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Octobre 1984

Dans un couloir de service de cardiologie et de médecine interne, alors agée de 10 mois, je faisais mes premiers pas
debeut. C'est donc ici, a I’hdpital, que j'ai appris a marcher en rendant visite le week-end a ma maman hospitalisée.
C'est probablement en ce lieu-la que j'ai initié mes premiers pas (et mes premieres chutes !) vers mon chemin
professionnel, et possiblement |a ou sont nés mes premiers sentiments d’empathie, forgeant ma motivation altruiste.
Du plus loin que je me souvienne, j’ai toujours aimé cet environnement médical. Celaa commencé par la salle d’attente
du pédiatre, ou étrangement (grace aux jouets ?) j'ai tout de suite eu ce sentiment d’étre a ma place.

Ma nature intrépide et aventuriére (mais surtout maladroite) d’enfant m’a conduite de nombreuses fois, et a ma
grande joie (mais au grand malheur de ma maman !) aux urgences et au bloc opératoire. Je me dois de sceller enfin ici
ma gratitude pour ma bonne étoile, qui n’a pas interrompu trop précocement mon élan de vie a 4 ans, lors de mon
saut “ Mary Poppins” d’un balcon au 3™ étage !

Fort heureusement, j’ai pu cultiver plus sagement ma passion pour I'univers médical en m’émerveillant assidiment
devant /I était une fois la vie. Probablement les rares moments de répit, silencieux et sécures pour la maman d’une
enfant hyperactive surnommée “Pipelette” (et plus honteusement “Lili prout”, surnom hérité de mes bétises).

J'ai grandi avec cette évidence d’étre faite pour opérer les gens. Mais, mon malaise en plein bloc opératoire lors de
mon stage de 5™, couplé & mes bulletins scolaires “passables”, a avorté prématurément cette utopie naissante de
devenir chirurgienne.

Début 1994

Je déroge au dessin animé Il était une fois la vie et regarde mon premier documentaire. Fortuitement ou pas, le sujet
porte sur la premiére loi de bioéthique et la génétique. Je ne saisis alors pas grand-chose, mais je garde le souvenir de
cet homme a la profession intrigante de “génie génétique”, qui m’explique enfin pourquoi, biologiquement, je n’ai pas
la méme couleur de peau que mes parents et surtout pourquoi, je n’avais quasiment aucune chance d’hériter des
beaux yeux verts de ma maman. Une petite “porte génétique” s’édifie alors en moi et les cours de biologie du lycée
sur les petits pois de Mendel en finiront sa construction, me laissant au passage une nouvelle passion enfouie.

Avril 2003

Un tant soit peu devenue plus raisonnable, jobtiens mon concours d’entrée pour I'école d’infirmiére. S’en suivent 3
années d’enseignements et de stages, mes premiers contacts professionnels avec I’hdpital, les soins et les patients.
C’est passionnant, mais aussi indélébilement bouleversant émotionnellement. A 18 ans, &tre confrontée a ces
épreuves et réalités douloureuses, me fait descendre de mon petit nuage merveilleux de la vie, tout en renforgant
mon sentiment d’étre a ma place.

Mai 2008, face a un ressenti énigmatique de “il me manque quelque chose”, je pars travailler en Suisse. Deux ans plus
tard, je trouverai un début de réponse en débarquant a Paris et en m’orientant vers la recherche clinique. Je passerai
les 6 années suivantes a parcourir les premiers kilometres du chemin de ma réorientation professionnelle, tout en
faisant progressivement le difficile deuil de mon activité de soins.

Novembre 2013

Fortuitement (ou pas), mon chemin croise celui du Pr Jean-Sébastien Hulot. Me voila donc a mettre en place et réaliser
cette étude de phase Il, SERCA2a gene therapy. Nous sommes alors la premiére équipe de recherche clinique au
monde a réaliser I'administration d’une thérapie génique par voie intra-coronarienne. Je pense alors, a tort, que j’ai
résolu mon énigme d’accomplissement professionnel. Mais non, au contraire, je viens de dépoussiérer cette “porte
génétique” érigée en moi en 1994. Au fil des mois, ré-émerge ce ressenti de “il me manque quelque chose”. Mon
tempérament challengeuse et ma promesse me poussent alors a m’inscrire en Master.

Quelle déception quand j'apprends que je suis contrainte de le réaliser en 2 ans, car non compatible avec mon souhait
de garder mon activité professionnelle a plein temps. Ca me semble alors tellement long, mais rétrospectivement,



tellement peu avec ce qui va suivre ! Je reprends donc le chemin de l'université en 2015 et panique a la premiere
lecture des “poly” ! Je regrette instantanément et amerement mon choix, lorsque je vois les cours de statistiques, moi
qui ai obtenu mon Bac S avec la note de 6 en maths !

Contre toute attente, je tombe amoureuse des statistiques. Ces cours vont me passionner, me retourner
intellectuellement et faire descendre de quelques degrés mon dosimetre de “il me manque quelque chose”. Je
m’épanouirai alors a m’abreuver de ces connaissances soirs et week-ends, en prenant entre autres plaisir a calculer
des intégrales pour mes exercices de TD !

Avril 2016

J'apprends que la recherche ne se passe jamais “comme sur des roulettes”. Suite a I'arrét prématuré de I'étude de
thérapie génétique, je me retrouve incidemment au 6°™ étage du Centre de Recherche Saint Antoine, & pousser la
porte (mais pas que) de I'’équipe “Mucoviscidose : physiopathologie et phénogénomique”. Je postule pour le poste de
coordinatrice de recherche de I'étude “Recherche des genes modificateurs dans la mucoviscidose”. Je ne connais rien
a la mucoviscidose, pas grand-chose a la génétique, je dois tirer une croix sur mon activité de soin et supposément
endosser de nouvelles responsabilités. Avec la “porte génétique” dépoussiérée en 2013, c’est sans aucune hésitation
gue je signe pour ce nouveau challenge ! La semaine, je me plais alors a parcourir toutes ces grandes villes pour faire
mes visites de monitoring dans quasiment tous les CRCM de France. Le soir et le week-end, je poursuis en parallele
mon parcours universitaire. Puis vient alors mon stage de master 1. Harriet, tu me permets d’ouvrir la “porte
génétique” en me proposant de travailler sur les facteurs génétiques de la réponse respiratoire au traitement ivacaftor.
Puis je franchirai cette porte quelques mois plus tard en intégrant le master 2 de Génétique épidémiologique.

Février 2018

Mes travaux de recherche sur Pseudomonas aeruginosa lors de mon stage de master 2, ma rencontre avec Pierre-Yves
pour le réaliser, le soutien inconditionnel d’Harriet et de I’équipe m’ont permis d’élaborer ce projet et de débuter ma
these. Quelques mois plus tard, je baissais encore un peu plus mon seuil de “il me manque quelque chose” en faisant
entrer mon nom, Mésinele, dans la littérature scientifique.

Décembre 2021

Je suis heureuse d’arriver au bout d’un long parcours ; semé de doutes, de challenges, de hauts et de bas et quelques
peu épuisant. C'est un accomplissement personnel, mais je ne peux aujourd’hui affirmer que, mon dosimetre de “il
me manque quelque chose” est a son seuil le plus bas. Néanmoins, je sais que j'ai fini par graver mon nom sur ma
“porte génétique” et qu’il est maintenant temps que je construise une maison autour, cette fois-ci en prenant le
chemin de ma vie personnelle.

“Le progres n’est que ’accomplissement d 'une utopie”
Oscar Wilde

“Celui qui ouvre une porte d’école, ferme une prison”
Victor Hugo



A toi papa,

Je ne peux pas concevoir que, le seul créneau possible pour cette soutenance de these, ne soit que le fruit du

hasard. Ce 15 décembre, jour qui m’est si difficile, jour de notre aurevoir en cet aprés-midi de 2014.

Je ne peux concevoir, qu’en 2017, I’attribution “exceptionnelle” par la Fondation Médicale de la Recherche
de ma bourse de these en pneumologie ne soit que le fruit de mon travail. Toi, qui mystérieusement, as
développé simultanément, non pas une, mais deux maladies rares auto-immunes ; provoquant ton HTAP, ta

fibrose pulmonaire et te conduisant a nous quitter lors d’un ultime épisode de détresse respiratoire aigue.

Coincidence ou pas, il y a 15 ans j’écrivais mon premier mémoire d’éléve infirmiere portant sur “le réle du
toucher relationnel dans 1’acceptation par les soignants de 1’échec thérapeutique en service de réanimation”.
Quelques années plus tard, blottie contre toi dans ton lit de soins intensifs, j’essayais d’accepter, mais cette
fois en tant que fille. Ces deux années a affronter avec toi I’échec des traitements conventionnels, 1’échec des
protocoles expérimentaux, les réclusions aux transplantations pulmonaire et de moélle, puis le NTBR (“Not
To Be Resuscitated”) m’ont profondément meurtrie. Mais ces deux années douloureuses m’ont aussi amenée
a cette promesse, celle de toujours ceuvrer pour la recherche. Promesse qui a contribué a mon envie d’étre

demain chercheur et m’a portée pendant ces 3 ans de doctorat.

Papa, j’espere avoir tenu Un peu ma promesse ...

“Que toutes les étoiles soient alignées ce jour-1a”
Anais Méesinele

“Il y a quelque chose de plus fort que la mort, c'est la présence des absents, dans la mémoire des vivants”
Jean D’Ormesson



A toi mon ami Gildas,

J’écris ces mots en ce 14 novembre 2021. Aujourd’hui, c’est déja la troisiéme année que nous ne pourrons
plus jamais nous souhaiter notre anniversaire. C’est douloureux, tu me manques terriblement. Je repense a nos
années de rapprochements et d’éloignements, mais surtout de profonde amiti€. Nos moments et nos soirées
parisiennes nous ont faits explorer nos limites, nos pires cotés comme les meilleurs. Ces instants de vie passes
ensemble m’ont fait grandir et ont largement contribué a me faire devenir celle que je suis aujourd’hui. Je ne
serais pas la a rédiger mon manuscrit de thése si un jour tu ne m’avais pas fait ce compliment, m’ayant permis

de croire un peu en moi. Merci Gildas.

“Un sot ne dit pas de choses intelligentes, mais un homme intelligent dit beaucoup de bétises”

Garabet Ibraileanu, « Aphorismes - En regardant la vie »

“Le grand probléme dans le monde

c’est que les personnes intelligentes sont pleines de doutes
alors que les personnes stupides sont plein de certitudes ”
Charles Bukowski

“Il y a quelque chose de plus fort que la mort, c'est la présence des absents, dans la mémoire des vivants”
Jean D’Ormesson



Pour toi Soé,

Tu ne sais pas encore lire mais j’aimerais laisser ces quelques mots ici, pour toi.

Peu importe ou, et surtout comment il a débuté, toi seul décideras de la direction a donner au chemin de ta vie.
Ce chemin sera semé d’embiiches, mais je sais que tu as cette force en toi, pour parvenir au sommet de la

pyramide, celui que Maslow a appelé I’accomplissement personnel de soi.

Ne mets jamais sur le bas-coté du chemin, ces réves qui sont ancrés et cachés en toi. IlIs te permettent d’aller
plus loin que I’on ne peut supposer. A condition de les nourrir de passions, de travail, de dépassement de soi,

de respect pour toi et les autres et d’amour.

Suis ton cceur, rien n’est jamais trop haut. Saches que tatie sera toujours la quelque part, pour tenir un filet de

secours en cas de chute.

Tatie Julie qui t’aime jusqu’a ... la planete de I’espoir !

“C’est encore croire en soi que de douter de soi”
Jean Rostand

“L’espoir est une mémoire qui désire”
De Honoreé de Balzac
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Introduction

I. La mucoviscidose : généralités
1. Historique

a. De la description clinique au géne CFTR

La mucoviscidose, ou fibrose kystique (Cystic Fibrosis en anglais : CF) est une maladie
génétique rare létale, a transmission autosomique récessive : seuls les individus ayant hérité de

deux mutations, I’une du pére, I’autre de la mére, sont atteints de la maladie.

Les recherches historiques laissent a penser que certains symptémes caractéristiques de la
maladie ont pu étre reconnus et associés a sa mortalité dans les sociétés primitives de I'Europe

de I'Est avant méme le Moyen Age.

Les premiéres références apparaissent a 1’époque médiévale et proviennent du folklore
populaire d'Europe du Nord qui prédisait le destin des nourrissons atteints de mucoviscidose :
«Malheur a I'enfant chez qui un baiser sur le front a un godt salé, il est maudit et doit bient6t
mourir» (Busch 1990).

La premiere description médicale de la mucoviscidose est attribuée a Pieter Pauw (1564-1617),
professeur de botanique et d’anatomie néerlandais. Dans un rapport d’autopsie de 1595, il relate
I’histoire d’une enfant de 11 ans, aux symptémes étranges depuis 8 ans et supposée ensorcelée.
Il décrit une petite fille trés maigre, epuisée par une fievre persistante et fluctuante. Il impute
son déces a une anomalie du pancreéas, qu’il présente comme singulierement hypertrophié et

ressemblant a une masse visqueuse et blanche.

Au début du XX®™, plusieurs cas cliniques contribuent progressivement a la description de la
maladie. En 1905, le pathologiste autrichien Karl Landsteiner (1868-1943) fait la premiere
description de 1’iléus méconial avec 1’observation d’une obstruction intestinale par du
méconium épaissi, qu’il attribue au manque de sécrétions pancréatiques associé a des
modifications histologiques du pancréas (Landsteiner 1905). En 1912, le médecin britannique
Archibald Edward Garrod (1857-1936) associe stéatorrhée et atteinte pulmonaire par la
publication des cas d’enfants de méme famille mourant d’infection pulmonaire et présentant

une diarrhée graisseuse (Garrod et Hurtley 1913). En 1936, le professeur en pédiatrie allemand

13



Guido Fanconi (1892-1979) décrit une «fibrose kystique du pancréas et bronchectasie» en
mettant en lien le syndrome cceliaque, les anomalies pancréatiques et pulmonaires (Fanconi et
al. 1936).

En 1938, la pédiatre américaine Dorothy Hansine Andersen (1901-1963) est la premiére a
caractériser la mucoviscidose comme entité pathologique a part entiére (Andersen 1938). Elle
corréle et décrit précisément les complications digestives et respiratoires, 1’obstruction
intestinale néonatale et 1’histologie caractéristique du pancréas qu’elle attribue a tort a un déficit
en vitamine A. En 1943, le médecin et pathologiste américano-polonais Sydney Farber (1903-
1973) fait de la «fibrose kystique» une maladie généralisée due a la dilation des structures
glandulaires et & I’obstruction des voies respiratoires par un mucus épais (Farber 1943). On lui

attribue 1’introduction du terme mucoviscidosis dérivé des termes «mucus» et «visqueux».

En 1946, a partir de 1’étude de 47 familles, 1’étiologie génétique est évoquée pour la premiere
fois, le caractére héréditaire selon un modele mendélien a transmission autosomique récessif

est alors suggéré (Andersen et Hodges 1946).

Le docteur Paul Di Sant’Agnese (1914-2005) met en évidence en 1953 les anomalies
électrolytiques des patients atteints de mucoviscidose, caractérisée par une élévation importante
des ions chlorure (CI") et sodium (Na*) dans la sueur des patients (Di Sant'/Agnese et al. 1953).
Cette découverte a conduit au premier outil diagnostic spécifique de la mucoviscidose : le test

de la sueur.

En 1981, le lien physiologique entre les différents organes atteints (poumons, pancréas et
glandes sudoripares) est expliqué par des anomalies électrolytiques. Knowles et ses
collaborateurs montrent que le potentiel électrique de la muqueuse nasale des patients atteints
de mucoviscidose est plus électronégatif, due a une réabsorption massive de sodium et
conduisant a une déshydratation du liquide de surface de 1’épithélium de voies aériennes

(Knowles et al. 1981).

En 1985, le généticien canadien Lap-Chi Tsui localise sur le bras long du chromosome 7 le
gene impliqué dans la mucoviscidose (Tsui et al. 1985). En 1989, les équipes de Lap-Chi Tsui,
John Richard Riordan et Francis Collins publient une série de trois articles dans le la revue
Science portant sur I’identification du gene de la mucoviscidose. Ces études permettent d’isoler
et séquencer le géne, alors nommer CFTR pour Cystic Fibrosis Transmembrane conductance
Regulator (Riordan et al. 1989; Rommens et al. 1989) ; mais également, d’identifier une

délétion de trois paires de bases nucléotidiques : la mutation F508del, la plus fréqguemment
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retrouvée chez les patients (B. Kerem et al. 1989). En 1991, la protéine transmembranaire
CFTR (produit du gene CFTR) est associée a la fonction de canal chlorure, permettant d’ouvrir
le spectre de la recherche sur la mucoviscidose et d’envisager des thérapeutiques (Anderson et
al. 1991).

b. Une origine mystérieuse

Le caractere genétique de la mucoviscidose fait que son histoire pourrait étre aussi
vieille que I’humanité. La datation de la mutation F508del et son origine géographique restent
non consensuelles. Morral et al. ont estimé une origine datant de 11000 a 52000 ans, hypothése
remise en question par Kaplan et al. en désaccord avec la méthodologie de cette estimation (N.
L. Kaplan et al. 1994; Morral et al. 1994). L hypotheése la plus communément reconnue serait
une apparition il y a ~ 5000 ans en Europe du Sud, et ~ 3000 & 4000 ans Europe de 1’Ouest et
centrale. Elle serait apparue au Proche et Moyen-Orient (Turquie-Iran) puis aurait migrée via
des flux terrestres et maritimes des agriculteurs du croissant fertile (Fichou et al. 2008; Serre et
al. 1990). Récemment, les recherches de Farrell et al. ont supportées 1’apparition de la mutation
en Europe a 1’4ge de Bronze ; néanmoins, ils présument que la dissémination au travers I’Europe
s’est produite du nord-ouest au sud-est, via les migrations a grande échelle du peuple issu de la

culture campaniforme, lors de I’avénement de la métallurgie (P. Farrell et al. 2018).

La persistance de la mutation F508del et la frequence élevée des porteurs sains d’une seule
mutation de CFTR, estimée entre 2,5 % et 3,6 % dans les populations a descendance
européenne, suggerent que le géne CFTR est sous sélection balancée (Scotet, L'Hostis, et al.
2020). La selection balancée contribue au maintien d’un polymorphisme dans le patrimoine
génétique car elle permet de fortes possibilités d'adaptation a I'espéce lorsque les conditions

environnementales changent, en donnant un avantage phénotypique aux hétérozygotes.

