. Etalon héparane/dermatane-sulfates 6. Malade X présentant deux bandes anormales, qui
correspondent aux héparane/dermatane-sulfates
par comparaison aux étalons.

Figure 16 : profil électrophorétique de mucopolysaccharidaspaque

d’acétate de cellulose [1].

Cependant I'électrophorése des GAG’'s urinaires eempt pas de
distinguer la MPS type | de la MPS type Il (défieit iduronate-2-sulfatase), car
les deux présentent une excrétion urinaire acanie& et en HS. D’ou l'intérét

de réaliser le dosage de l'activité enzymatiqué @el-Iduronidase.
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» Dosage de I'activité enzymatigue ded- L-Iduronidase : [32]

* |solement des leucocytes :

Il se fait a partir de 5 a 10 ml de sang fraisgrélsur EDTA. Le sang est
dilué dans une solution de chlorure d’ammoniumligse les hématies, puis les

globules blancs sont récupérés en culot.
» Dosage des protéines leucocytaires :

Les globules blancs sont lysés par sonication aucpagélation dans
I'azote liquide et le volume du lysat est ajusté@du sérum physiologique. Le
dosage des protéines est réalisé par la méthodeowey et le résultat est

exprimé en mg/ml.
» Détermination de I'activité enzymatique :

La détermination de I'activité enzymatique de-L-iduronidase (IDUA)
est faite par une méthode colorimétrique en utitisa substrat synthétique : le

phényle-L-iduronide .

L’enzyme est caractérisée par sa proprieté a hyskol de facon
spécifique le phényk-L-iduronide en phénol et en acidelL-iduronique. La
réaction se fait a température ambiante, a pH 8|3neubation dure 18h. Le
dérivé coloré produit présente un maximum d’'abswebaa 760 nm, cette
absorbance est proportionnelle a la quantité deghédérée par 'enzyme a

partir du substrat pendant I'incubation [10].

L’activité de laB-D-glucosaminidase est aussi déterminée, ellecasbin

de la qualité du préléevement. Son activité estrdétee par fluorimétrie en
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utiisant comme  substrat le  4-méthyl-umbelliféryaliétyl$-D-
glucopyranoside.

Tableau V: valeur usuelles de lactivité enzymatigue  des yemes

lysosomiques [19].

Enzymes Activité enzymatique ( nmoles/h/mg de protéines)

lysosomiques

o-L-iduronidase 10-25
a-mannosidase 114-510
B-glucosaminidase 80-500

L’expérience marocaine dans ce domaine avait debut®©91 a I'Hopital
d’Enfant de Rabat avec la création au sein du &boe de biochimie d'un
centre d’étude des maladies héréditaires du mésaml( CEMHM). Grace a la
collaboration avec le laboratoire de biochimie rhétigue de [I'hopital
Debrousse de Lyon, le Laboratoire du CHU de I'H&ipibn Sina a pu installer
les techniques colorimétriques, électrophorétiquets chromatographiques
permettant le diagnostic des mucopolysaccharidesegs oligosacchariduries.
Le schéma général de la conduite diagnostiqudlesiré dans la figure 17.
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Réceptiondes urines de 12h et enregistrement

Dosage colorimétrique par de DMB

Electrophorése sur gel d’acétate de cellulose

non _ Rendu
> du
résultat

oul |,

Demande d'un prélévement sanguin sur EDTA

L

Extraction des enzymes lysosomales

L

-Dosage des protéines, f-galactosidase, -
mannosidase, ajustement des taux de
protéines.

-Dosage de I'enzyvme impliqué dans le type de
MPS

L

Confirmation du déficit

Rendu dua
résultat de
validation

oI

oul |,

S1iconsentement, recherche des mutations les
plus fréqguente.

L

Prise en charge du patient par enzyvimothérapie
substitutive.

Figure 17: Shéma résumant les étapes du diagnostic bialegigs MPS [33].
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2.3. Sur le plan moléculaire (génétique) :
2.3.1 Apport de I'étude moléculaire (génétique) da MPS I:

La caractérisation moléculaire du géene IDUA ideatidu moins 100
mutations distinctes, incluant des réarrangemestgtigues complexes, des
mutations faux sens, non sens du site d’épissaggrdedes ou petites délétions
intra géniques et des insertions au niveau du gedant lu-L-iduronidase.
Toutes ces mutations sont répertoriées au niveda ll@se de donnée « Human

Gene Mutation Database : www.hgmd.org ».