Plusieurs hypothéses ont été émises quant a la survenue du polymorphisme de CFTR, qui
pourrait étre une réponse a des pressions environnementales telle que des changements
climatiques (avantage respiratoire face a un climat plus froid et plus chargé de poussiéres apparu
lors de la derniere période glaciaire) (Borzan et al. 2014). Modiano et al. ont supposé une
adaptation a la persistance a I'age adulte de la lactase, protéine permettant d’hydrolyser le
lactose et codée par le géne LCT (pour lactase), dont la fréquence de 1’alléle dominant est plus
élevée chez patients atteints de mucoviscidose (Modiano et al. 2007). 1l a été également suggéré
que cette sélection balancée serait une réponse a un agent de pression infectieux tels que la

tuberculose (réponse respiratoire a I’infection pulmonaire) (Meindl 1987; Poolman et Galvani
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2007; Tobacman 2003) ou la fievre typhoide (Pier et al. 1998; Poolman et Galvani 2007) et le
choléra (réponse intestinale aux diarrhées) (Cuthbert et al. 1995; Hogenauer et al. 2000;
Poolman et Galvani 2007). L’origine des mutations reste a ce jour indéterminée, néanmoins
I’hypothése la plus probable est la protection de 1’espece face a un phénotype gastro-intestinal
délétere.

2. Gene et protéine CFTR

a. Gene CFTR

Le géne CFTR est localisé dans la région q31.2 du bras long du chromosome 7. 1l est composé
d’environ 250 000 paires de bases et possede 27 exons. Ce géne est a ’origine de la formation
d’un ARNm (acide ribonucléique messager) de 6 132 nucléotides (Figure 1) (Kerem et al. 1989,
Ellsworth et al. 2000).
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Figure 1| Du chromosome 7 a I’ARN messager CFTR.
De haut en bas : localisation du géne CFTR (rouge) sur le chromosome 7 humain, représentation des
exons du géne CFTR (rectangles gris) et ARN messager CFTR (Adapté de Zielenski et al. 1991)

b. Protéine CFTR

Le géne CFTR code pour protéine du méme nom, d’un poids moléculaire de 168 kDa
(kiloDaltons) et est constituée de 1 480 acides aminés. La protéine CFTR appartient a la famille
des transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette) et en est le 7™ membre de la sous famille C,

donc également désignée ABCC7 (ATP-Binding Cassette sub-family C member 7).

16



Les transporteurs de la famille ABC forment une large famille de protéines membranaires
représentée dans les différents régnes du vivant. Ces protéines se lient et hydrolysent I’ATP
(adénosine-5’-triphosate) pour effectuer le transport, au travers de la membrane cytoplasmique,
d’un substrat (ion, acide aminé, peptide, protéines, lipides, toxines...) contre son gradient de
concentration. Ainsi, ces transporteurs permettent de réguler la balance électrolytique et
hydrique des membranes plasmiques et intracellulaires.

i. Structure

La protéine transmembranaire CFTR est constituée de quatre domaines caractéristiques de la
structure des transporteurs ABC : deux domaines transmembranaires (MSD1 et MSD2 —
Membrane-Spanning Domain ou également appelé TMD - TransMembrane Domain) ; deux
domaines intracellulaires NBD (Nucleotide Binding Domain), capables de se lier a I'ATP, et
nommés NBD1 et NBD2 (Figure 2).

Elle comporte également un domaine cytoplasmique de régulation (R). Il est spécifique de
CFTR et relie les deux séquences répétées TMD-NBD. Ce domaine contient de nombreux
résidus chargés et est le lieu de phosphorylations permettant I’ouverture et la fermeture du canal
(Figure 2).

MSD1 /%.
Milieu

extracellulaire

Cytoplasme

NBD1

Figure 2 | Structure de la protéine CFTR.

A) Schéma de I’organisation transmembranaire des différents domaines de la protéine CFTR (Adapté
de Kim et Skach 2012). B) Organisation structurelle de la protéine CFTR
(librairiedemolecules.education.fr)

il Fonctions
Canal a ions chlorures

La fonction de canal chlorure de la protéine CFTR a été supposée dés la caractérisation du gene
(Riordan et al. 1989) puis confirmée par Anderson et ses collegues (Anderson et al. 1991). Ils
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montrent que le canal CFTR est sensible a I’AMPc (Adenosine MonoPhosphate cyclique) et
qu’il se distingue des autres canaux chlorures épithéliaux qui sont plus perméables aux ions
iodures (I") qu’aux ions CI". Le role principal de CFTR est donc de permettre le passage des

ions CI°, de I’intérieur vers 1’extérieur de la cellule au niveau du pdle apical (Figure 3).
Transporteurs

En plus des ions Cl, CFTR est capable de transporter des anions polyatomiques tels que le
nitrate (NOs’), le bicarbonate (HCOs3'), I’éthanoate (CH3COOQO") et le méthanoate (HCCO")
(Linsdell etal. 1997). CFTR est également un transporteur de glutathion réduit (GSH) (Linsdell
et Hanrahan 1998) et d’ions thiocyanates (SCN") (Tabcharani et al. 1993), ce qui confére au
canal un réle de protecteur dans la réponse inflammatoire contre le stress oxydatif et la lutte

microbienne (Figure 3).
Régulateur d’autres canaux

La canal CFTR est un régulateur de I’activité d’autres canaux ioniques. CFTR est un inhibiteur
du canal ENaC (Epithelial Na* Channel) (Gentzsch et al. 2010; Kunzelmann et al. 1995; Mall
et al. 1998), dont la fonction est la réabsorption de sodium (Na*). Il a également été montré que
CFTR pouvait réguler le canal potassigue ROMK (Renal Outer Medullary Potassium)
(Loussouarn et al. 1996; McNicholas et al. 1996), la canal calcique CaCC (Calcium (Ca?*)-
activated Chloride Channel) (Kunzelmann et al. 1997; Seidler et al. 1997), d’autres canaux CI°
tels que ANOL1 (anoctamine 1) (Ruffin et al. 2013), SLC26A9 (solute carrier 26A9) (Bertrand
et al. 2009) et ORCC (Outwardly Rectifying Chloride Channel) et enfin des échangeurs HCOz
/Cl"comme SLC26A3 et SLC26A6 (Ko et al. 2004; A. K. Singh et al. 2010) (Figure 3).
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Figure 3 | Fonction de la protéine CFTR.
1) CFTR est un canal CI" 2) qui peut également laisser passer d’autres ions. 3) CFTR régule d’autres
canaux positivement ou négativement.

iii.  Localisation
La protéine CFTR est exprimée au niveau de la membrane apicale des cellules épithéliales des

organes a glandes exocrines tels que le pancréas, les glandes salivaires, les poumons, le foie,

les intestins, la peau et les appareils génitaux (Crawford et al. 1991).

La protéine CFTR est différemment exprimée selon les tissus : alors qu’elle est fortement
exprimée dans 1’épithélium des glandes sudoripares et pancréatique, elle est plus faiblement

exprimée au niveau pulmonaire (Kreda et al. 2005) (Figure 4).
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Figure 4 | Expression globale de la protéine CFTR chez I’homme.
Adapté de Ideozu et al. 2019
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Au sein d’un méme tissu, CFTR n’est exprimée que par certaines cellules. Au niveau
pulmonaire, il a longtemps été considéré que la protéine CFTR était principalement exprimée
dans les cellules ciliées (Figure 5). Cependant, de multiples autres types de cellules épithéliales
des voies respiratoires et de I'épithélium sous-muqueux expriment la protéine ; notamment les
cellules club, sécrétoires, basales, les cellules de la glande sous-muqueuse et les cellules
alvéolaires (Engelhardt et al. 1994; Goldfarbmuren et al. 2020; Jacquot et al. 1993; Montoro et
al. 2018; Okuda et al. 2021; Plasschaert et al. 2018; Regnier et al. 2008).

La découverte récente des ionocytes pulmonaires a révélé que ce type cellulaire exprime tres
fortement la protéine CFTR, bien plus que tout autre type cellulaire de 1’épithélium respiratoire
(Montoro et al. 2018; Plasschaert et al. 2018; Shah et al. 2021). Cependant, la proportion de ce
type cellulaire dans 1’épithélium des voies aériennes par rapport aux autres est tres faible ; et il
a été montré que la fonction CFTR serait majoritairement liée aux cellules sécrétrices (Okuda
et al. 2021).

Figure 5| Immunomarquage de la protéine CFTR.
CFTR est exprimée a la membrane apicale de cellules ciliées bronchique (CFTR en rouge, noyaux en
bleu-DAPI et cils en vert-tubuline). Adapté de Kreda et al. 2005

c. Mutations de CFTR

A ce jour, 2 106 mutations du géne CFTR sont recensées dans la base de données Cystic
Fibrosis Mutation Database (CFTR1 database : http://genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html)

(figure 10) et pour certaines, leurs caractéristiques sont disponibles dans la base de données
Clinical and Functional Translation of CFTR (CFTR2 database : https://cftr2.org/). Une base

de données spécifique aux patients francais est également disponible (Claustres et al. 2017).
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Ces mutations sont de mécanismes et formes divers (faux sens, insertions, délétions, etc..) et

situées tout le long du géne (Figure 6).
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Figure 6 | Localisation des principales mutations le long du géne CFTR.
Schéma adapté de Bickmann et al. 2009

i.  Classification fonctionnelle usuelle

Bien que les mutations aient des conséquences différentes sur la protéine, elles ont pu étre
regroupées selon des classes afin de faciliter la compréhension de la pathologie. Cing classes
de mutations reposant sur les conséquences fonctionnelles sur la protéine CFTR ont été établis :
des mutations interférant sur la production, la maturation, la régulation, la conductance ou la
synthése de la protéine (Welsh et Smith 1993; Zielenski et Tsui 1995). Une sixieme classe
caractérisée par la présence d’une protéine CFTR instable a la membrane a ensuite été proposee

(Haardt et al. 1999) (Figure 7).
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Figure 7 | Classification des mutations du géne CFTR selon leurs conséquences sur la fonction et
I’expression de la protéine CFTR.
Schéma adapté de Boyle et De Boeck 2013
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Les mutations de classe | conduisent a une absence de production de la protéine, conséquence
principale des mutations non-sens (aboutissant a 1’apparition d’un codon STOP prématuré), et

de certaines mutations d’épissage ou de délétions.

Les mutations de classe Il provoquent un défaut de maturation cellulaire de la protéine par un
repliement anormal conduisant a 1’accumulation de la protéine mutante dans le réticulum
endoplasmique. La mutation F508del, la plus fréquente chez les patients CF appartient a cette
classe. En France, cette mutation est retrouvée chez plus de 80 % des patients, 41 % a 1’état

homozygote et 42,2 % a I’état hétérozygote (Vaincre la Mucoviscidose 2021).

Les mutations de classe Il1, dites «gating» permettent une protéine correctement synthétisée et
localisée a la membrane plasmique, mais dont les domaines NBD1 et 2 sont affectés. La

régulation des efflux CI" est altérée en raison d’une plus faible probabilité d’ouverture du canal.

Une fonction résiduelle de CFTR, exprimée a la membrane, est préservée en partie pour les
mutations de classes IV a VI. Les mutations de classe IV provoquent une altération de la
conductance du canal CFTR : le flux d’ions et la sélectivité du canal sont altérés. Les mutations
de classes V et 1V induisent une diminution du nombre de canaux a la membrane, due a

I’instabilité de I’ARNm (classe V) ou a I’instabilité des canaux a la membrane (classe V1).

La sévérité de la maladie peut étre génétiqguement influencée par les classes de mutations : les
patients porteurs des mutations de classes IV a VI présentent un phénotype moins sévére. Cette
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classification a néanmoins des limites. En effet, toutes les mutations ne sont pas caractérisées a
ce jour et certaines présentent des conséquences fonctionnelles pléiotropiques. De nombreuses
mutations appartiennent donc a plusieurs classes (Figure 8). Cette classification usuelle pourrait

donc étre subdivisée en 31 classes avec 26 combinaisons possibles (Veit et al. 2016).

S492F

F508del
N1303K
P67L
R117H
W1282X
( G551D
G178R
S549N
< G551S
G1244E
S1251N
Q1411X $1255p
\ G1349D

Figure 8 | Diagramme de Venn des combinaisons de classes de mutations du géne CFTR.
Schéma adapté de Veit et al. 2016

Par exemple, la mutation F508del code pour une protéine non mature due a une instabilité du
domaine NBD1 et est donc en classe 11 (S. H. Cheng et al. 1990), elle affecte aussi la régulation
des efflux CI" (classe Ill) (Dalemans et al. 1991) et le temps de présence a la membrane

plasmique (classe V1) (Lukacs et al. 1993).

ii.  Classification fonctionnelle simplifiée

Récemment, et notamment en raison de I’avénement des nouvelles thérapies de la
mucoviscidose, une classification simplifiée a émergé. Elle repose sur la fonctionnalité du canal

CFTR qui est soit «<minimale» ou «résiduelle».

Une mutation est dite a fonction minimale lorsque la quantité de canaux positionnes a la surface

de la cellule est tres faible, voire proche de zéro. Une mutation est dite a fonction résiduelle
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lorsque le canal est présent a la surface de la membrane des cellules, mais partiellement

fonctionnel ou en quantité insuffisante.
3. Epidémiologie
a. Une maladie caucasienne

La mucoviscidose est la maladie génétique rare la plus fréquente dans les populations d’origine
caucasienne. On estime qu'il y a entre 70 000 et 100 000 personnes atteintes dans le monde. 1l
est difficile d'avancer un chiffre précis, la majorité des pays comptant des patients CF ne
disposent pas de registres ou de données collectées aupres des établissements de santé. De plus,
dans les pays ou les soins de santé ne sont pas développés, des personnes atteintes de
mucoviscidose meurent et/ou sont traités pour des symptdmes avant ou sans jamais étre

diagnostiquées.

Il est observé une disparité des prévalences et des incidences a travers le monde (Figure 9). En
2019, selon les rapports des registres, 31 199 personnes ont été suivis pour mucoviscidose aux
Etats-Unis et 4 344 au Canada (Cystic Fibrosis Canada 2020; Cystic Fibrosis Foundation 2020).
En Europe, 49 886 patients ont consultés en 2019 (Zolin et al. 2020) et la prévalence est estimée
a 7,37 cas pour 100 000 habitants (P. M. Farrell 2008).

Figure 9 | Prévalence de la mucoviscidose pour 100 000 habitants dans le monde.
Estimations réalisées a partir des rapports des registres de 2015 (Etats-Unis) et de 2016 (Europe, Canada,
Brésil et Australie). D’aprés Lopes-Pacheco 2016

L’incidence de la mucoviscidose est treés variable selon les origines ethniques. Alors qu’elle est
estimée a 1 nouveau-né sur 3 500 naissances dans les populations d’origine européenne

(Southern et al. 2007), I’incidence est bien plus faible dans les populations d’origine asiatique
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(1/350 000 au Japon) et noires américaines/africaines (1/14 000 a 1/17 033) (Kosorok et al.
1996; Scotet, Gutierrez, et al. 2020; Yamashiro et al. 1997) (Figure 10). L’Irlande, avec 1 cas

pour 1353 naissances a la plus forte incidence au monde (P. Farrell et al. 2007).
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Figure 10 | Incidence de la mucoviscidose.
A) En Europe B) En Asie, d’aprés Scotet et al. 2020

La fréquence des porteurs sains est donc aussi tres variable. Dans les pays occidentaux elle est
estimée a 4 % de la population d’origine européenne (Girodon-Boulandet et Costa 2005), soit
1 personne sur 25. Elle est moins fréquente dans d’autres ethnies, environ un hispanique sur 46,
un africain sur 65 et un asiatique sur 90 sont porteurs d’une seule mutation du géne CFTR
(Hamosh et al. 1998; Rosenstein et Cutting 1998).

b. La mucoviscidose en France

En France, pour évaluer l'état de santé et les caractéristiques des patients atteints de
mucoviscidose le registre francais de la mucoviscidose recueille des données précises des
patients suivis en métropole et a I’1le de la Réunion, et les compile dans un rapport annuel

(Vaincre la Mucoviscidose 2021).
i.  Démographie

En 2019, 7280 patients ont été recenses en France 47,8 % sont des femmes (3425 patientes).
L’age médian est de 21,3 ans et I’dge moyen a augmenté de 6 mois comparativement a 2018
(23,4 ans). Les adultes représentent 58,6 % et 2967 enfants ont été suivis. Depuis deux
décennies, le nombre de patients et le pourcentage d’adultes ne cessent d’augmenter,

respectivement évalués a +1,3 %, et +2,1 % en une année (Figure 11).
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Figure 11 | Evolution du nombre de patients atteints de mucoviscidose et du pourcentage d’adulte.
D’apres Vaincre la Mucoviscidose 2021.

En 2019, 109 nouveaux nés atteints de mucoviscidose ont été recensés et la Haute Autorité de

Santé, dans son rapport sur le dépistage néonatal systématique de la mucoviscidose, estime la

prévalence

a la naissance a 1/4136 (HAS 2009; Vaincre la Mucoviscidose 2021). Une forte

disparité régionale de I’incidence a la naissance est observée : la maladie concerne ainsi 1 enfant
sur 2967 en Bretagne contre 1/5380 en Aquitaine (HAS 2009). La prévalence de la

mucoviscidose suit cette méme tendance de variabilité inter-régionale (Figure 12).