Toutefois, plusieurs études démontrent une prévalel® mutations par
régions géographiques. Les mutations W402X, Q70 sesponsables de la
moitié des mutations dans la population europégdvie alors que la P533R est
identifiece comme étant la mutation prédominante sdda population

meéditerranéenne [35].

L’étude moléculaire génétique pourrait aider augdastic et a la
prédiction précoce de la gravité de la maladieors&lcott la W402X, Q70X et
P533R sont les trois mutations impliquées danphésotypes séveres de MPS |
[36]. L'étude moléculaire génétique permettrait daliapporter une aide au
pronostic (corrélation génotype-phénotype) et aixcthérapeutique bien que la
vaste hétérogénéité geneétique du gene IDUA complagite corrélation [37].
Elle pourrait aussi servir pour fournir le conggiinétique aux familles dont un

ou plusieurs enfants sont atteints de la maladieider.

Les principales mutations sont rapportées dariguiag 18.
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il

— Mutations

Pelymorphizsma

Figure 18: Localisation de la mutation P533R dans le gemd'IDUA
[14].

La mutation P533R a été rapportée comme étant tation la plus
fréquente au Maroc ou elle a été identifiée dar¥é 82s cas [38]. Nous avons
recruté 4 patients et nous avons trouvé cette motatans 7 chromosomes
parmi les huit étudiés. Il s’agit d’'une mutationnptuelle (CCG =>CGG) qui
conduit a la substitution d’'un acide aminé neutxe(oline) par un acide aminé

basique (I'arginine) en position 533 de la protdDYA.

2.3.2 Interprétation des résultats obtenus pour lamise au point d'une

technique de recherche de la mutation P533R :
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L’étude moléculaire génétigue qui se fait actuedlam nécessite la
réalisation du séquencage directe de 'ADN dontdét est relativement élevé

pour les familles a revenu limité et ne bénéficiaticune prise en charge.

Le but de notre travail est de mettre au point i@ednique de recherche
de la mutation la plus fréquente au Maroc P533Re téchnique qui serait
facile a réaliser, qui donne des résultats fiabtegui colte beaucoup moins cher
que le séquencage.

Nous avons procédé dans un premier temps a la aispoint d’'une
technique de recherche de la mutation P533R parPRElette mise au point
nous a pris des mois avant que nous puissionsnéginiser tous les parametres
impliqués dans sa réussite. Les résultats obf@musent que I'on peut se fier a
cette méthode pour dire si le patient atteint deddadie d’Hurler présente ou

pas une mutation P533R, et sans avoir a faire giees€age.

Aprés la mise en évidence de la présence du DSSadans les urines et
de I'absence de I'activité enzymatiquedde-iduronidase, on peut appliquer la
technique RFLP que nous avons mise au point dm@n¢ étude. Si le patient
atteint de la maladie d’Hurler présente la mutatRBB3R il va présenter 2
bandes a I'électrophorese24PQpb + 200pb) alors que s’il ne porte pas la
mutation P533R, il va présenter 3 band&&0pb + 148pb + 101pb).

La recherche de la mutation par RFLP donne dedtaésdiables, mais
son application reste contraignante vue qu’elleegsgite la réalisation de la PCR
puis de la digestion enzymatique avant d’étre evphr électrophorese.

L’enzyme de restriction est relativement coutedsnant compte de tous ces

53



Mise en évidence de la mutation P533R et étudeotiumrphisme de l'intron 2 du géne de l'iduronidase

parameétres nous avons essayé de développer umedgiee plus simple et de

codt moins cher, c’est la technique ARMS.

Pour réaliser la technigue ARMS nous avons proéedeée amplification
spécifique en utilisant des amorces spécifigueaqG échantillon est amplifié
deux fois, I'une avec I'amorce qui reconnait le génormal l'autre avec
'amorce qui reconnait le gene muté. La réalisatienl’électrophorése permet
de connaitre quelle amorce a permis d'amplifiegéae et par la suite de savoir
s’il est normal ou s'il présente une mutation P53&Rtte technique reste
relativement simple et de colt moins élevé queHRAR méme sa mise au point

ne nous a pas pris beaucoup de temps.

Nous avons appliqué la technique ARMS sur 22 dedlAl® notre série
d’étudiants pour rechercher un éventuel hétérorygAticun échantillon n'a
donné de résultat positif, cela ne nous a pas patetirer de conclusion valable
sur la fréquence de la mutation P533R au Marocprirgcipale réserve est en
relation avec le nombre d’échantillons que nousnavoontrélés et avec la

difficulté de constituer un échantillon représeahnt# la population marocaine.