Nombre de personnes atteintes
pour 100 000 habitants
Bm[12,5; 18]

B [0;12,5]

[9;10[

ai8; 9l

ii6; 8(

aio; el

Figure 12 | Prévalence de la mucoviscidose en France par département.
D’apres Vaincre la Mucoviscidose 2021.
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Méme si I’incidence de la mucoviscidose depuis les années 1970 tends a diminuer (Scotet et al.
2012), des prévisions réalisées en 2015 estimaient une augmentation en Europe de 50 % du
nombre de patients entre 2010 et 2025, correspondant a 20 % d’enfants et 75 % d’adultes en
plus (Burgel et al. 2015). Ces prévisions pour la période 2010-2025 ont été ajustées et précisées
pour la France, avec une augmentation du nombre de patients CF estimée a 37,3 %, dont 3,5 %
d’enfants et d’adulte 75,2 % d’adultes supplémentaires (Burgel et al. 2017).

ji. Mortalité

Avec 41 patients décédés recensés en 2019, I’age moyen au déces est de 34,7 ans. 1l est constaté

un gain d’une année de vie par rapport a 2018 et une diminution du taux brut de mortalité (5,7

/1000) depuis les années 2000 (Figure 13).
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Figure 13 | Taux brut de mortalité et nombre de déces de patients atteints de mucoviscidose.
D’apres Vaincre la Mucoviscidose 2021.
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1. Manifestations cliniques de la mucoviscidose

1. Manifestations extra-pulmonaires

Du fait de la large distribution d’expression de CFTR dans 1’organisme, la mucoviscidose est
une maladie multi-organe avec des manifestions cliniques hépatobiliaires, gastro-intestinales,
pancréatiques, pulmonaires, osseuses et génitales. L’atteinte pulmonaire est cependant

prédominante, c’est la principale cause de morbi-mortalité chez les patients.

a. Manifestations digestives

i.  Atteinte gastro-intestinale

Le registre de la mucoviscidose estime que 13,8 % des nouveaux nés CF issus du dépistage
néonatal et nés en 2019, présentaient un iléus méconial : une obstruction de I’intestin gréle
provoquée par un contenu intestinal (le méconium) trop épais et visqueux. Il se traduit par une
absence d’évacuation des premieres selles, il peut se compliquer d’une torsion intestinale et/ou

d’une perforation avec péritonite, nécessitant alors une intervention chirurgicale immédiate.

L’atteinte gastro-intestinale ne se limite pas a la période néonatale. Les patients présentent des
troubles de la motilité gastrique intestinale pouvant entrainer constipation, reflux gastro-
aesophagiens, prolapsus rectal et syndrome d’obstruction intestinale distale (SOID). Les
anomalies du mucus intestinal peuvent provoquer une malabsorption des nutriments (Figure
14). Bien plus rares, des pathologies digestives ont été décrites avec une prévalence accrue au
cours de la mucoviscidose telles que la maladie ceeliaque et la maladie de Crohn (Gelfond et
Borowitz 2013).

FOIE
Hépatomégalie
Fibrose et cirrhose
Hypertension portale

ESTOMAC
Reflux gastro-cesophagien

PANCREAS
Insuffisance pancréatique exocrine
INTESTIN Diabete
[1éus méconial
SOID

Constipation

Figure 14 | Principales manifestations digestives de la mucoviscidose.
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ii.  Atteinte pancréatique

Une insuffisance pancréatique exocrine est observée chez la majorité des patients CF (79,7 %
des personnes suivis en 2019, Vaincre la Mucoviscidose 2021) et se développe des la naissance.
Elle est due a I’accumulation de sécrétions trop épaisses au niveau des canaux intra-
pancréatiques, provoquant 1’obstruction de ceux-ci et aboutissant a un défaut de sécrétion des
enzymes pancréatiques. L’insuffisance pancréatique exocrine a pour conséquences une
malabsorption des graisses et des protéines (Dodge et Turck 2006), induisant des selles
graisseuses (stéatorrhée) et des carences en vitamines liposolubles (A, D, E, K) et en acides
gras essentiels (Ledder et al. 2014) ; engendrant un retard de croissance staturo-pondéral.

Consécutivement, le pancréas devient fibrotique avec une infiltration de lipides et des dép6ts
amyloides, s’autolyse en raison des enzymes retenues dans ses canaux, ce qui va
progressivement conduire a une destruction cellulaire des flots de Langerhans. La manifestation
pancréatique est alors endocrine, il s’agit du diabéte de la mucoviscidose appelé cystic fibrosis-
related diabetes (CFRD) (Figure 14).

Ce diabéte est d0 a une insuffisance de sécrétion en insuline ainsi qu’a une résistance
périphérique en insuline, comme le diabéte de type 2 (Frost et al. 2020). Il se manifeste en deux
étapes : une période dite d’intolérance au glucose (la glycémie est anormale), puis I'apparition
du diabéte a proprement dit. La CFRD a également des caracteéristiques du diabete de type 1,
notamment 1’insulinodépendance (Frost et al. 2020). En France, 20,1 % des patients présentent

un diabete, dont 87 % sont traités par insuline (Vaincre la Mucoviscidose 2021).
iii.  Atteinte hépatobiliaire

A I’age de 25 ans, 32,2 % des patients développent une atteinte hépatobiliaire que 1’on nomme
cystic fibrosis liver disease (CFLD) (Boelle, Debray, Guillot, Clement, et al. 2019). Il s’agit de
la sixieme cause de mortalite chez les patients et est responsable de 3,4 % des déces des patients
CF en Europe (Zolin et al. 2020). La CFLD est la conséquence de I’obstruction des canalicules
biliaires intra-hépatiques du fait d’une bile trop épaisse pour s’écouler correctement. La CFLD
débute fréquemment par une hépatomégalie, une élévation des enzymes hépatiques et une
cholestase. La rétention des acides biliaires cytotoxiques et la diminution du flux biliaire
peuvent induire des lésions cellulaires. Ceci provoque une inflammation et un dépot de
collagéne au niveau des canaux hépatiques, amenant a la fibrose avec le développement d’une
cirrhose focale (Debray et al. 2017). L’atteinte sévére se caractérise par une cirrhose

multilobulaire avec une hypertension portale, ceci concerne 3,6 % des patients en France
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(\Vaincre la Mucoviscidose 2021). Ce stade de la CFLD peut conduire a une insuffisance

hépatique sévere, nécessitant alors une transplantation hépatique (Figure 14).
b. Manifestations génitales

Les hommes atteints de mucoviscidose sont infertiles & 95 %. L’atteinte est due a une atrésie
bilatérale congénitale des canaux déférents et une absence concomitante des vésicules
séminales entrainant une azoospermie (P. Y. Wong 1998). Chez les femmes, I’atteinte est due
a une hyperviscosité de la glaire cervicale et se manifeste par une hypofertilité (Kotloff et al.
1992).

La paternité et les grossesses ne sont plus rares chez les porteurs de mucoviscidose. Le taux de
conception chez les femmes est d’environ 30 pour 1000 avec 50 débuts de grossesses en 2019
; quant aux hommes, il y a eu 36 paternité, dont 82 % ont nécessité une aide médicale a la

procréation (Vaincre la Mucoviscidose 2021).
c. Manifestations rénales

Bien que rares, des manifestations cliniques rénales sont présentes dans la mucoviscidose.
L’altération de la fonction CFTR a pour conséquence un défaut de transport des protéines de
bas poids moléculaire dans le tube proximal, entrainant une protéinurie, une hyponatrémie, une
hypokaliémie, une augmentation de I’excrétion d’aminoglycoside rénal et une diminution du
volume extracellulaire profond (Nazareth et Walshaw 2013). L’atteinte rénale peut également

étre une des complications du diabete de la mucoviscidose.
d. Atteinte des glandes sudoripares

Au niveau des glandes sudoripares, les désordres hydroélectrolytiques se caractérisent par une
modification ionique de la sueur. Ils peuvent étre responsables d’un syndrome de perte de sel

avec une deshydratation aigué lors de fortes chaleurs ou d’efforts physiques importants.
e. Manifestations oto-rhino-laryngologiques

L’inflammation chronique des voies aériennes supéricures favorise le développement de la
polypose naso-sinusienne. Par ailleurs, il a été montré que la protéine CFTR est absente ou
sous-exprimée dans les polypes de patients atteints de mucoviscidose (Dupuit et al. 1995).
L’apparition de ces formations charnues de la muqueuse se manifeste par une obstruction

nasale, une épistaxis et contribuent a I’installation de sinusites chroniques (Weber et al. 2017).
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L’atteinte des sinus concernerait 40 % des patients et 1,3 % des patients ont subi une

intervention chirurgicale pour des polypes nasaux (Cystic Fibrosis Foundation 2020).
f. Manifestations osseuses

Les manifestations osseuses, designées par cystic fibrosis related bone disease (CFBD),
regroupent des cas d’ostéopénie et d’ostéoporose, dont la prévalence augmente avec 1’age des
patients. Au niveau physiopathologique, plusieurs mécanismes sont supposés impliqués dans
la CFBD. En raison de I’expression de la protéine CFTR au niveau des ostéoblastes et des
ostéoclastes, le déficit fonctionnel de CFTR aurait un impact direct sur la CFBD (Le Heron et
al. 2010; Shead et al. 2007). Les fragilisations osseuses de la mucoviscidose sont également
associees a la malabsorption, aux déficits protéino-calorique et en vitamines (D et K) et a
I’inflammation chronique (Ferguson et Chang 2014; Shead et al. 2010). La CFBD n’est pas
rare, le registre américain de la mucoviscidose estime qu’a 1’age de 25 ans, 25 % des patients
en sont atteints et 18 % des adultes présentent une ostéopénie et 7 % une ostéoporose (Cystic
Fibrosis Foundation 2020).

g. Manifestations nutritionnelles

Il est observe des troubles nutritionnels chez les patients atteints de mucoviscidose. Plusieurs
facteurs, souvent intriqués, sont responsables d’un déséquilibre de la balance énergétique,
menant & la dénutrition des patients. Chez I’enfant, la carence d’apport par malabsorption, due
a l‘insuffisance pancréatique exocrine, peut étre associé a un retard de croissance pondérale.
Chez I’adolescent et 1’adulte, I’augmentation du travail ventilatoire en raison des phénomeénes
inflammatoires et infectieux bronchiques peuvent induire une augmentation des dépenses

énergeétiques et impacter 1’équilibre pondéral.

L’amélioration de la prise en charge et de la surveillance des patients CF ont permis d’améliorer
le statut nutritionnel. La prévalence des enfants CF denutris est estimée a 7 % et 12 % des
enfants seraient a risque (Hanna et Weiner 2015). En France, 20 % des femmes et 15 % des
hommes de plus de 20 ans et atteints de mucoviscidose ont une dénutrition, ¢’est-a-dire qu’ils

présentaient un indice masse corporel inférieur a 18,5 kg/m: (Vaincre la Mucoviscidose 2021).
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2. Manifestations pulmonaires

L’atteinte pulmonaire est la premiére cause de morbidité et mortalité des patients atteints de
mucoviscidose. Les manifestations sont notamment caractérisées par une bronchectasie et des
obstructions des voies respiratoires par un mucus visqueux, et ce dés la naissance. Les patients
présentent également une toux chronique et des infections récurrentes dues a la présence de
pathogenes opportunistes tels que Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa). Afin de comprendre le développement de ces atteintes, il est nécessaire de décrire

1’organisation anatomique et histologique du poumon.
a. Physiologie pulmonaire

L’appareil respiratoire est composé de deux parties : les voies aériennes supérieures constituées
des cavités buccales et nasales, du pharynx et du larynx ; et les voies aériennes inférieures
comprenant la trachée, les bronches, les bronchioles et se terminant par les alvéoles. L’appareil
respiratoire a pour fonction la conduction et le conditionnement (réchauffer, humidifier, épurer)
de I’air jusqu’aux alvéoles, ou s’effectuent les échanges gazeux au niveau de la barriere alvéolo-

capillaire (Figure 15).

A B

Trachée -

Bronches

Figure 15| Schéma de I’appareil respiratoire.
A) Représentation des voies aériennes inférieures B) avec zoom sur des alvéoles.
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b. Epithélium des voies aériennes

L’épithélium des voies aériennes inférieures est complexe : sa composition et son organisation

évoluent selon la localisation. L’épithélium tapissant la trachée et les bronches est pseudo-

stratifié, tandis que I’épithélium des bronchioles terminales devient cuboide simple, et au niveau

des alvéoles il s’organise sous forme d’épithélium simple (Figure 16).

Alvéoles Bronchioles Trachée et bronches

Macrophage
alvéolaire

, xa@éxgo

D Cellule basale

[T cellule cilige

D Cellule a mucus

D Cellule séreuse
.Cellule intermédiaire

[:]Cellule club
[T cellule ciliée

D Pneumocyte de type |
D Pneumocyte de type Il

Figure 16 | Représentation des populations cellulaires de 1’épithélium des voies aériennes inférieures.
Adaptée de Antunes et al. 2013.

Le rdle principal de 1’épithélium des voies aériennes est d’assurer la protection de la muqueuse

respiratoire. Une récente revue a decrit les différents types cellulaires composant 1’épithélium

(J. D. Davis et Wypych 2021), dont chacun assure une ou plusieurs fonctions spécifiques
(Figure 16).

Au niveau de la lame basale, les cellules basales participent aux processus de régénération
et de réparation de 1’épithélium (Wansleeben et al. 2013). Les cellules basales sont les
principales cellules souches des voies respiratoires et possédent la capacité a se différencier,
notamment en cellules ciliées, en cellules neuroendocrines pulmonaires et en ionocytes
pulmonaires (Montoro et al. 2018). Au moins deux sous-populations seraient présentes dans
les cellules basales ; I’'une permettant la différenciation luminale et 1’autre serait composée
de cellules progénitrices de cellules souches (Travaglini et al. 2020; Watson et al. 2015).

Les cellules ciliées constituent le principal type cellulaire de I’épithélium bronchique, elles
représentent entre 44 % et 56 % des cellules (Okuda et al. 2021). Sur le plan
transcriptionnel, deux sous-ensembles distincts ont été identifiés entre les parties distales et

proximale du tractus respiratoires (Travaglini et al. 2020). Au niveau du p6le apical, elles
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possedent de 200 a 300 cils qui battent de fagcon synchrone et réguliére (Bustamante-Marin
et Ostrowski 2017; Rhodin 1966).

Les cellules a mucus (ou cellules caliciformes) interviennent dans la production de mucus
et plus particulierement des mucines : les protéines qui le constituent (Hovenberg et al.
1996; Whitsett 2018). Le mucus est également composé d’électrolytes, de métabolites, de
fluides et de produits antimicrobiens. La lignée des cellules caliciformes a été divisée en
deux sous-ensembles fonctionnels : les cellules gobelet-1 produisant principalement du
mucus et les cellules gobelet-2 sécrétant une protéine capable de se lier et d’agréger les
bactéries Gram-positives (Bergstrom et al. 2016; Montoro et al. 2018). Diverses
pathologies pulmonaires, dont la mucoviscidose sont caractérisées par une dérégulation de
la production de mucus par les cellules caliciformes (Vieira Braga et al. 2019; Whitsett
2018).

Au sein des glandes sécrétrices sont présentes les cellules séreuses. Elles participent a la
production de mucus et sécrétent des protéines de défense telles que des peptides anti-
microbiens et des anti-protéases (Basbaum et al. 1990). Leur fonction est d’établir un
équilibre hydrique au niveau de la lumiére des voies aériennes pour contribuer a un
mouvement ciliaire harmonieux.

Au niveau des bronchioles, 1’épithélium est principalement constitu¢ de cellules club. Elles
produisent des protéines du surfactant et sécretent aussi des protéines qui leur sont
specifiques, a fonction anti-inflammatoire (A. P. Wong et al. 2009). Elles peuvent
contribuer a la réparation de 1’épithélium et se dédifférencier en cellules basales lorsque
celles-ci sont l1ésées ou dégradées (Basil et al. 2020).

Les pneumocytes sont présents uniquement au niveau alvéolaire. Les pneumocyte de type
I sont trés aplatis ce qui leur confere la fonction d’optimisation des échanges gazeux. Les
pneumocytes de type Il, cellules cuboides, synthétisent le surfactant pulmonaire et
possedent des microvillosités apicales (Castranova et al. 1988). Le surfactant a pour réle

d’éviter le collapsus des alvéoles en diminuant la tension de surface.

Non représentées sur la Figure 16, il est retrouvé d’autres populations cellulaires dans

1’épithélium des voies aériennes :

En tres faible quantité (0,5 % des cellules de 1’épithélium respiratoire), des cellules
neuroendocrines sont présentes au niveau de la lame basale (Boers et al. 1996; Travaglini
et al. 2020). Elles produisent des peptides et des neuropeptides permettant notamment de

stimuler les réponses immunitaires, faisant ainsi le lien entre le systeme immunitaire et le
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systeme nerveux (Branchfield et al. 2016). Elles ont la capacité de réguler la sécrétion de
mucus et le tonus musculaire, de détecter I’hypoxie et de répondre aux variations du taux
de dioxyde de carbone (Cutz et al. 2013; Garg et al. 2019). Par ailleurs, les cellules
neuroendocrines peuvent adopter différents statuts cellulaires en cas de Iésions épithéliales,
pour contribuer a la réparation tissulaire (Ouadah et al. 2019). Il est observé une
augmentation du nombre de cellules neuroendocrines dans certaines pathologies
pulmonaires telle que le mucoviscidose (X. Gu et al. 2014).

Les cellules tuft (ou cellule a touffe) sont retrouvées au niveau des voies respiratoires et
posséderaient des fonctions neuronales, chimiosensorielles et immunologiques (Bezencon
et al. 2008). Ces cellules sont également présentes dans d’autres organes, en particulier
I’intestin et le conduit auditif, ou elles sont localisées a proximité des fibres nerveuses. Ceci
suggere que les cellules a touffe auraient une fonction de médiateur potentiel de la
communication immuno-neuronale (Morroni et al. 2007; O'Leary et al. 2019). Ces cellules
pourraient faire fonction de progéniteurs pour les cellules neuroendocrines et les ionocytes
pulmonaires (Goldfarbmuren et al. 2020) et permettraient de modérer I’inflammation
allergique des voies respiratoires (Sharma et al. 2017).

Les ionocytes pulmonaires ont été identifiés récemment grace a I’utilisation d’une
technologie récente : le séquencage d’ARN sur cellule unique (Montoro et al. 2018;
Plasschaert et al. 2018). Elles seraient produites a partir de précurseurs de cellule a touffe
et basale. Elles tirent leur nom de leur ressemblance avec les cellules éponymes (présentes
dans la peau de poisson-zébre et de larve de xénope) et qui permettent les efflux chlorure
entre la circulation sanguine et le milieu marin. En effet, les ionocytes pulmonaires
expriment des niveaux élevés de CFTR (Montoro et al. 2018; Plasschaert et al. 2018), plus
que tout autre type de cellule épithéliale des voies respiratoires (Shah et al. 2021). Les
ionocytes, qui ont donc une activité de transport ionique, contribueraient a I’homéostasie et
a la physiologie du mucus des voies aériennes (Montoro et al. 2018; Shah et al. 2021).
Toutefois, les ionocytes pulmonaires ne représenteraient qu’une faible proportion (2 %) des
cellules épithéliales des voies aériennes (Goldfarbmuren et al. 2020; Okuda et al. 2021).
Les cellules Hillock ont été décrites récemment par Montero et ses collegues comme une
variété de cellules club. Elles exprimeraient des marqueurs associés a I’immuno-
modulation et I’adhésion cellulaire (Montoro et al. 2018).

Les cellules micro-pliées (ou microfold cells) des voies respiratoires auraient un réle dans

I’initiation de la réponse immunitaire avec un role assez vaste dans I’infection bactérienne.
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Les cellules micro-pliées seraient impliquée dans la réponse aux bactéries Salmonella
typhimurium et Streptococcus (D. Y. Kim et al. 2011) ; tout en étant également la cible de
Mycobacterium tuberculosis (bacille de Koch responsable de la tuberculose), qui détourne

les cellules micro-pliées afin de faciliter sa propagation (Nair et al. 2016).

L’épithélium de la trachée aux bronchioles est recouvert d’un liquide de surface (LSA pour
liquide de surface des voies aériennes) constitué de deux couches: en dessous le liquide
périciliaire et le mucus au-dessus. Le liquide de surface protéege 1’épithélium de la
déshydratation et piége les particules inhalées qu’elles soient organiques ou inorganiques. Ces
éléments sont ensuite évacués par les battements synchronises des cils des cellules ciliées, en

les remontant vers 1’appareil digestif : c’est la clairance mucociliaire.

c. Physiopathologie pulmonaire de la mucoviscidose

i.  Dysfonction de la protéine CFTR

L’atteinte pulmonaire de la mucoviscidose est consécutive a des processus physiopathologiques
successifs, intriqués et évolutifs tout au long de la vie des patients. Dans la physiopathologie de
I’atteinte pulmonaire, I’implication de la protéine CFTR résulte principalement de sa fonction
de transport des ions (chlorure et du bicarbonate), de sa fonction de régulateur d’autres canaux
(ENaC notamment) et de ses interactions avec les voies cellulaires liées a I'inflammation
(inflammasome) (Figure 17) (Elborn 2016; Shteinberg et al. 2021; Stoltz et al. 2015).

L’absence ou la dysfonction de la protéine CFTR entraine au niveau de I’épithélium un
désequilibre ionique du liquide de surface des voies aeriennes. Les ions Cl” sont anormalement
retenus dans la cellule et les ions Na* sont hyperabsorbés, conduisant a la déshydratation du

liquide de surface des voies aériennes (LSA).

L’altération du transport de bicarbonate (HCO3") par CFTR va entrainer une modification du
pH du LSA, qui a un réle important dans 1’élimination des bactéries. Cette acidification du LSA
entrainerait la diminution de la fonction des peptides antimicrobiens, conduisant alors a une

altération de I’'immunité innée (Elborn 2016; Keiser et al. 2015; Shteinberg et al. 2021).

Le bicarbonate est aussi impliqué dans la rhéologie du mucus. En effet, un défaut de bicarbonate
provoquerait un déréglement de I’attachement et du détachement du mucus, aboutissant alors a

son hyperviscosité (Elborn 2016; Hoegger et al. 2014).
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Figure 17 | Impact du dysfonctionnement de la protéine CFTR sur la physiologie pulmonaire.
Abréviations : CI ion chlorure; HCO3 : bicarbonate ; Na* : ion sodium ; ENaC : Epithelial Na* Channel
LSA : liquide de surface des voies aériennes respiratoires. Adapté de Elborn 2016.
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Tres précocement (au cours des 3 premiéres années de vie), la déshydratation du LSA va altérer
la clairance mucociliaire, ce qui entrainerait alors des processus d’obstruction, de bronchectasie

(dilatation des bronches due a 1’obstruction), d’inflammation et des épisodes récurrents

d’infections (Elborn 2016; K. A. Ramsey et al. 2014; Rosenow et al. 2015; Sly et al. 2013).

Au niveau intracellulaire, le dysfonctionnement de CFTR entraine des anomalies de
signalisation et des processus aberrants qui conduisent a une augmentation de la transcription
de médiateurs inflammatoires. L'accumulation de CFTR anormalement replié dans le réticulum
endoplasmique entraine des réponses protéiques qui déclenchent un "stress cellulaire™ et
I'apoptose (processus par lequel des cellules déclenchent leur autodestruction en réponse a un
signal). Les cellules épithéliales et la fonction immunitaire innée du poumon sont ainsi
dérégulées, avec pour résultat une inflammation des voies respiratoires majoree et inefficace
(Cantin et al. 2015; Cohen-Cymberknoh et al. 2013; Elborn 2016; Stoltz et al. 2015).

La dysfonction de CFTR dérégulerait également le fonctionnement de cellules non épithéliales :
les cellules myéloides. En effet, des monocytes et des macrophages isolés chez des patients CF
ont montré une diminution de leur capacité a éliminer les bactéries (Del Porto et al. 2011; Stoltz
et al. 2015; Van de Weert-van Leeuwen et al. 2013). Enfin, I’hypersécrétion de mucus observée
dans les voies respiratoires des patients CF serait en partie due a la production d’exo-produits

bactériens qui induisent la production de mucines (Rose et Voynow 2006).
i.  Inflammation et infection

Le mucus des patients CF est trop épais et visqueux pour étre évacué correctement, ce qui
induit une obstruction des voies aériennes. La clairance mucociliaire est réduite, le mucus
stagne et devient un lieu opportun de colonisation pour divers pathogenes qui ne peuvent étre

évacués (Figure 18B).

L’¢épithélium pulmonaire lutte contre 1’infection en provoquant une réponse inflammatoire.
Chez les patients CF, l’inflammation est caractérisée par un recrutement excessif de
polynucléaires neutrophiles. Cependant, ces neutrophiles recrutés ne combattent pas
suffisamment efficacement l’infection, ce qui entraine un défaut d’élimination de ces

pathogénes au niveau des voies aériennes.
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Figure 18 | Schéma comparant 1’épithélium pulmonaire sain (non-CF) a celui des patients atteints de
mucoviscidose (CF).

A) Epithélium pulmonaire non-CF : CFTR assure la sortie des ions CI". L’hydratation du liquide de surface est
optimale pour permettre la clairance mucociliaire. B) Epithélium pulmonaire CF : la dysfonction de CFTR entraine
une diminution des ions Cl- et une augmentation de I’entrée des ions Na*. Le liquide de surface des voies aériennes
se déshydrate conduisant & un épaississement du mucus. C) Des cycles d’infections et d’inflammation se mettent
en place avec une hypersécrétion d’IL-8 et de protéases. Ces cycles induisent une dégradation de 1’épithélium
pulmonaire. Adaptée de Sonneville et al. 2015.

De plus, ces neutrophiles sécrétent des taux élevés de protéases qui endommagent 1’épithélium
pulmonaire. Les anti-protéases, dont le role est de palier a cet effet délétére, ne peuvent étre
sécretées en quantité suffisante, submergees par les protéases produites de maniere excessive
(McElvaney 2016) (Figure 18C).

L’inflammation dans la mucoviscidose se distingue également par une production accrue
d’interleukine 8 (IL-8) par les cellules épithéliales bronchiques (Tabary et al. 1998). La
surproduction d’IL-8, une cytokine chémoattractante, induit une infiltration excessive de

neutrophiles. (Figure 18C).

Plusieurs microorganismes pathogénes présents dans les voies aériennes des patients CF, tels
que P. aeruginosa ont la capacité de produire des élastases (protéases), majorant le désequilibre
protéases-antiprotéases. P. aeruginosa perturberait ainsi la réponse immunitaire physiologique

et contribuerait au développement de I’atteinte pulmonaire.
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L’¢pithélium pulmonaire est alors progressivement dégradé par les pathogenes stagnants, ainsi
que par I’inflammation peu contr6lée dans ce contexte, qui elle-méme est intensifiée par
I’infection. Se mettent alors en place des cycles d’inflammation et d’infections, dus aux
infections répétées des voies aériennes des patients ainsi qu’a I’incapacité de la réponse
inflammatoire a y pallier. Ces cycles conduisent ensuite a une dégradation progressive du tissu
pulmonaire, induisant une insuffisance respiratoire, qui devient chronique et peut atteindre le

stade terminal.

d. Atteinte pulmonaire
Symptomatologie

La symptomatologie de I’atteinte pulmonaire chez le jeune enfant est peu spécifique. Elle est
caractérisée par des bronchites récidivantes et une toux persistante. Chez 1’enfant plus age, la
toux est grasse et chronique, les expectorations muco-purulentes, et peuvent apparaitre des

signes d’insuffisance respiratoire chronique tels qu’une cyanose et un hippocratisme digital.

L’atteinte respiratoire est caractérisée par des épisodes récurrents d’exacerbations respiratoires,
complications aigties les plus fréquentes chez les patients CF. Ces exacerbations consistent en
une détérioration de 1’état respiratoire et se manifestent par la survenue d’une toux ou sa
recrudescence, des changements de 1’aspect des expectorations (quantité et purulence) avec
encombrement bronchique, une baisse du volume expiré maximal en une seconde (VEMS), une
majoration de la dyspnée pouvant étre associée a une diminution de la tolérance a I’effort et a
des signes généraux (fiévre, asthénie, baisse de 1’appétit, perte de poids, anorexie) (Rosenfeld

et al. 2001).
ii.  Infections des voies aériennes respiratoires
Infections bactériennes

Avant que les pathogenes ne se développent au sein du mucus et lorsque la fonction pulmonaire
est encore préservee, diverses communautés bactériennes n’entrainant pas d’infection sont
prépondérantes dans le poumon (Coburn et al. 2015; Frayman et al. 2017; Pittman, Wylie, et
al. 2017). Ensuite, les bactéries cliniguement importantes infectent les patients. Le schéma tres
fréqguemment retrouvé est, dans un premier temps, des infection par Haemophilus influenzae et

Staphylococcus aureus pendant la jeune enfance, puis par P. aeruginosa (Figure 19).
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Figure 19 | Prévalence des bactéries cliniquement importantes en fonction de 1’age des patients atteints
de mucoviscidose.
D’apreés Vaincre la Mucoviscidose 2021.

Infections virales

Les virus colonisent également le mucus des patients CF. Le virus respiratoire syncytial (VRS)
est le plus fréquemment rencontré, suivi des virus influenza A et B. Avec une prévalence plus
basse, les virus parainfluenza et les adénovirus sont egalement observes chez les patients. Les
infections virales jouent un réle dans la détérioration de la fonction respiratoire et favoriseraient

1’adhésion des bactéries aux tissus des voies respiratoires (Lipuma 2010; van Ewijk et al. 2005).
Infections fongiques

La dégradation de 1’épithélium pulmonaire facilite ’adhésion des spores fongiques inhalées, et
les modifications physico-chimiques du mucus en font un environnement propice pour la
croissance de ces micro-organismes. Bien qu’une diversité fongique soit présente dans les voies
aériennes des patients CF, Aspergillus fumigatus est le champignon filamenteux le plus frequent
(21,9 % des patients, Vaincre la Mucoviscidose 2021), suivi des espéces du genre Scedosporium
et a un moindre degré Aspergillus terreus. Des levures sont aussi présentes, avec au premier

rang d’entre elles Candida albicans.
ii. ~ Pathologies respiratoires associées
Hémoptysie

Des épisodes d’hémoptysie, correspondants a I’expectoration de sang provenant des voies

aériennes sous glottique au décours d’un effort de toux, sont rapportés chez 5,7 % des patients
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CF en France en 2019 (Vaincre la Mucoviscidose 2021). Leur incidence augmente avec la
sévérité de I’atteinte respiratoire et avec 1’dge des patients (Flume et al. 2010). Au niveau
physiopathologie, I’hémoptysie est associée a 1’hypertrophie des artéres bronchiques. Elle est
provoquée par I’hypersécrétion de facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire par les
cellules épithéliales bronchiques en réponse a I’infection bactérienne, notamment a P.

aeruginosa (C. Martin et al. 2011).

Les hémoptysies de faible abondance sont souvent des événements bénins. L’évolution est
néanmoins imprévisible et la survenue d’une hémoptysie massive est redoutée. L’incidence
annuelle moyenne des hémoptysies massives est estimée a 0,87 % et surviendrait chez 4,1 %
des patients (Flume, Yankaskas, et al. 2005). Leur gravité réside dans le fait qu’elles peuvent

conduire a une inondation des alvéoles pulmonaires, 1’asphyxie et au décés du patient.
Pneumothorax

En France, I’incidence annuelle du pneumothorax est de 0,5 % chez les patients CF (Vaincre la
Mucoviscidose 2021). Il se définit par la présence d’air entre les deux couches de la plevre
(membrane qui recouvre les poumons et tapissant egalement 1’intérieur de la paroi thoracique),
entrainant un collapsus pulmonaire partiel ou complet. Cette complication respiratoire aigle
aggrave le pronostic des patients avec une augmentation de la morbidité et du taux de mortalité

a deux ans (Flume, Strange, et al. 2005).
Aspergillose broncho-pulmonaire allergique

La particularité des infections respiratoires a Aspergillus est que 8,7 % (Vaincre la
Mucoviscidose 2021) des patients vont développer une hypersensibilité et développer une
réponse allergique aux spores : c’est 1’aspergillose broncho-pulmonaire allergique (ABPA).
L’ABPA est caractérisée par un asthme mal contrdlé et des infiltrats pulmonaires récidivants.
Au niveau pulmonaire, ’ABPA se manifeste par une hyperactivité bronchique, une toux

productive et peut se compliquer par une hémoptysie.
e. Déclin de la fonction respiratoire
i. ~ Déclin et épreuve fonctionnelle respiratoire

La fonction respiratoire est mesurée lors d’une exploration fonctionnelle respiratoire (EFR),
examen de référence du suivi des patients CF. La fonction respiratoire est principalement
quantifiée par le VEMS qui fait partie des mesures des débits respiratoires et refléte le degré

d’obstruction.
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Le VEMS est limité quantitativement par la physiologie, on ne peut expirer plus que ce qui peut
étre inspiré par les poumons. Il est mesuré en litres par minute et souvent transformé par des
équations de régression en pourcentage prédit (VEMSpp). Au cours de ma thése, j’ai utilisé la
méthode dite «GLI», basée sur les équations de référence de la Global Lung Initiative et
approuvée par la majorité des sociétés savantes. Les équations de référence ont été établies en
2012 a partir des covariables suivantes : age, sexe, taille, ethnie et VEMS ; elles sont issues

d’une coopération internationale et dites universelles (Quanjer et al. 2012).

L’altération du tissu pulmonaire entraine un déclin progressif de la fonction respiratoire.
Longtemps estimé entre -1 % et -3 % par an (Konstan et al. 2007; van Horck et al. 2018), le

déclin de la fonction respiratoire tends a se réduire ces 20 derniéres années (Figure 20).

Entre 2019 et 1999, le VEMSpp médian des patients 4gés de 6 a 19 ans a augmenté de 16 points
de VEMSpp et de 25,9 points chez les plus de 20 ans (Figure 20). En 2019, le VEMSpp moyen
chez les 3735 patients de plus de 20 ans était de 73 %, cependant 21,3 % des patients (n = 796)

étaient transplantés pulmonaire (Vaincre la Mucoviscidose 2021).
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Figure 20 | Evolution de la fonction respiratoire chez les patients atteints de mucoviscidose en France.
Estimations des médianes du volume expiratoire maximal par seconde exprimé en pourcentage prédit
(VEMS %) par classe d’age. Les VEMS (%) collectés étaient le dernier de I’année pour les années 1999
et 2009 et le meilleur de 1I’année pour 2019. D’aprés Vaincre la Mucoviscidose 2021.

ii.  Séveérité de I'atteinte respiratoire

La sévérité de I’atteinte respiratoire chez les patients atteints de la mucoviscidose peut se
mesurer également par les valeurs de SaKnorm Z-value (Kulich Normalized Mortality Adjusted

CF-specific lung phenotype), qui est une transformation du VEMS avec normalisation et
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ajustement sur la mortalité dans la population CF (Kulich et al. 2005; Taylor et al. 2011). Cet
indicateur quantitatif permet une comparaison directe des phénotypes pulmonaires entre les
patients atteints de mucoviscidose en prenant en compte la progression de la maladie et la survie

différentielle. Le SakKnorm se décompose de la maniere suivante (Figure 21) :
SaKnorm = P(déces < Agepqarient) + P(déces = Ageparient) X VEMS ercentite

Les probabilités de déces ont été calculées dans la population CF (Kulich et al. 2005; Taylor et
al. 2011). Le VEMSpercentile est calculé a partir d’équations de références spécifiques a la
mucoviscidose qui permettent un ajustement du VEMS en fonction de la taille, du sexe, et de
I’age du patient (Kulich et al. 2005; Taylor et al. 2011) (Figure 21).
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Figure 21 | Mesure de la sévérité de I’atteinte respiratoire : calcul du SaKnorm spécifique a la
mucoviscidose.
La mesure de SaKnorm d’un patient CF de 40 ans se calcule donc de la maniére suivante :

SaKnorm s0ans = probabilité de déces avant 1’age de 40 ans + (probabilité de déces aprés I’age de 40 ans * VEMS percentile)
e Un patient de 40 ans avec un SaKnorm a 100 % (équivalent & un SaKnorm Z-value =0) correspond
dOﬂC é un VEMS percentile égal é 1
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e Un patient de 40 ans avec un SaKnorm inférieure a 100 % (équivalent a un Saknorm Z-value < 0)
correspond donc a n patients ayant un VEMS diminué comparativement aux autre patients CF de
son age ( VEMS percentite <1)

Le SaKnorm Z-value est distribué autour de 0 (entre -3 et 3 généralement). Un patient avec une
valeur de SaKnorm Z-value de -1 a une fonction respiratoire plus séveére et correspond
approximativement a une diminution de 25 points de VEMSpp pour un patient CF de 18 ans se

situant au 50°™ percentile pour la taille.
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1. Prise en charge de la mucoviscidose
1. Dépistage, diagnostic et suivi des patients
a. Dépistage et diagnostic

Les mutations du gene CFTR sont transmises a la descendance de fagon autosomique récessive
(Figure 22).