Certes la mutation P533R est la plus fréquente atodmais elle n'est
pas la seule mutation impliguée dans la MPS | dagzopulation marocaine.
Donc il se peut que sa recherche s’avere négaté&menchez de véritables
patients atteints de la maladie d’Hurler. L’apation de la technique permet de
distinguer les patients homozygotes pour la mutaBb633R de ceux qui sont
hétérozygotes. Elle permet aussi de différenamtre les sujets qui ne portent
pas cette mutation de ceux qui la porte. Cette nigae est donc tres

prometteuse pour les études familiales et poureleharche des porteurs
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hétérozygotes dans les familles a risque (cas )nddbe est donc trés utile pour

le conseil génétique.
2.4. Sur le plan thérapeutique :
La prise en charge des patients apres un diagrisstiertitude comporte:
2.4.1. Traitement symptomatique:

Il permet d’ameéliorer la qualité de vie des maladesleur assurant un

certain confort.

» Traitement a visé respiratoire et ORL :

L'objectif du traitement est de contréler les itif@es récurrentes des voies
respiratoires. Une antibiothérapie (de 10 - 159ppeut étre utilisée pour traiter
une infection bactérienne aigué « bronchite aidjogte moyenne aigué, une
amygdalite... ». Les décongestionnants nasaux topigueeivent étre utilisés
pour les épisodes aigus dans lequels I'obstructasale est tres intense. Les
corticoides systémiques pendant de breves péripelegent aider a réduire

I',edéme et a faciliter le drainage des sécrétidfis [
» Traitement a visé cardiovasculaire :

La mort précoce chez les patients atteints de MP8 L dans sa forme
sévere peut étre causée en partie par les cardpatiyes. Environ la moitié
des patients meurent de causes cardiagues, d#asuié cardiaque
congestive ou d’'arythmie soudaine [34].

Dans le but d’'améliorer I'état clinique des patgrés cliniciens peuvent

instaurer un certain nombre de traitements. Descdaiagues en cas
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d’insuffisance cardiaque, des vasodilatateurs @tens en cas d’angine de
poitrine, d’antihypertenseurs en cas d’hypertensiaérielle ... . lls peuvent
méme proposer un remplacement valvulaire chezdgents souffrant d'une

atteinte valvulaire sévere. [19]
» Traitement a visé ophtalmologique :

Le suivi ophtalmologique comporte le dépistage d’inypertonie et/ou
d'une atteinte rétinienne, ainsi que [linstauratiode mesures
photoprotectrices contre la photophobie. Une k@tastie transfixiante peut
étre réalisée, méme si son succes n'est que wvalsi22]. La tension
oculaire doit étre surveillée régulierement pourpisi@&r et traiter

chirurgicalement un glaucome débutant [19].
* Traitement a visé ostéoarticulaire :

Les douleurs peuvent étre calmés par des masskgeshaleur et par
médicaments antalgiqgues (salicylés, paracétamol.Des chaussures
orthopédiques adaptées ainsi qu’'une Kkinésithérapaotrice sont utiles et
peuvent étre envisagées. Une chirurgie orthopédmpie étre réalisée pour
corriger les déformations osseuses surtout au midea hanches, des genoux et
des pieds [19].

2.4.2. Le traitement spécifique :
* L’enzymothérapie substitutive :

Les recherches fondamentales et cliniques sont a@s/es pour le
développement de nouvelles thérapies pour les mealadysosomales.
Historiguement, la premiere enzymothérapie sulistéfut développée pour le
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traitement de la maladie de Gaucher. Elle étaiedasir 'administration en

perfusion d’'une enzyme extraite de placenta.

Pour le traitement des MPS | une enzyme substitgxiste : la laronidase,
Aldurazyme ® (Genzyme Corp Naarden, Pays-Bas).t@esa-L-iduronidase
recombinée de poids moléculaire d'environ 83 kBarbtéine recombinante est
composée de 628 acides aminés apres clivage deeteté N-terminale [39].
L’Aldurazyme ® reste le premier médicament d'enagmarapie substitutif
approuvé pour le traitement des troubles de la MPElle a obtenu

I'autorisation de mise sur le marché aux Etats-@hisn Europe en 2003 [40].