Mere porteuse saine Pére porteur sain
d’une mutation de CFTR d’une mutation de CFTR
Geéne o Geéne
sain muté u u
s N S /N
Gametes
~T \__—
/ \\ \'\>__;/</\”i \

Enfant sain Enfant sain non Enfant sain Enfant malade
porteur d’une porteur d’une porteur d’une porteur de deux
mutation de CFTR  mutation de CFTR  mutation de CFTR  mutations de CFTR

Figure 22 | Mode de transmission autosomique récessif de la mucoviscidose.

Un premier consensus a établi les critéres diagnostiques de la mucoviscidose en 1998
(Rosenstein et Cutting 1998). Le diagnostic repose sur 1’association : 1) de signes cliniques
évocateurs, d’antécédents de mucoviscidose dans la fratrie, et 2) d’un test de la sueur positif a

deux reprises, et/ou 3) de la présence de deux mutations du géne CFTR.

Le test de Guthrie, dépistage néonatal systématique mis en place en France depuis plusieurs
décennies pour d’autres pathologies, est utilis¢é depuis 2002 pour le dépistage de la

mucoviscidose et suit un protocole bien preécis (Figure 23).
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Figure 23 | Dépistage néonatal systématique de la mucoviscidose en France.
TIR : trypsine immuno-réactive, adaptée de Munck et Roussey 2008

Dépistage : dosage de la TIR et détection des mutations de CFTR

La stratégie de dépistage s’effectue en deux temps. Elle repose sur le dosage de la trypsine
immuno-réactive (TIR) dans un échantillon de sang prélevé au 3*™ jour de vie. Un dosage élevé
de TIR est le reflet d’une obstruction des voies pancréatiques pendant la vie feetale et les
premiers mois de vie. Le seuil est de 60 pg/L, en cas de résultat supérieur, les 29 mutations de
CFTR le plus fréquentes sont alors recherchées (Kit ELUCIGENE CF30v2). Les nourrissons
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sont ensuite convoqués par un des 47 centres de ressources et de compétences de la
mucoviscidose (CRCM) francais afin de réaliser le diagnostic par le test de la sueur (Figure 23).

Diagnostic : test de la sueur

La confirmation du diagnostic se fait par un test de la sueur. Les patients atteints de
mucoviscidose ont une sueur salée et trés riche en ions CI". L’altération de la protéine CFTR
entraine une absence ou une diminution de I’absorption des ions CI™ par les cellules des glandes
sudoripares. Le test de la sueur consiste en un dosage de la concentration en ions CI™ de la sueur
des patients. Deux tests sont réalisés pour confirmer un diagnostic positif. Une concentration
supérieure a 60 mmol/L est en faveur d’un diagnostic de mucoviscidose ; et inférieure a 30
mmol/L infirme le diagnostic. Une concentration intermédiaire comprise entre 30 et 60 mmol/L
est douteuse et necessite, si aucune ou une seule mutation du gene CFTR a été détectée, une

recherche étendue des mutations de CFTR et un autre test de la sueur (Figure 23).
Autre test

Il existe un autre test de diagnostic pour les formes atypiques de mucoviscidose pour les patients
ayant des tests de la sueur intermediaires (Figure 23). Il consiste a mesurer la différence de
potentiel transépithélial (DDP) entre la peau et la muqueuse nasale (Knowles et al., 1995). La
valeur de la DDP est significativement augmentée chez les patients atteints de mucoviscidose.
Cet examen est simple et peu invasif, mais les résultats peuvent étre difficilement interprétables,
en particulier en cas d’inflammation de la muqueuse nasale et/ou de la présence de polypes

nasaux (Knowles et al. 1995).

b. Les CRCM

i. Les CRCM

Gréace au dépistage néonatal systematique, la prise en charge des patients CF est trés précoce.
Les nourrissons sont adressés dés leur premier mois de vie vers un centre de ressources et de
compétences de la mucoviscidose (CRCM). Un maillage national est possible grace aux 47
CRCM présents sur tout le territoire métropolitain (45 centres) et a 1’ile de la Réunion (2
centres). A ce jour, il existe 17 centres pédiatriques, 14 centres adultes et 16 centres « mixtes »,

prenant en charge enfants et adultes. Ils ont été institués par circulaire ministérielle en 2001.

La mucoviscidose étant une maladie a large spectre phénotypique, les CRCM sont des réseaux
de professionnels ayant pour objectif 1’organisation structurée des soins. De nombreux corps

professionnels dans différentes disciplines sont regroupés. L’équipe pluridisciplinaire est
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composée au minimum des trois compétences suivantes : médicale, infirmiére et
kinésithérapeute. D’autres professionnels jouent également un réle trés important dans la prise
en charge (diététicien(ne), psychologue, assistante sociale), leur temps de présence dans le
centre étant adapté au nombre et aux besoins des patients. De plus, le centre collabore avec
diverses spécialités médicales, notamment la diabétologie, la gastro-entérologie-nutrition,
I’ORL, I’hépatologie et la radiographie, qui sont impliquées dans le suivi clinique des patients.
Enfin, un généticien clinicien doit pouvoir assurer le conseil génétique des familles des patients.
Les CRCM sont situés en milieu hospitalier afin de bénéficier d’un plateau technique

permettant la réalisation des examens fonctionnels, radiographiques et biologiques.

Au-dela de I’hdpital, il est a souligner I’importance du réseau de liaison de ville dans la prise
en charge quotidienne des patients, avec la collaboration des professionnels libéraux (médecin

traitant, kinésithérapeute, pharmacien, infirmiére libérale, ...).
ii. ~ CRCM Mucoviscidose et filiere Muco-CFTR

En 2017, I’ensemble des centres de soins de mucoviscidose ont été relabellisés afin de mieux
structurer la prise en charge des patients. Cette nouvelle labellisation a abouti a la création d’un
centre unique de référence maladie rare (CRMR) Mucoviscidose, comprenant un centre
coordonnateur, 4 centres constitutifs et les 42 autres CRCM. Au-dela de leur fonction de
CRCM, les centres coordonnateur et constitutifs apportent une complémentarité d’expertise, de

recours, de recherche, d’enseignement et de formation.

La filiere Muco-CFTR est un réseau de soins et de recherche dédié a la mucoviscidose, dont les
CRCM sont des acteurs. Ce réseau francais institutionnalise le partenariat entre association
Vaincre La Mucoviscidose (pour la représentation des parents et des patients) et la Société
Francaise de la Mucoviscidose pour représentation des professionnels (Figure 24). De
nombreux autres acteurs et partenaires sont impliqués dans la filiere Muco-CFTR, notamment

les laboratoires de recherche et de génétique (Figure 24).

Le CRMR Mucoviscidose et la filiere Muco-CFTR ont quatre grands axes de missions :

e Améliorer la prise en charge des patients CF en impulsant et coordonnant les actions,

o Développer I'enseignement, la formation et I'information,

e Favoriser et valoriser la continuité entre les différents types de recherche (fondamentale,
translationnelle et clinique),

e Favoriser les interactions avec les autres pays européens et internationaux.
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Figure 24 | Filiere Muco-CFTR : acteurs et partenaires.

c. Le PNDS

i.  Référentiels européens et internationaux

A partir des années 1990, plusieurs référentiels nationaux et internationaux ont émergés afin
d’établir des consensus pour la prise en charge des patients. Ils étaient fréquemment orientés
vers des phénotypes spécifiques, tels que les complications de 1’atteinte respiratoire (Schidlow
et al. 1993), I’atteinte digestive (Société francaise de pédiatrie 2003) ou la prise en charge

thérapeutique de I’infection par P. aeruginosa (Doring et al. 2000).

En 2005, la société européenne de la mucoviscidose (ECFS pour european cystic fibrosis
society) a proposé un premier consensus europeen. Ce référentiel abordait de nombreux axes
de la prise en charge tels que, les infrastructures de soins (définition des centres soins dédiés a
la mucoviscidose et les professionnels de santé qui le composent), les modalités de prise en
charge (premiére visite apres le diagnostic, fréquence des visites et des examens) ou la prise en
charge des complications (nutritionnelle, osseuse, génitale, etc...). Ce référentiel évoquait
également I’¢ducation thérapeutique et la standardisation des bases de données (E. Kerem et al.
2005).

Dix ans plus tard, une conférence européenne a été organisée afin de le compléter et d’actualiser
ce consensus. Trois groupes de travail ont ensuite élaborés des guides, publiés sous la forme de
3 articles publiés dans une édition spéciale du Journal of Cystic Fibrosis (Castellani et al. 2014).

Les 3 thématiques abordées étaient :
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e Les bonnes pratiques cliniques (A. R. Smyth et al. 2014),
e Lastructure et I’organisation des centres de soins dédiés a la mucoviscidose (Conway et al.
2014) et,

e Lagestion de la qualité des soins (Stern et al. 2014).

L’ECFS et les groupes de reflexion et de travail ne cessent de contribuer a I’amélioration des
soins et de la prise en charge des patients (J. S. Elborn, S. C. Bell, et al. 2016). Une révision du
référentiel de 2014 a été réalisée en 2018, en raison de 1’évolution rapide des connaissances sur
la mucoviscidose et du développement de nouvelles thérapeutiques visant la protéine CFTR
(Castellani et al. 2018).

Il est & souligner que de nombreux acteurs de la filiére Muco-CFTR interagissent avec I’ECFS,
notamment dans 1’élaboration de ces référentiels ; mais également au travers leur participation
au registre européen de la mucoviscidose, le réseau de recherche clinique européen « ECFS-
Clinical Trial Network » et au réseau de référence européen des maladies respiratoires « ERN-
LUNG ».

ii.  Référentiel francais : le PNDS

L’¢laboration des référentiels européens a fortement contribué¢ a la mise en place d’un
consensus national frangais. Ainsi, le protocole national de diagnostic et de soins (PNDS) est
un référentiel ayant pour but d’optimiser et d’harmoniser la prise en charge des patients et

standardise leur parcours de soin (HAS 2017).

Dans le cas d'une mucoviscidose dépistée a la naissance, le suivi est réalisé au CRCM tous les
MOis jusqu’a 6 mois, puis tous les 2 mois jusqu’a 1 an et enfin tous les 3 mois aprés 1 an.
Ensuite, le suivi du patient doit comporter a minima une consultation trimestrielle et un bilan

annuel complet en hopital de jour ou hospitalisation de courte dureée.

A chaque visite trimestriclle, sont évalués I’état général, nutritionnel (mesures
anthropométriques) et respiratoire (avec une spirométrie forcée mesurant le VEMS a partir de
I’age de 5 ans). Une évaluation microbiologique est systématiquement réalisée avec un examen

cytobactériologique des crachats (ECBC) pour rechercher des pathogenes respiratoires.

Lors des bilans annuels s’ajoutent des consultations ORL, des examens d’imagerie
(radiographie de thorax et/ou scanner thoracique, échographie doppler hépatique et digestive)
et un bilan sanguin. Un diabéte est recherché a partir de 1’age de 10 ans (ou plus tot en cas de

signes d’appel ou de gravité), le test diagnostic de référence étant 1’hyperglycémie provoqueée
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par voie orale (HGPO). Une ostéodensitométrie est recommandée a partir de 8 ans & une

fréquence dépendant des résultats obtenus.

L’espérance de vie a la naissance des patients atteints de mucoviscidose a considérablement
augmenté, passant de six mois a la fin des années 1930 a prés de 50 ans aujourd’hui (48,4 ans
en 2019, Cystic Fibrosis Foundation 2020) (Figure 25). De multiples facteurs sont impliqués,
tels que la mise en place des CRCM et du diagnostic précoce, I'amélioration des soins au cours

des 80 derniéres années et le développement des strateégies thérapeutiques.
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Figure 25 | Evolution de 1’age médian de survie des patients atteints de mucoviscidose depuis 1938.
D’apres Davis 2006.

2. Stratégies thérapeutiques

Jusqu’a récemment, la prise en charge thérapeutique des patients était essentiellement
symptomatique, mais les efforts de la recherche et du développement dans la mucoviscidose ont

permis I’essor de nouvelles stratégies thérapeutiques dites curatives.

La mucoviscidose fait partie de la liste des affections longues duree, les patients bénéficient
donc d’une prise en charge a 100 % par 1’ Assurance maladie et le colt de la prise en charge des
patients n’a cessé d’augmenter ces deux derniéres décennies. Entre 2000 et 2003, le colt annuel
aurait augmenté d’environ 38 % suite a la mise en place des référentiels et au changement des
pratiques qui en découle ; notamment en raison de I’augmentation de la fréquence des visites
des patients au sein des CRCM et de I'utilisation de nouvelles thérapeutiques symptomatiques

de I’atteinte respiratoire (Huot et al. 2008).
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En 2007, I'Assurance Maladie a estimé le colt annuel moyen des montants remboursés a 21
500 euros par patient (L’assurance maladie et al. 2007). Le premier poste de dépense était le
médicament (37 %), devant I'hospitalisation (34 %), les dispositifs médicaux (11 %) et la
Kinésithérapie (10 %).

Pour I’année 2017, il a été estimé un colt annuel de la prise en charge a plus de 44 500 euros
par patient, soit une augmentation d’environ 215 % comparativement a 2006 (Durieu et al.
2021). Cette forte augmentation des colts serait due essenticllement a 1’émergence des
nouvelles thérapeutiques dites curatives, notamment 1’acces au traitement modulateur de CFTR

lumacaftor-ivacaftor (Durieu et al. 2021).
a. Prise en charge nutritionnelle et digestive

Du fait de la malabsorption et des carences alimentaires, une alimentation hypercalorique est
préconisée. L’alimentation est la plupart du temps supplémentée en vitamines liposolubles (A,

D, E, K). En cas de dénutrition sévére, une assistance nutritionnelle peut étre nécessaire.

Pour I’atteinte pancréatique endocrine, la thérapeutique repose initialement sur le controle de
I’alimentation (glucides de faible index glycémique) pour pallier a I’intolérance au glucose.

Puis, la CFRD étant insulino-insuffisante, le traitement du diabéte est I’insulinothérapie.

La fonction hépatique peut étre améliorée par I’administration d’acide ursodésoxycholique,
bien que son effet reste controversé (Boelle, Debray, Guillot, Clement, et al. 2019; K. Cheng et
al. 2017). En cas d’atteinte sévere, une transplantation hépatique peut étre indiquée. En 2019,
3 % (n = 28) des 7280 patients recensés ont bénéficié d’une greffe de foie (Vaincre la
Mucoviscidose 2021).

b. Prise en charge de I’atteinte pulmonaire

Malgré I’amélioration de 1’espérance de vie, I’insuffisance respiratoire reste la premicre cause
de déces chez les patients CF en Europe (Zolin et al. 2020). Ralentir la progression de ’atteinte
pulmonaire reste donc 1’axe majeur de la prise en charge de la mucoviscidose. Les nombreuses
thérapeutiques visent les différentes composantes de 1’atteinte pulmonaire et se classent en trois
groupes : traitements de la clairance mucociliaire, les antibiotiques et les anti-inflammatoires
(Figure 26).
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Figure 26 | Prise en charge thérapeutique de I’atteinte pulmonaire chez les patients mucoviscidosiques.

i.  Amélioration de la clairance mucociliaire

L’amélioration de la clairance mucociliaire peut se faire de fagon mécanique ou
pharmaceutique. Le traitement mécanique consiste en des séances de kinésithérapie a visée
respiratoire, pluri-hebdomadaire, ayant pour but d’évacuer le mucus. La Kinésithérapie aide

également a prévenir les troubles musculo-squelettiques.

Les traitements pharmacologiques contribuant a amélioration de la clairance mucociliaire sont
administrés par voie inhalée et sont de deux types : la DNase recombinante humaine (dornase
alpha ou Pulmozyme®) et le sérum salé hypertonique (solution de chlorure de sodium & 7% ou
Nebusal®). La dornase alpha est un mucolytique, dégradant I’ADN (acide désoxyribonucléique)
libéré au niveau des voies aériennes par les cellules apoptotiques comme les neutrophiles. Le
sérum salé hypertonique permet d’augmenter 1’hydratation des voies aériennes et donc la

clairance mucociliaire (Figure 26). En phase de développement clinique, trois molécules sont
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en cours d’essais, deux visant la fonction canal sodium et I’autre la fonction canal chlorure afin

d’améliorer la clairance mucociliaire (https://www.cff.ora/Trials/Pipeline).

ii.  Traitement des infections
Infections bactériennes

L’infection bronchique bactérienne survient précocement dans la vie des patients, en général
des les premieres semaines de vie. Elle est initialement aigle, avec la possibilité d’éradiquer les
bactéries, puis devient fréguemment chronique, avec la persistance de bactéries malgré des
traitements antibiotiques répétés. Les bactéries potentiellement pathogénes sont multiples et
sont spontanément ou deviennent résistantes a de multiples antibiotiques. Le dépistage de ces
germes est une nécessité reconnue dans la prise en charge des patients. Des examens
cytobactériologiques des crachats (ECBC) sont donc réalisés de maniere systématique en cas
d’infection. La sensibilité aux antibiotiques des germes isolés est testée par la réalisation d’un
antibiogramme (TSA pour test de sensibilité aux antibiotiques). Les référentiels recommandent
’utilisation du TSA pour sélectionner une antibiothérapie adéquate et limiter 1’apparition de
résistances. Cependant, ’utilisation du TSA dans le contexte de la mucoviscidose reste
controversée (Cogen et al. 2019; VanDevanter et al. 2021; Zemanick et al. 2020). En effet,
I’efficacité clinique des traitements antibiotiques chez les patients CF ne serait que faiblement
prédite par le TSA (Somayaji et al. 2019). Les antibiotiques peuvent étre administrés par voie

orale, inhalée ou intra-veineuse (1V) (Figure 26).
iii. ~ Traitement de l'inflammation

L’inflammation des voies aériennes est également précoce et est accentuée par les infections a
répétition avec une infiltration massive des polynucléaires neutrophiles. Les traitements anti-
inflammatoires comme la corticothérapie par voie inhalée ou voie générale permettent de
diminuer le recrutement de ces polynucléaires neutrophiles et la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires (Figure 26).

Certains antibiotiques possédent aussi des propriétés anti-inflammatoires tels que les
macrolides, et en particulier 1’azithromycine. Ce traitement permet une amélioration de la
fonction respiratoire et une diminution des exacerbations pulmonaires (Southern 2012). Les
propriétés anti-inflammatoires de I’azithromycine semblent étre associées a une modulation des
efflux chlorures de la protéine CFTR (Saint-Criq et al. 2011; Saint-Criq et al. 2012).
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iv.  Traitement des pathologies respiratoires associées
Hémoptysie

La prise en charge est réalisée au cas par cas en fonction de la sévérité de I’hémoptysie. Elle
peut comprendre une hospitalisation pour surveillance, la mise en place d’une antibiothérapie,

une artériographie bronchique avec une éventuelle embolisation artérielle bronchique.
Pneumothorax

Le pneumothorax nécessite le plus souvent une hospitalisation pour surveillance, mise en place
d’un traitement antibiotique et maintien d’un drainage bronchique « expert » selon
I’importance du décollement pleural. Selon le terrain, I’importance, la tolérance et I’évolution,
peut se justifier un drainage simple, voire une symphyse médicale ou chirurgicale vidéo-assistee

ou par thoracotomie.
ABPA

Le traitement de référence de ’ABPA est la corticothérapie par voie orale avec une durée
moyenne d’au moins deux mois. Cependant, il existe des formes corticodépendantes. Des
traitements antifungiques sont souvent prescrits, notamment les dérivés azolés tels que
I’itraconazole qui est plus utilisé en France. L’omalizumab (anti IgE) a été rapporté de fagon
observationnelle comme traitement efficace dans des formes non controlées par les corticoides
ou des formes cliniques d’asthme, avec une épargne corticoide (Nove-Josserand et al. 2017,
Perisson et al. 2017). Les bronchodilatateurs et la corticothérapie inhalée sont parfois

nécessaires, en particulier lors des ABPA avec asthme.
v.  Traitement de l'insuffisance respiratoire

Une oxygenothérapie a bas débit peut étre prescrite. La supplémentation en oxygene a 1’effort
prévient la désaturation, apporte un confort respiratoire mais n'améliore pas la performance

physique.

La transplantation pulmonaire représente encore la seule issue a I’insuffisance respiratoire
grave engageant le pronostic vital. En 2019, 80 patients en ont bénéficié en France (Vaincre la
Mucoviscidose 2021). Elle permet d’améliorer la survie et la qualité de vie des patients atteints

de mucoviscidose mais ne permet pas de les guérir.
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c. Prise en charge des autres atteintes

Dans le cas d’une atteinte osseuse, les patients sont supplémentés en vitamine D et en
biphosphonates et sont encouragés a pratiquer une activité physique (Spielberg et Clancy 2016).
Cette prise en charge peut étre complémentée par une kinésithérapie, des anti-inflammatoires

non stéroidiens et / ou des antalgiques afin de réduire la douleur.

Sur le plan ORL, la prise en charge de la sinusite chronique et de la polypose nasale consiste
en des lavages (au sérum iso ou hypertonique), des sprays corticoides et/ou antibiotiques, et

peut nécessiter une intervention chirurgicale.

Pour pallier a I’atteinte génitale et a 1’infertilité, les patientes peuvent se voir proposer une
stimulation ovarienne et I’ensemble des patients une aide a la procréation médicalement

assistée. Il est a noter que la mucoviscidose est une indication au diagnostic pré-implantatoire.
d. Nouvelles strategies thérapeutiques

L’essor du développement et de la recherche a permis I’émergence de nouvelles thérapies dites

curatives dont les deux axes d’innovation sont la thérapie génique et la thérapie protéique.
i.  Thérapie génique

La thérapie génique consiste a remplacer le gene CFTR muté par un géne CFTR sain dans les
cellules (Figure 26). Deux types de vecteurs peuvent étre utilisés : les vecteurs non viraux (le
plus souvent des liposomes) et les vecteurs viraux ou le géne est intégré dans le systeme de
réplication d’un virus incompétent. Cependant, les vecteurs viraux peuvent induire une réponse
inflammatoire, tandis que les vecteurs non viraux, moins immunogeénes, seraient moins
efficaces pour le transfert du géne sain (Lee et al. 2016). En 2012-2013, un essai clinique de
phase I1B a consisté en I’administration par nébulisations de plasmides contenant de I’ADNc
CFTR couplé a un liposome, tous les 28 jours pendant un an. L’étude conclu a une amélioration
modeste de la fonction respiratoire des patients CF (Alton et al. 2015). De nouveaux agents de
transfection sont visés dans les études actuelles afin de parvenir a des effets cliniques plus

bénéfiques.

Les thérapies qui visent non pas I’ADN mais les ARNm consistent a insérer des copies correctes
d’ARNm dans les cellules. Ceci est réalisable grace a des oligonucléotides, de courtes
séquences d’ARN simple ou double brin, généralement longues de 15-40 bases. Ces sequences

sont modifiées pour étre plus stables et pour augmenter 1’absorption dans la cellule. Ce type de
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thérapie ne nécessite pas de vecteurs ou d’enveloppe pour leur utilisation et n’altére pas les

cellules.

La molécule MRT5005, développée par Translate Bio, est la premiére thérapie a ARN
administrée aux patients CF par nébulisations répétées. Dans son communiqué de mars 2021,
Translate bio a annoncé les résultats des deux premiéres études, 1’une de premicre
administration aux patients CF et I’autre de recherche de dose. Il n’a pas été observé une

amélioration du VEMSpp chez les 30 patients inclus (https://investors.translate.bio/news-

releases/news-release-details/translate-bio-announces-results-second-interim-data-analysis).

Cette thérapie est toujours en cours d’essai de phase 1, actuellement chez 40 patients CF
porteurs de deux mutations de classes | et/ou I, les résultats sont attendus pour décembre 2021
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03375047).

ii. ~ Thérapie protéique ou modulateurs de CFTR

Les thérapies qui visent a corriger la protéine s’appellent les modulateurs de CFTR. Les
avanceées thérapeutiques dans ce domaine sont majeures avec déja quatre thérapies qui ont
obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) en France a ce jour. Ces thérapies sont

de deux classes : potentiateur et correcteur.
Traitement potentiateur

Le traitement potentiateur vise a activer les canaux CFTR déficients déja positionnés a la
surface des cellules (mutations dites « gating », classe Ill). Il augmente la probabilité
d’ouverture du canal CFTR a la membrane. L’ivacaftor (Kalydeco® ou VX-770) est le premier
potentiateur a avoir eu une autorisation de mise sur marché en juillet 2012. Initialement indiqué
pour les patients porteurs d’au moins une mutation G551D, ’autorisation a été étendue a
d’autres mutations gating. Il a été montré que I’ivacaftor améliore significativement 1’état de
santé des patients avec une amélioration de la fonction respiratoire, se manifestant par une
augmentation moyenne du VEMSpp entre 10,4 et 13,5 points a 24 semaines de traitement (Jane
C. Davies et al. 2013; De Boeck et al. 2014; B. W. Ramsey et al. 2011). Par ailleurs, ce
traitement permet une diminution des exacerbations pulmonaires, une amélioration de 1’état
nutritionnel et de la qualité de vie des patients, ainsi qu’une forte diminution du taux de
chlorures sudoraux. Peu d’effets indésirables graves ont été rapportés, les événements les plus
fréquents étant des céphalées, des douleurs abdominales, des infections respiratoires et des
troubles du transit. Des études a plus long terme ont pu montrer des effets bénéfiques

multisystémiques avec des effets au niveau de la fonction pancréatique exocrine (augmentation
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de I’élastase fécale) (Howlett et al. 2016; Nichols et al. 2020; Rosenfeld et al. 2019) et
endocrine (augmentation de la sécrétion d’insuline) (Bellin et al. 2013; Kelly et al. 2019), de
I’intestin (normalisation du pH intestinal) (Ooi et al. 2018; Rowe et al. 2014; Safe et al. 2016)

et de la fertilité des femmes CF (fluidification de la glaire cervicale) (Heltshe et al. 2017).

Suite a ces résultats bénéfiques, I’ivacaftor a été testé chez des patients homozygotes F508del,
sans efficacité, suggérant que I’utilisation d’un potentiateur n’est pas suffisante pour ces
patients (Flume et al. 2012).

L’ivacaftor a été la premiere innovation thérapeutique majeure dans le traitement de la
mucoviscidose, avec un service médical rendu classé important (SMR) et une amélioration du
SMR classée 11 (ASMR important, de niveau IlI). Il est a ce jour indiqué pour les adultes et
enfants de plus de 4 mois. Néanmoins, cette thérapie ciblée ne concerne qu’environ 3000

patients dans le monde avec un codt estimé a 250 000 euros par patient par an.
Traitement correcteur

Le traitement correcteur augmente la quantité de canaux CFTR membranaires, en empéchant
la dégradation de la protéine mutée et permettant ainsi son réadressage a la membrane
plasmique. Dans la classe des potentiateurs, trois molécules sont actuellement disponibles :
lumacaftor (ou VX-809), tezacaftor (ou VX-661) et elexacaftor (ou VX-445).

Le lumacaftor a été combiné a I’ivacftor (Orkambi®) et bénéficie d’une AMM depuis début
2016 en France. Il est indiqué pour les adultes et enfants de plus de 2 ans porteurs de deux
mutations F508del de CFTR.

Le tezacaftor a ét¢ combiné a I’ivacaftor (Symkevi®) et bénéficie d’'une AMM européenne
depuis novembre 2018. En France, ce traitement a obtenu une AMM en mai 2020 et est
accessible aux remboursements depuis juillet 2021. 1l est destiné aux patients agés d’au moins
6 ans, homozygotes pour la mutation F508del ou porteurs d’une mutation F508del et d’une des
14 mutations a fonction résiduelle retenues pour ce traitement. Pour les patients homozygotes
F508del, ’ASMR a été considérée comme étant mineure (niveau IV, équivalente a celle
d’Orkambi®) et pour les patients hétérozygotes pour F508del et porteurs d’une mutation a
fonction résiduelle, la HAS a attribué une ASMR de niveau I11 (modérée, plus élevée que celle
d’Orkambi® et égale a celle obtenue par Kalydeco®). Il a été observé un gain de VEMSpp entre
6,3 et 11,4 points a 24 semaines de traitement et selon le type de mutations de CFTR (Rowe et
al. 2017; Taylor-Cousar et al. 2017).
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Plus récemment, la trithérapie nommée Kafrio® combinant les molécules tezacaftor, ivacaftor
et elexacaftor a été approuvé par 1’agence américaine des médicaments puis par 1’agence
européenne en aout 2020. En France, il a obtenu une autorisation temporaire d’utilisation
(ATU) en décembre 2019, suivie de ’AMM en novembre 2020 et de [’acces aux
remboursements depuis juillet 2021. Ce médicament peut étre prescrit aux patients
hétérozygotes pour la mutation F508del et porteurs sur le second allele d’une autre mutation a
fonction minimale. Ce traitement est donc indiqué pour environ 90 % des patients
mucoviscidosiques. Il a obtenu une ASMR de niveau 2 (importante) par la HAS. Les essais
cliniques publiés montrent des bénéfices cliniques impressionnants avec une amélioration en
moyenne de 14,3 points du VEMSpp a 24 semaines de traitement (Middleton et al. 2019). En
France, une étude chez 245 patients avec un VEMSpp inférieur a 40 % et ayant bénéficié d’une
ATU, a montré un gain de VEMSpp de 15,1 points et une prise de poids moyenne de 4,2 kg

entre 1 et 3 mois post-traitement (Burgel, Durieu, Chiron, Ramel, et al. 2021).

La recherche et le développement de nouvelles thérapies curatives restent trés actifs, avec a ce

jour 8 essais pré-cliniques et 7 essais cliniques en cours (https://www.cff.org/Trials/Pipeline).

3. Traitement lumacaftor/ ivacaftor

a. Efficacité

La premiere étude clinique de la bithérapie protéique lumacaftor-ivacaftor (LUMA-IVA), un
essai de phase 2 a montré une augmentation moyenne du VEMSpp de 2,1 points et de I'indice
de masse corporelle (IMC) de 0,37 kg/m2 a 24 semaines post-traitement (Wainwright et al.
2015). Ces améliorations de la fonction pulmonaire et du statut nutritionnel ont contribué a son
approbation par la Food and Drug Administration en février. En France, les patients de plus de
12 ans ont pu bénéficier du traitement grace a une ATU et avant méme 1’autorisation par
I'Agence européenne des médicaments en novembre 2015. L’AMM européenne a été étendue
en janvier 2018 aux patients agés de 6 a 11 ans, puis en janvier 2019 aux patients de 2 ans a 5

ans.

Les bénéfices cliniques du traitement combiné LUMA-IVA ont rapidement été remis en
guestion, notamment au regard de son co(t (J. S. Elborn, B. Ramsey, et al. 2016; A. M. Jones
et Barry 2015). Les études en vie réelle menées sur les 2 premieres années de traitement ont
démontré une réponse hétérogéne de la fonction pulmonaire et de I'état nutritionnel (de -0,4 a
+3,67 points pour le gain de VEMSpp et de +0,73 a +0,96 pour le gain d'IMC), cependant

certains des résultats n’étaient pas statistiquement significatifs (Aalbers et al. 2020; Burgel,
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Durieu, Chiron, Mely, et al. 2021; Burgel et al. 2020; J. Stuart Elborn et al. 2016; Jennings et
al. 2017; Konstan et al. 2017; Taylor-Cousar et al. 2018).

b. Tolérance

Les études en vie réelle études ont mis en évidence une tolérance limitée au traitement, avec
des taux d’interruption entre 17,2 % et 28,9 % (Burgel, Durieu, Chiron, Mely, et al. 2021,
Burgel et al. 2020; Jennings et al. 2017) (5, 7, 9). Les principaux motifs d’interruption sont de
cause respiratoire (48 %) tels que I’oppression thoracique, une dyspnée ou un bronchospasme,
suivis par la cause gastro-intestinale (11,7 %) (Burgel et al. 2020). Les facteurs prédisposants
a l'arrét du traitement étaient la fonction pulmonaire de base, I'dge a I’initiation et le sexe
féminin (Aalbers et al. 2020; Burgel, Durieu, Chiron, Mely, et al. 2021; Burgel et al. 2020; J.
Stuart Elborn et al. 2016; Jennings et al. 2017; Taylor-Cousar et al. 2018).

c. Codt

En raison de son efficacité modeste et son profil de tolérance, la HAS a attribué au traitement
LUMA-IVA un SMR important mais un ASMR de niveau 4 (mineur). En novembre 2019, apres
quatre années de négociations, le comité économique des produits de santé a donné un avis
favorable au prix proposé par le laboratoire ayant développé le traitement LUMA-IVA. Ainsi
un accord a pu étre trouvé et le prix du traitement a éte fixé a environ 10 500 euros par mois et

par patient.
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V. Infection a Pseudomonas aeruginosa

L’infection respiratoire par P. aeruginosa est un facteur de mauvais pronostic chez les patients
atteints de mucoviscidose. L'infection chronique par cette bactérie est associée a un VEMS plus
faible dans I'enfance (E. Kerem, Corey, Gold, et al. 1990), a un déclin plus rapide de la fonction
respiratoire en dépit d'un traitement optimal (Kosorok et al. 2001; Pamukcu et al. 1995), a un
taux de mortalité plus élevé et une diminution de la survie des patients (Emerson et al. 2002;
Henry et al. 1992).

1. Généralités

P. aeruginosa (ou bacille pyocyanique) est une bactérie saprophyte a gram-négatif. Dans
I’environnement, cette bactérie ubiquitaire est présente dans les sols, dans les milieu humides
(eau, robinets, bouchons) ou a la surface des végétaux. P. aeruginosa est trés motile grace a son
flagelle monotriche. La variabilité génétique de P. aeruginosa est élevee (au moins 10 % de
son génome) ce qui lui confére une capacité évolutive constante et une variabilité genétique
adaptative a chaque environnement, notamment en présence de [’hdte ou d’agents

antimicrobiens (Stover et al. 2000).

P. aeruginosa est une bactérie connue pour son pouvoir opportuniste pour I’homme, elle
devient pathogéne lorsque les défenses immunitaires de 1’hote sont affaiblies. P. aeruginosa est
responsable d’infections communautaires ou nosocomiales, impliquée notamment dans des
pneumopathies acquises sous ventilation ou surinfections de plaies. Sa pathogénicité clinique
se manifeste également par des infections respiratoires chroniques chez les patients

immunodéprimés (VIH, chimiothérapie anti-cancéreuse).

P. aeruginosa posséde un grand nombre de facteurs de virulence impliqués dans sa
pathogénicité. Les facteurs de virulence regroupent aussi bien des toxines qui ont pour réle
d’endommager 1’héte, que des molécules reconnues par le systéme immunitaire appelées
PAMPs (pathogen associated molecular patterns). P. aeruginosa, se développe sous forme
biofilms, c’est-a-dire que ses cellules sont recouvertes d'une matrice qui forme une barriere

physique contre I'entrée d'agents antimicrobiens.
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2. Physiopathologie
a. Stades de I’infection

Les patients atteints de mucoviscidose sont infectés par P. aeruginosa dés leur plus jeune age
par une souche environnementale qui va s’adapter a I’environnement pulmonaire des patients

afin de persister (Folkesson et al. 2012). Il y a trois stades de I’infection a P. aeruginosa :

e Un stade intermittent au cours duquel différentes souches de P. aeruginosa colonisent les
voies aériennes de fagon récurrente.

e Un stade de transition ou P. aeruginosa présente encore un phénotype environnemental
mais persiste dans les voies aériennes.

e Un stade chronique qui se manifeste par une augmentation croissante de bactéries dans les

expectorations et corrélée a un niveau d’inflammation plus élevé.

Il peut exister des variants génotypiques et phénotypiques de P. aeruginosa dans les poumons
de patients CF qui contribuent aux différents aspects de la progression de la maladie et des

exacerbations pulmonaires (Bhagirath et al. 2016).
b. Chronicisation de I’infection

L’infection chronique a P. aeruginosa est associée a des modifications phénotypiques et
génotypiques et de la bactérie notamment une augmentation de la résistance aux antibiotiques,
une diminution de son métabolisme, un taux de croissance plus lent ou un manque de mobilité
(Bhagirath et al. 2016).