La laronidase est commercialisée dans un flaco®mrde (0,58 mg / ml).
Avant utilisation, le produit doit étre stocké daums réfrigérateur entre 2°C et
8°C. Aprés reconstitution il peut étre conservédagn un maximum de 24
heures a condition qu'il soit conservé au refrigggna Actuellement, la FDA
(Food and Drug Administration) recommande l'additide 0,1% du sérum

albumine humaine a la solution de perfusion.
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-Mode d'administration de la laronidase : [41]
1) Peser le malade avant chaque perfusion;

2) Verifier les signes vitaux (température, fréqueenardiaque et respiratoire,
et la pression artérielle) et la saturation en éxygavant de commencer la
perfusion ;

3) Le patient doit recevoir une prémédication pas dntipyrétiques et des

antihistaminiques 30 a 60 minutes avant la perfusio
4) la laronidase est administrée a raison de 0g/&ade poids du malade :

- Si le poids est inferieur a 20 kg: la laronidasediluée dans 100 ml
de solution saline a 0,9%. La perfusion est débataae vitesse de 2
ml par heure puis doublée toutes les 15 minutegujasatteindre un

maximum de 32 ml par heure.

- Si le poids est supérieur a 20 kg : la laroredest diluee dans 250
ml de solution saline a 0,9%. La perfusion est t&ba une vitesse de
5 ml par heure puis doublée toutes les 15 minutsguja atteindre un

maximum de 80 ml par heure.

Malgré le bénéfice indiscutable de ce traitememisdamélioration de la
qualité de vie des patients, la Laronidase a pgsolbabituelle et par voie
intraveineuse ne passe pas la barriere hématoaldcp@{BHE) . Donc en cas
d’atteinte neurologique préexistante ou surveraantcours de la maladie le
devenir est réserve. Des techniques visant aticié passage de la BHE sont
encore du domaine de la recherche : utilisatiorfiodes doses de Laronidase,
thérapie génique intracérébrale... [42]
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L’effet indésirable le plus marqué de la laron@ast le développement
d’'une réponse immune contre la protéine exogensepté dans la perfusion.
Afin de diminuer le risque de réaction anaphylaaiq les traitements
antihistaminiques, antipyrétique et parfois coiiles sont proposés avant
chaque perfusion. Il s’agit d’'une complication haelle de I'enzymothérapie
substitutive, il a été démontré que 50% des patieidveloppaient des IgG
antilaronidase, en moyenne six a neuf semaines éppremiere perfusion. Ces
IgG diminuent au bout de six mois de traitementnemyenne, par le biais
d’introduction d’une tolérance immune. Elles neuiéaient pas I'efficacité des

perfusions [43].
» Greffe de moelle osseuse :

La premiere greffe de moelle osseuse indiquée pwladie métabolique a
été réalisée en 1980 chez un patient présentasyn@grome de Hurler. Cette
greffe a entrainé une correction des parametreshiomques ; une amélioration
de la croissance, du développement psychomoteudeeplusieurs autres
manifestations somatiques de la maladie [34]. ledfgrconstitue le traitement
de premiere intention pour les malades agés des@meux ans, elle donne de
bons résultats a condition qu’elle soit réaliséés ttdét. Mais elle est
accompagnée d'une morbi-mortalité élevée et pose fdeblemes de

recrutement des donneurs.
» Greffe de sang ombilical :

Pour les patients présentant des phénotypes sgvpaesculierement
impliquant le systeme nerveux central, la trandpléon de cellules souche

hématopoiétiques allogéniques est le seul traiteaetnellement disponible. I
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permet de corriger les paramétres métaboliquesgterme et d’'améliorer les
symptdmes neurocognitifs et fonctionnels, en paliec lorsque cette

transplantation est effectuée au début de I'évatutie la maladie [44].
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CONCLUSION
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La maladie d’Hurler est une MPS due au déficit’dipha-L-iduronidase.
C’est une maladie évolutive, progressive et mudtismique. Son traitement
repose essentiellement sur I'enzymothérapie subsgtqui doit étre instaurée
tres tét, d’'ou l'intérét de dépister les maladesfagon précoce ce qui est

possible lorsque un cas index a été diagnostiqué.

Nous espérons a travers ce travail avoir contrédbudieux faire connaitre la
maladie d’Hurler dans notre contexte marocain smirses aspects moléculaires
et que ce modeste travail sera une ouverture pawrtrds études similaires.
L’expérience du Laboratoire de Biochimie du CHIS Rigbat montre que sur
une vingtaine d’années, plus de 86 patients ontditgnostiqués et dont la
plupart n'ont pas pu étre traités. Il y a ici ugument suffisamment puissant
pour inciter & mener une étude sérieuse sur laafméee réelle de cette maladie
et sur le profile génétique des patients pour meamxprendre les particularités
des patients marocains. Tout cela permettra dexhpeendre en charge les

malades et mieux accompagner leurs parents.