Les infections respiratoires persistantes chez les patients CF sont en partie dues au
développement de biofilms par la bactérie (Costerton 2001; P. K. Singh et al. 2000). En effet,
apres avoir colonisé les voies aériennes, la bactérie devient omniprésente par un processus de
fixation de ces biofilms. Une fois fixés, ces biofilms conferent aux bactéries une résistance vis-
a-vis des mécanismes de défense immunitaire et permet un relargage régulier des bactéries dans
I’organisme (Bjarnsholt et al. 2009; Hoiby et al. 2010). De plus, ces biofilms sont impliqués
dans la transition de P. aeruginosa non mucoide vers une forme mucoide, résistante a la
phagocytose et aux traitements (Baltimore et Mitchell 1980; Marty et al. 1998). Enfin, le
dysfonctionnement de CFTR observée dans la mucoviscidose favorise la formation de ces
biofilms, en partie en augmentant la biodisponibilité du fer dans le liquide de surface des voies

aériennes respiratoires (Moreau-Marquis et al. 2008).
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L’infection chronique a P. aeruginosa est un facteur d’augmentation des dommages du tissu
des voies aériennes et est associée a une diminution de la fonction respiratoire (Wagner et
Iglewski 2008). Il apparait donc que I’infection chronique par P. aeruginosa constitue un point
de non-retour dans I’atteinte pulmonaire des patients CF ; une fois établie il est quasiment

impossible de 1I’éradiquer.
3. Définitions cliniques de I’infection

En France, la définition de I’infection a P. aeruginosa est issue des recommandations nationales

de la prise en charge de la mucoviscidose et de la pratique actuelles en France (HAS 2002,

2017). Le PNDS pour la mucoviscidose a défini trois stades d’infection, dont les conséquences

thérapeutiques sont différentes :

e La primo-infection ou primo-colonisation : correspond au premier prélevement
d’expectoration positif au pathogene P. aeruginosa au décours d’un ECBC.

e Les infections intermittentes : correspondent a des éradications transitoires, dont la durée
est variable mais supérieure a 6 mois consécutifs.

e [’infection ou colonisation chronique : correspond a I’impossibilité d’éradication et se
définit sur la présence du germe pendant au moins 6 mois, identifiée par trois prélevements

positifs @ au moins 1 mois d’intervalle.

L’European Cystic Fibrosis Society a proposé un minimum de 6 prélévements de crachats sur
un an pour évaluer le stade en fonction du pourcentage de colonisation selon les critéres de
Leeds (Lee et al. 2003). Ces critéres définissent la colonisation chronigue comme au moins 50
% des ECBC positifs dans 1’année avec au minimum 4 échantillons prélevés et/ou augmentation
significative des anticorps specifiques. Cette définition est utilisée dans les rapports des donnees
des registres américain, canadien et européen et peut rendre les comparaisons entre patients CF
de différentes origines moins exhaustives. En effet, la définition plus ancienne utilisée en

France a tendance a surestimer le nombre de patients colonisés chroniques (Pressler et al. 2011).
4. Traitements

Le contrdle de I’infection des voies aériennes par P. aeruginosa est un enjeu majeur de la prise

en charge de I’atteinte respiratoire. Des stratégies d’éradication sont mises en place afin de

combattre la bactérie et de retarder la chronicisation de I’infection. La primo-infection doit étre

systématiquement traitée. Une nouvelle infection aprés au moins un an d’éradication est prise

en charge comme une nouvelle primo-infection. Il s’agit la plupart du temps de germes

sensibles a ce stade. Le traitement repose sur : 1) une bi-antibiothérapie IV associant lactamines
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et aminosides, dont la durée admise est 14 jours, 2) une mono-antibiothérapie par voie inhalée,
deux fois par jour, pendant 28 jours (HAS 2017). La tobramycine inhalée est particulierement
efficace dans cette situation avec taux d’éradication d’environ 90 %. Un ECBC de controle est
effectué a I’arrét du traitement. L’échec du traitement inhalé fait proposer de nouveau un
traitement par voie 1V. La stratégie thérapeutique des infections intermittentes varie selon les
symptomes, la charge bactérienne, le retentissement fonctionnel et lésionnel ainsi que

I’antibiogramme mais reste quasiment similaire a celle de la primo-infection.

Les infections chroniques relévent généralement d’un traitement antibiotique par bithérapie de
14 jours ou plus par voie IV. Le choix des molécules est le plus souvent fait selon 1’historique
d’amélioration clinique lors des antibiothérapies antérieures. Un traitement prolongé par voie
inhalée est recommandé chez ces patients pour contenir la charge bactérienne. Le schéma
thérapeutique classiquement préconisé est de 28 jours, un mois sur deux, avec la tobramycine,
la colistine ou I’aztréonam. La durée dépend de I’observance du patient et de I’efficacité de la
thérapie. L’azithromycine (macrolide) est également recommandé puisqu’il est associé a une
amélioration de la fonction respiratoire et une diminution des exacerbations pulmonaires, en

particulier chez les patients colonisés a P. aeruginosa (Southern 2012).

5. Epidémiologie
En 2019, le registre francais de la mucoviscidose estime que 37,5 % des patients recensés ont
eu un ECBC positif a P. aeruginosa et la colonisation chronique était présente chez 20 %,
notamment chez les plus de 20 ans (29,4 %) (Vaincre la Mucoviscidose 2021).Tous les patients
ne développent pas une infection a P. aeruginosa, I’age de la primo-infection varie

considérablement d’un patient a 1’autre et est estimé entre 1 et 8 ans selon les études (Heltshe
et al. 2018; Z. Li et al. 2005; Maselli et al. 2003; Rosenfeld et al. 2012).

L'infection respiratoire & P. aeruginosa est un facteur prédictif majeur de mortalité chez les
patients CF. Il y a plus de 30 ans, le risque de déces a 8 ans a été estimé comme 2,6 fois plus
élevé chez les enfants dont les ECBC étaient positifs a P. aeruginosa (Emerson et al. 2002).Une
incertitude demeure quant a I'épidémiologie de I’infection a P. aeruginosa chez les patients CF,
notamment au regard des facteurs de risque de I’hétérogénéité phénotypique. Le sexe féminin,
la mutation F508del ou la survenue d’un I'iléus méconial a la naissance sont des caractéristiques
retrouvées comme associées a 1’infection, neanmoins ces facteurs sont tous controversés (Green
et al. 2010; E. Kerem, Corey, Stein, et al. 1990; Kosorok et al. 1998; Maselli et al. 2003;
Rosenfeld et al. 2012; Wang et al. 2001).
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V. Variabilité interindividuelle de la mucoviscidose

Depuis la description de la maladie, de nombreuses observations documentent 1’extréme
hétérogénéité clinique de la maladie. L'identification du gene CFTR et de ses principales
mutations a conduit & de nombreuses études pour tenter d’établir des liens entre les
caractéristiques génotypiques et les manifestations cliniques (Accurso et Sontag 2003; Acton
et Wilmott 2001; Drumm 2001; Salvatore et al. 2002; Zielenski 2000). Des associations entre
le génotype CFTR et le phénotype des patients ont ainsi pu étre mises en évidence, en particulier
pour I’atteinte pancréatique, plus rarement pour 1’atteinte pulmonaire. En dehors de ces
exceptions, la plupart des études, y compris celles réalisées chez des jumeaux et dans des
fratries, s’accordent a conclure a la faible association, voire a 1’absence de relation, entre les
mutations de CFTR et les phénotypes de la maladie (Mekus et al. 2000; Rowntree et Harris
2003; Santis et al. 1990). La grande variabilité des profils cliniques des patients CF pourrait
aussi s’expliquer par des facteurs démographiques, cliniques ou exogenes (Figure 27). Il a été
montré que les facteurs environnementaux contribueraient a 50 % de la variabilité de la fonction

respiratoire chez les patients CF (Collaco et al. 2010).

Des patients aux mutations de CFTR similaires et partageant un méme environnement (tel que
dans les fratries) peuvent donc avoir des manifestations cliniques trés variables (Vanscoy et al.
2007), non expliquéees par les mutations de CFTR, et seulement en partie par des facteurs
environnementaux. Ceci suggére donc le rble de facteurs génétiques, capables d’influencer
I’expression phénotypique de la mucoviscidose, mais situés en dehors du locus de CFTR : ce

sont les génes dits modificateurs (Corvol et al. 2006; Drumm et al. 2005) (Figure 27).
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Figure 27 | Facteurs de la variabilité interindividuelle des phénotypes de la mucoviscidose

1. Corrélation phénotype-génotype liée au gene CFTR

a. Corrélation selon les types de mutations de CFTR

Il a été montré que les patients porteurs de mutations de CFTR dites « modérées » ou « a
fonction résiduelle » (classes IV a VI) ont rarement une atteinte pancréatique (Devoto et al.
1989; Ferrari et Cremonesi 1996; E. Kerem, Corey, Kerem, et al. 1990). La relation génotype
CFTR-atteinte pancréatique a été confirmée par des études familiales, des études de fratries et
des etudes de jumeaux monozygotes (MZ) ou dizygotes (DZ) (Corey et al. 1989; Santis et al.
1990). Les jumeaux DZ et MZ partageant respectivement 50 % et 100 % de leur patrimoine
génétique, I’étude des variabilités phénotypiques au sein d’une paire de jumeaux est d’une

importance majeure, notamment lorsque qu’ils partagent le méme environnement.

La relation entre iléus meconial et mutations de CFTR n'a pu étre établie. En effet, il est retrouvé
chez les patients insuffisants pancréatique, mais sans association avec une mutation de CFTR

particuliere (Rowntree et Harris 2003).

Concernant ’atteinte pulmonaire, de nombreuses études ont cherché a préciser si certaines
mutations de CFTR étaient associees a la precocité ou a une progression rapide de l'atteinte
respiratoire. L’homozygotie F508del a été suggérée comme associée a une atteinte respiratoire
sévere (Johansen et al. 1991), mais ces résultats sont trés controversés (Burke et al. 1992; P.
W. Campbell, 3rd et al. 1991; Santis et al. 1990). Quant aux études réalisées chez des jumeaux
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et des fratries, elles soulignent la contribution prépondérante de variants génétiques situés en
dehors du locus de CFTR (Collaco et al. 2010; Mekus et al. 2000).

b. Facteurs genétiques hetéroallélique de CFTR

Les facteurs génétiques hétéroalléliques pourraient influencer la variabilité phénotypique des
patients CF. Ce sont des variants du géne CFTR situés en des sites différents de la mutation
princeps pouvant rendre compte en partie des phénotypes différents chez des patients de méme
génotype. Par exemple, il a été mis en évidence chez un sujet homozygote pour la mutation
F508del ayant une forme moyennement sévére de la maladie, une deuxiéme mutation R553Q
dans une copie du CFTR (Dork et al. 1991). Les auteurs ont émis I'nypothése que cette mutation

permettrait a certains canaux chlorures d'avoir une fonction normale.
2. Facteurs sociodémographiques et environnementaux

Plusieurs études ont mis en évidence la contribution de facteurs démographiques et cliniques
dans la variabilité de ’atteinte respiratoire. Ainsi il a été montré que les femmes et les patients
avec un mauvais €tat nutritionnel seraient plus a risque d’une atteinte sévere (Corey et al. 1997,
Konstan et al. 2007) ; les patients avec une CFRD auraient un déclin plus rapide la fonction
respiratoire (Schaedel et al. 2002) ; la CFLD augmenterait la susceptibilité aux infections
(Toledano et al. 2019) ; et I’age de la colonisation chronique a P. aeruginosa reculerait dans les
cohortes les plus récentes cohortes (Crull et al. 2018). Néanmaoins, beaucoup de ces facteurs
ont été remis en question et restent controverses (Pittman, Noah, et al. 2017; van Horck et al.
2018) (Figure 27).

Concernant les facteurs environnementaux, 1’hétérogénéité des phénotypes pourrait étre
modulée par le tabagisme passif (Collaco et al. 2008; A. Smyth et al. 1994), la température
(Collaco et al. 2011), la pollution atmosphérique de 1’air extérieur (Goeminne et al. 2013; Goss
et al. 2004; Psoter et al. 2015; Psoter et al. 2017a) et de ’air intérieur (Carson et al. 2021), la
saisonnalité (Psoter et al. 2017b), le climat et la géographie (Psoter et al. 2016), le statut
socioéconomique et l'acces aux soins de santé (Curtis et al. 1997; O'Connor et al. 2003;
Schechter et Margolis 1998; Schechter et al. 2001). La contribution des facteurs
environnementaux est néanmoins variables selon les phénotypes, de I’ordre de 40 % pour la
variabilité de 1’obstruction des voies aériennes a 20 % pour le statut nutritionnel (Cutting 2015)
(Figure 27).
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3. Geénes modificateurs
a. Polymorphisme genétique

Les genes modificateurs sont des variants génétiques ou polymorphismes, c’est-a-dire, des
variations individuelles dans la séquence d’un geéne, non pathologiques en soit, mais pouvant

moduler la gravité de la maladie (Mekus et al. 2000; Rowntree et Harris 2003).

Le polymorphisme génétique est déterminé par la coexistence de plusieurs alléles pour un gene
ou un locus donné (Gouyon et Henry 1998). Un géne est dit polymorphe s’il existe au moins
deux alléles a une fréquence supérieure a 1 % dans la population. On distingue plusieurs types
de polymorphismes, parmi lesquels les marqueurs minisatellites et microsatellites, les délétions
ou insertions de courtes séquences nucléotidiques, et les polymorphismes de nucléotide unique

(SNP pour Single Nucleotide Polymorphism).

Les polymorphismes nucléotidiques correspondent a une substitution d’une base purique ou
pyrimidique par une autre base. Leur localisation dans la partie codante des genes leur confere
généralement une fonctionnalité biologique (polymorphisme fonctionnel) liée a une
modification de la transcription, de la stabilit¢ des ARNm ou de la conformation protéique s’il
aboutit a la substitution d’un acide aminé. Les polymorphismes situés en dehors des génes ont
des conséquences génétiques moins évidentes et sont généralement utilisés comme marqueur

pour des études de liaison génétique.

Les SNP sont trés répandus, leur fréquence étant estimée a un polymorphisme nucléotidique
toutes les 300 a 1000 paires de bases (Lander et al. 2001), soit plus de 3 millions de SNP dans
le génome humain (N. Campbell et Reece 2007). Ces variations sont la plupart du temps
silencieuses, mais seraient impliquées dans notre susceptibilité a certaines maladies, leur

gravité, ou encore a la réponse aux traitements.

Le développement de deux approches a permis I’identification de ces génes modificateurs :

e Une approche a priori ou géne-candidat qui se base sur les connaissances de la
physiopathologie connue du trait phénotypique étudie.

e Une approche sans a priori réalisée par une analyse de génome entier (GWAS pour Genome
Wide association study ou WGS pour Whole Genome Sequencing) ou de séquencage
d'exome (WES pour Whole Exome Sequencing). Ces analyses nécessitent d’étre menées

dans de larges cohortes puis répliquées dans des cohortes indépendantes.
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Dans I’optique d’identifier des génes modificateurs de la mucoviscidose, se sont constitués des
consortiums en Amérique du Nord, en France et plus récemment en Europe. Ces collaborations
ont abouti a la création du consortium international «International CF Gene Modifier

Consortium» (https://www.ecfs.eu/ecfs-working-groups/ecfs-gene-modifier-working-group).

a. Polymorphisme et fonction respiratoire

La fonction respiratoire est le phénotype le plus étudié dans la recherche de génes modificateurs
de I’atteinte pulmonaire, et de multiples facteurs de variabilité ont été suggérés. 1l a été estimé
que la seéveérité de la fonction respiratoire aurait une héritabilit¢ de plus de 50 %,
indépendamment de CFTR (Vanscoy et al. 2007). L’approche géne-candidat a permis
d’identifier quatre principales classes de genes modificateurs en fonction de leur role
physiologique : les génes impliqués dans les mécanismes de réparation tissulaire, dans la
défense de I'hdte et I'inflammation, dans le transport ionique & la surface épitheliale et la
sécrétion de mucus et dans la réponse aux traitements médicamenteux (Tableau 1). Trois
analyses et métanalyses de GWAS ont été menées pour évaluer les génes modificateurs associés
a la sévérité de la fonction respiratoire (Corvol et al. 2015; Y. Gu et al. 2009; F. A. Wright et
al. 2011). Elles ont permis d’identifier 7 régions génomiques d’intéréts (Tableau 1).

b. Polymorphisme et infection a Pseudomonas aeruginosa

L’héritabilité de I’age de I’infection chronique a P. aeruginosa a été estimée a 85 % (Green et
al. 2012) et la contribution des génes modificateurs serait de 1’ordre de ~55 %, contre ~23 %
pour les mutations de CFTR et ~23 % pour les facteurs environnementaux (Cutting 2015). Ces
données attestent de I’importance du rdle des facteurs genétiques dans la variabilité du

phénotype infectieux chez les patients atteints de mucoviscidose.

Plusieurs geénes ont été suggérés comme associés a 1’age de la primo-infection a P. aeruginosa,
en particulier MBL2, TGFf51 et SLC9A3. Deux analyses d’exome entier (WES) ont mis en
évidence I’implication de variants génétiques dans la colonisation chronique de I’infection a P.
aeruginosa, situés dans les genes DCTN4, CAV2 et TMC6 (Tableau 1) (Emond et al. 2015;
Emond et al. 2012).

c. Polymorphisme et atteintes digestives

i lléus méconial

L’atteinte digestive a également été explorée en vue d’identifier des genes modificateurs. Ainsi,

une étude de GWAS a mis en évidence 1’association entre la survenue d’un 1’iléus méconial et
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les génes SLC6A14, SLC26A9 et SLCIA3 (Sun et al. 2012). Ces genes appartiennent a la famille
des SLC (Solute carriers) qui codent pour des protéines de transport membranaire. Les
difféerents membres de la famille SLC transportent une grande diversité de substances dont des

molécules organiques chargées et non chargées mais aussi des ions inorganiques.
ii.  Atteinte pancréatique exocrine

Le diabéte de la mucoviscidose serait également modulé par des facteurs génétiques. Une étude
initiale gene-candidat a mis en évidence que le gene TCF7L2, connu pour étre associé au diabéte
de type 2 dans la population générale, est également associée a la CFRD (Blackman et al. 2009).
Cette association a été confirmée dans une premiére étude de GWAS, qui a également identifié
le gene SLC26A9 et des régions génomiques situées a cote des genes CDKAL1, CDKN2A/B et
IGF2BP2 (Blackman et al. 2013). Une méta-analyse de GWAS a récemment confirmé
I’implication des génes TCF7L2 et SLC26A9 et identifié le gene PTMA (Aksit et al. 2020).