Notre étude a permis de mettre au point deux tqciesi qui permettent
d’identifier avec certitude la mutation P533R, ntigta la plus fréquente au
Maroc. Les deux techniques restent relativemente@ utiliser surtout la
technique ARMS qui est de réalisation plus simptedent le colt est

relativement moins élevé que la RFLP.

Nous espérons intégrer ces méthodes dans la sratégnostique de la
maladie d’Hurler. En effet il serait tres intérassde rechercher la mutation
P533R en premier lieu par RFLP ou par ARMS avankdeurir au séquencage.
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Ces méthodes permettent aussi d’offrir un consaiégjque fiable aux familles
a risque si un cas index est diagnostiqué, enaalavec la présence ou non de
la mutation P533R. Le dépistage des hétérozygetad slonc un grand pas vers
la prévention de cette maladie. La connaissan@gdatype permettra le conseil
génétique important pour la population Marocainel@tconsanguinité reste
fréquente. La recherche des hétérozygotes danamdld proche du malade

constitue un outil pour faciliter la réalisatiorud’ éventuel diagnostic prénatal.
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RESUME

Titre : Mise en évidence de la mutation P533R et étudeotitmorphisme de l'intron 2 du
géne de I'lduronidase.

Auteur : Rajae AGNAQOU.

Mots- Clés :MPS I, Hurler, P533R, RFLP, ARMS.

Introduction : La mucoplysaccharidose de type | (maladie de Hudet une maladie de
surcharge lysosomale due au déficit de I'alphatraodidase. Notre travail a pour objectif
I'étude du polymorphisme de taille au niveau detton 2 et la mise au point d’une technique
de recherche de la mutation P533R la plus fréquiaris la population Marocaine.

Matériel et Méthodes: Pour I'étude du polymorphisme nous avons réalisg amplification
de la région variable puis une électrophorese dudes fragments amplifié(s). Pour la
recherche de la mutation P533R nous avons mis iai pdechniques : une technique RFLP
utilisant 'enzyme de restriction Hpy99I et unehemue ARMS qui nécessite la réalisation
d’'une PCR suivie d'une électrophorese des prochlitenus en utilisant 2 amorces, une
spécifique de I'alléle normal et I'autre spécifigie I'allele muté.

Résultats : I'étude du polymorphisme montre une prédominancel’aliele M chez la
population normale. Les deux techniques ont doree rdsultats permettant de mettre en
évidence la présence ou I'absence de la mutatigewtent étre utilisées pour identifier les
malades homozygotes et de les distinguer des psitétérozygotes et des sujets normaux.
Discussion et conclusion Notre étude a montré qu'il y a une différence efdee patients
Hurler et les sujets normaux concernant le polymisrpe de taille de lintron 2. Les
techniques que nous avons mises au point permefidentifier avec certitude la mutation
P533R. Nos résultats montrent que les 2 technigoesraient étre utilisées en premiére
intention avant le séquencage lors du diagnostiéentaire chez les patients Hurler ainsi que
dans le cadre des études familiales.



Abstract:

Title: Detection of the P533R mutation and polymorphismdgt of intron 2 in the
Iduronidase gene.

Author: Rajae Agnaou.

Keywords: MPS |, Hurler, length polymorphism, P533R, RFLP,M&

Introduction: The mucoplysaccharidose type | (Hurler's diseasea ilysosomal storage
disease caused by a deficiency of alpha-L-idur@@d®ur work aims to study the length
polymorphism found at the intron 2 of the idurorsidagene and to develop a research
technique of the most common P533R mutation irMbeoccan population.

Material and Methods: For the study of the polymorphism we performed aRPC
amplification of the variable region and electropgtim separation of amplified fragments. To
search for the P533R mutation we developed twonigades: an RFLP technique using a
restriction enzyme Hpy99l and an ARMS technique masmg a PCRs with two primers,
one specific of the normal allele and the othercsjgeof the mutated allele, followed by
electrophoretic separation of the PCR products.

Results: the study of polymorphism shows a predominancehefM allele in the normal
population. Both techniques yielded significansulés that highlight the presence or the
absence of the mutation. They can be effectivegdus identify homozygous patients and
heterozygous carriers and distinguish them fronmabsubjects.

Discussion and ConclusionOur study showed that there is a significant défere between
the Hurler patients and normal subjects in the tlergplymorphism in intron 2 of the
iduronidase. The two techniques we have developedidentify the P533R mutation in the
IDUA gene. Our result show that each of the twdtegues could be used befor sequencing
in molecular diagnostics in Hurler patients ancddle used in family studies when an index

case was diagnosed.
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