71



Geénes modificateurs
Région génomique

Role physiologique

Phénotype associé

Approche

Références

NOS1

GSTM13
GSTM3
TGF81

MBL2

CD14

EDNRA
MIF

IL-8
IL-10
IL-18
TNF

SLC9A3

MUC5A
MUC5B
ADRB2

NR3C1

SLC6A14

HMOX1

c3

MUC4/MUC20
Région chr3gq29
HLA Class I
Région chr6p21.3

AGTR2/SLC6A14
Région chrXq22-q23

EHF/APIP

Région chrllp12-p13

Région chr 20q13.2

IFRD1

Région chrl1p12-p13

DCTN4

CAV2

T™C6

NOS1 code pour une enzyme de la famille des synthétases qui catalyse la production de NO.
Le NO est impliqué dans la réparation tissulaire, la broncho-relaxation et I'inflammation.

Le glutathion protege des dommages induits par les oxydants.

TGFB1 code pour une cytokine régulatrice de la différenciation et la prolifération cellulaire.

MBL2 code pour une lectine de reconnaissance du systéme immunitaire inné et qui
s’accumule dans les poumons lors d’inflammation aigle. En cas de déficience il est observé
une susceptibilité accrue aux infections.

CD14 est une protéine fabriquée par le systeme immunitaire inné. C'est un récepteur de
surface cellulaire.

Récepteur de surface cellulaire

MIF code pour une cytokine impliquée dans la réponse inflammatoire et le systéme
immunitaire

IL-8 est une cytokine impliquée dans le recrutement des neutrophiles dans les poumons des
patients CF.

L'interleukine 10 est une protéine produite par différentes cellules sanguines qui agit en
diminuant la réponse immunitaire.

IL-1B code pour une interleukine ayant un rdle pro-inflammatoire.

TNF-alpha est une cytokine pro-inflammatoire

SLCY9A3 code pour un canal ionique (ions sodium et hydrogéne)

Ces génes codent pour des mucines intervenant dans la clairance mucociliaire.

ADRB?2 est un récepteur exprimé dans les cellules musculaires lisses des voies aériennes et est
impliqué dans la bronchodilatation.

NR3C1 code pour des récepteurs de glucocorticoides. Ils régulent les génes contrélant le
développement, le métabolisme et la réponse immunitaire.

La protéine SLC6A14 est un transporteur membranaire d’acides aminés neutres a la plus large
sélectivité et transportent des deux acides cationiques (lysine et arginine) dans le cytoplasme
de différents types de cellules. SLC6A14 serait principalement exprimé au niveau du tissu
pulmonaire.

HMOX1 permet le catabolisme de I'héme en biliverdine, monoxyde de carbone et ion fer. La
protéine a également un effet protecteur sur divers organes contre différents types de stress
et inhibe I'activité pro-inflammatoire des monocytes.

La protéine appartient au systeme du complément, groupe de protéines faisant partie de
I'immunité innée et impliquées dans les mécanismes d'élimination des pathogénes.

Ces génes codent pour des mucines intervenant dans la clairance mucociliaire.

Les antigénes des leucocytes humains (HLA pour human leukocyte antigen) sont le complexe
majeur d'histocompatibilité chez I'homme. Ce sont des molécules a la surface des cellules qui
permettent |'identification par le systéme immunitaire.

AGTR2 code pour |'angiotensine qui fait partie du systéme rénine-angiotensine-aldostérone,
un systéme hormonal localisé dans le rein dont le réle est de réguler la pression artérielle dans
I'organisme.

APIP code pour une protéine interagissant avec APAF-1 permettant ainsi d’inhiber I'apoptose.
EHF serait un régulateur de la transcription en condition de stress et d’inflammation. EHF code
pour une protéine de la sous-famille des facteurs de transcription, caractérisée par une
expression spécifique aux épithéliums. Cette protéine serait impliquée dans la différenciation
épithéliale et la carcinogenése.

Les cing génes situés dans cette région sont exprimés dans le poumon ou dans les cellules
épithéliales bronchiques. Parmi ces génes, MC3R a été impliqué dans le maintien du poids et
la régulation de I'équilibre énergétique. Certains génes codent pour des protéines impliquées
dans I'adhésion cellulaire, la migration et la phagocytose des pathogénes bactériens.

Le géne est exprimé principalement dans les neutrophiles, les muscles squelettiques et
cardiaques, le cerveau et le pancréas. Il participe au processus de différenciation des cellules
musculaires squelettiques.

Le géne DCTN4 serait associé aux voies de signalisation du remodelage du cytosquelette, des
neurofilaments et de la présentation des antigénes par le HLA classe II.

La protéine codée par ce géne est un composant majeur de la surface interne des cavéoles
(petites invaginations de la membrane plasmique) et est impliquée dans la transduction des
signaux, le métabolisme des lipides, le contréle de la croissance cellulaire et I'apoptose.

La protéine TMC6 est un canal transmembranaire qui avec son homologie TMC8 forment un
complexe avec le transporteur de zinc SLC30A1, principalement localisés dans le réticulum
endoplasmique, mais aussi dans la membrane nucléaire et I'appareil de Golgi.

Déclin de la fonction respiratoire
Infection a P. aeruginosa

Infection a Aspergillus Fumigatus
Sévérité de la fonction respiratoire
Sévérité de la fonction respiratoire
Modification de I'inflammation
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Infection a P. aeruginosa

Déclin de la fonction respiratoire
Sévérité de la fonction respiratoire
Infection a P. aeruginosa

Infection a P. aeruginosa

Sévérité de la fonction respiratoire
Sévérité de la fonction respiratoire

Sévérité de la fonction respiratoire
Infection a Aspergillus Fumigatus
Sévérité de la fonction respiratoire
Sévérité de la fonction respiratoire
Infection bactérienne

Infection a P. aeruginosa

Sévérité de la fonction respiratoire
Sévérité de la fonction respiratoire

Réponse aux bronchodilatateurs
Déclin de la fonction respiratoire

Sévérité de la fonction respiratoire
Infection a P. aeruginosa

Sévérité de la fonction respiratoire

Sévérité de la fonction respiratoire

Sévérité de la fonction respiratoire

Sévérité de la fonction respiratoire

Sévérité de la fonction respiratoire

Sévérité de la fonction respiratoire

Sévérité de la fonction respiratoire

Sévérité de la fonction respiratoire

Infection a P. aeruginosa

Infection a P. aeruginosa

Infection a P. aeruginosa

Geéne-candidat

Geéne-candidat

Geéne-candidat

Geéne-candidat

Geéne-candidat

Gene-candidat
Gene-candidat

Gene-candidat
Gene-candidat
Geéne-candidat
Gene-candidat

Gene-candidat

GWAS
Geéne-candidat

Gene-candidat
Gene-candidat

Gene-candidat

Gene-candidat

Gene-candidat

GWAS

GWAS

GWAS

GWAS

GWAS

GWAS

Gene-candidat
Analyse d’exome

Analyse d’exome

Analyse d’exome

(Texereau et al. 2004)
(Grasemann et al. 2000)
(Grasemann et al. 2003)
(Flamant et al. 2004)
(Hull et Thomson 1998)
(Drumm et al. 2005)
(Bonfield et al. 1995)
(Kramer et Clancy 2018)
(Ruslan Dorfman et al. 2008)
(Chalmers et al. 2011)
(). C. Davies et al. 2004)
(Haerynck et al. 2012)
(A. C. Martin et al. 2005)

(Darrah et al. 2010)
(Plant et al. 2005)

(Hillian et al. 2008)
(Brouard et al. 2005)
(Levy et al. 2009)

(Hull et Thomson 1998)
(R. Dorfman et al. 2011)

(Corvol et al. 2015)
(Guo et al. 2011)

(Hart et al. 2005)
(Corvol et al. 2007)

(W. Li et al. 2014)
(Pereira et al. 2017)

(Park et al. 2011)

(Park et al. 2011)

(Corvol et al. 2015)

(Corvol et al. 2015)

(Corvol et al. 2015)

(F. A. Wright et al. 2011)
(Corvol et al. 2015)

(F. A. Wright et al. 2011)

(Y. Gu et al. 2009)

(Viel et al. 2016)
(Emond et al. 2012)

(Emond et al. 2015)

(Emond et al. 2015)

Tableau 1 | Tableau récapitulatif des principaux génes modificateurs de I’atteinte pulmonaire chez les
patients atteints de mucoviscidose.
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iii.  Atteinte hépatique

L’atteinte hépatique a été étudiée exclusivement par une approche géne-candidat. Les études
ont exploré le potentiel réle des genes SERPINAL (Frangolias et al. 2003), ACE (Arkwright et
al. 2003), GSTP1 (Henrion-Caude et al. 2002), MBL2 (Gabolde et al. 2001; Tomaiuolo et al.
2009), TGFA1 (Arkwright et al. 2003) et ABCB4 (Tomaiuolo et al. 2009). Seule I’association
entre le géne SERPINAL et la sévérité de I’atteinte hépatique a été répliquée ; montrant un risque
trés augmenté pour les patients CF porteurs de ’alléle Z, avec un odds ratio de 5,04 (2,88-8,83 ;
P-value = 1,5 x 10°®) (Bartlett et al. 2009; Boelle, Debray, Guillot, Corvol, et al. 2019).

A ce jour aucune analyse GWAS n’a été menée. Néanmoins, une étude a mis en évidence la
probable association entre CFRD et 6 nouveaux géenes en utilisant une méthodologie différente
pour investiguer la relation fonctionnelle entre les génes précédemment étudiés, et ce, par une
approche de biologie systémique. La méthodologie combinait notamment I'exploitation des
bases de données et de la littérature, des données d’analyse d'expression génique, des analyses
de réseau avec un processus d'enrichissement des voies de signalisation (mise en
correspondance d'objets moléculaires tels que les génes, les protéines et petites molécules avec
des réseaux d'interactions/réactions/relations moléculaires) et des données d’interaction

protéine-protéine (Trouve et al. 2017).
d. Polymorphisme et réponse aux therapies ciblees

L’ hétérogénéité phénotypique de la mucoviscidose s’observe également dans la réponse aux
modulateurs de CFTR. Comme introduit, ivacaftor seul (Kalydeco®) est indiqué pour les
patients CF porteurs de certaines mutations de gating (classe Il1). Cependant, son efficacité
differe selon les mutations, par exemple, les patients porteurs de la mutation G970R ne
s’améliorent pas avec le traitement (Jane C. Davies et al. 2013). L’hétérogénéité de la réponse
s’observe également chez des patients porteurs de mutations gating identiques (McKone et al.
2014). En effet, le bénéfice respiratoire est en moyenne de 10,4 a 13,5 points de VEMSpp,
cependant un quart des patients ont une amélioration inférieure a 5 points de VEMSpp. Cette
variabilité interindividuelle améne a penser qu’il existe aussi des facteurs biologiques et

génetiques modulant la réponse au traitement.

Nous avons montré chez des patients francais que la variabilité de la réponse respiratoire au
traitement était associée au géne SLC26A9 (Corvol, Mésinele, et al. 2018), confirmant les
résultats observés chez les canadiens (Strug et al. 2016). Cependant, ces résultats ont

récemment été mis en doute dans une étude portant sur des patients CF nord-américains
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(Eastman et al. 2021). Concernant la réponse au traitement LUMA-IVA, des expériences ex-
vivo avec des cellules épithéliales nasales de patients CF homozygotes pour la mutation
F508del, ont montré que le variant SLC26A9 rs7512462 était associé a la fonction CFTR en
réponse au traitement (Kmit et al. 2019). A ce jour, ce résultat n’est pas confirmé ni répliqué

puisque aucune analyse de phénotype-génotype n’a été publiée.

L’implication du géne SLC26A9 dans la réponse aux modulateurs de CFTR souligne 1’effet
pléiotropique des genes modificateurs et donc de leur complexité. En effet, ce géne est aussi
associ¢ a la CFRD et a I’iléus méconial ; de méme que d’autres geénes de la famille SLC
(SLC6A14 et SLCOAJ) ont été associés a plusieurs phénotypes dont la fonction respiratoire et

I’infection a P. aeruginosa.
e. Médecine personnalisée

Les progres réalisés dans la compréhension du fonctionnement de CFTR ont permis de
nouvelles perspectives thérapeutiques. Néanmoins, la variabilité phénotypique observée
souligne la nécessité de mieux comprendre les différences entre les sous-groupes de patients
CF, et ce, afin d’identifier des indicateurs de pronostic pour une prise en charge optimale des

patients.

La connaissance des facteurs génétiques de susceptibilité dans les maladies mendéliennes est
un enjeu majeur dans la compréhension et la caractérisation de la variabilité phénotypique
interindividuelle des patients. Plus spécifiquement, I’identification de génes modificateurs et
une meilleure connaissance de leurs fonctions dans la mucoviscidose permettraient d’envisager

une médecine personnalisée, prédictive, préventive et participative (Corvol et al. 2016).

La connaissance génomique permettrait une medecine individualisée par le développement de
nouvelles thérapeutiques ou en adaptant plus spécifiquement celles existantes ; ainsi qu’une
médecine prédictive et préventive, par 1’évaluation des risques de développer des
complications, équivalent a une approche proactive de la prise en charge des patients, orientée

sur la préservation du capital santé.
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Objectifs

La mucoviscidose est caractérisée un large spectre phénotypique qui présente une importante
variabilité interindividuelle, méme pour des patients porteurs de mutations de CFTR similaires.
L’atteinte pulmonaire reste aujourd’hui la premiére cause de morbi-mortalité chez les patients

atteints de la maladie.

Les cycles d’infections et d’inflammation contribuent a la dégradation progressive du tissu des
voies aériennes et aboutit a une insuffisance respiratoire. Un des facteurs péjoratifs majeurs de
cette atteinte est 1’infection des voies aériennes par P. aeruginosa. De nombreuses études se
sont intéressées a cette infection, néanmoins une grande incertitude demeure quant a son
épidémiologie et ses facteurs de risque. De méme, I’impact de cette bactérie sur la fonction
respiratoire au cours des différents stades de I’infection reste méconnu et non quantifié
précisément. En effet, de nombreux résultats restent controversés, soit en raison d’une
méthodologie non adaptée ou d’un nombre de patients CF analysés limité ; soit parce que ces
études datent de plus de deux décennies et sont désormais dépassées. La standardisation des
soins et de la prise en charge des patients dans les centres de ressources et de compétences de
la mucoviscidose a amélioré l'accessibilité et la qualité des données, permettant ainsi de

nouvelles analyses sur I’infection a P. aeruginosa.

La préservation de la fonction respiratoire au cours de la vie des patients est un enjeu majeur
de leur prise en charge medicale, que ce soit par une stratégie thérapeutique symptomatique ou
curative. L’essor des traitements modulateurs de CFTR ces 5 derniéres années est une
innovation sans précédent dans la mucoviscidose, permettant la stabilisation et/ou
I’amélioration de la fonction respiratoire des patients, voire le report de la transplantation
pulmonaire. Grand espoir pour les patients, I’efficacité de ces thérapies reste néanmoins tres

hétérogéne d’un patient a 1’autre.

La connaissance des facteurs de la variabilité du phénotype pulmonaire, notamment les génes
modificateurs et la compréhension leurs mécanismes physiopathologiques sont des étapes
nécessaires pour parvenir a la mise en place de stratégies thérapeutiques adaptées et donc une

médicine individualisée des patients atteints de mucoviscidose.
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I. Objectifs

Les objectifs de ce travail étaient donc de réaliser une description épidémiologique :

e De la variabilité interindividuelle de I’infection a Pseudomonas aeruginosa dans la

mucoviscidose en :

1) Identifiant les facteurs de risque démographiques, cliniques, environnementaux et
génétiques (par des approches géne-candidat et d’analyse du génome entier) de la précocité
de la primo-infection, de la colonisation chronique, et de la durée entre 1’acquisition et la

chronicisation de I’infection a P aeruginosa,

2) Evaluant et quantifiant précisément 1’impact de I’infection a P. aeruginosa sur

I’évolution de la fonction respiratoire.

e De I’hétérogénéité de la réponse respiratoire et nutritionnelle au cours des 2 premieres
années de traitement LUMA-IVA ; en identifiant des facteurs de risque, notamment

génetiques par une approche gene-candidat.

Ce travail a pu étre réalisé grace aux données phénotypiques et génétiques issues de I’étude «

Recherche des genes modificateurs dans la mucoviscidose ».

Il s’agit d’une cohorte nationale initiée en 2006, incluant a ce jour plus de 4950 patients, soit
plus de 70 % de la couverture nationale. L’ensemble des CRCM font partie des centres
investigateurs de I’étude auxquels s’ajoutent des hopitaux « centres relais » habilités a prendre

en charge cette pathologie.

1. Sources des données

1. Donnees phénotypiques

a. Typologie des données

Depuis 2006, les données sources phénotypiques sont recueillies et implémentées dans une base
de données cliniques, nommeée « Muconat ». Cette base de données Muconat est constituée d’un
grand nombre de données cliniques : données de diagnostic, de fonction respiratoire, d’atteinte
hépatique et pancréatique, d’analyses microbiologiques, de traitements modulateurs de CFTR ;

ainsi que de certains paramétres démographiques tels que 1’origine ethnique et I’environnement
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du patient. Les données de microbiologie recueillies pour la cohorte concernent les infections
bactériologiques et mycologiques les plus couramment retrouvées chez les patients atteints de
mucoviscidose. Plus spécifiquement, il s’agit des antécédents de primo-infection et de
colonisation chronique a P. aeruginosa, Staphylocoque aureus, Burkholderia cepacia,
Stenotrophomonas maltophilia, Scedosporium apiospermum, Alcaligenes xylosoxidans,

Aspergillus fumigatus et mycobactéries atypiques.

Le détail et I’architecture des principales données utilisées dans ce travail de thése sont décrits

en Annexe .
b. Modes de recueil

Depuis 2006, le recueil est realise annuellement par les attachés de recherche clinique en charge
de I’étude « Recherche des genes modificateurs dans la mucoviscidose ». Ce recueil est effectué
soit directement a partir des dossiers médicaux papiers (saisie manuelle), soit par extraction
informatique des dossiers medicaux informatisés dédiés a la mucoviscidose (Mucodoméos et
eMuco) au cours d’une visite dans le centre ou via I’importation d’extractions informatiques
réalisées par le centre. Le recueil des données est rétrospectif pour les données antérieures a

2006 et prospectif depuis la mise en place de 1’étude en 2006.
C. Périodes d’analyse
Les données phénotypiques utilisées au cours de ce travail de thése ont été cl6turées :

e Au 31 décembre 2019 pour I’étude de la variabilité interindividuelle de I’infection a
Pseudomonas aeruginosa,

e Au 31 janvier 2021 pour I’étude de I’hétérogénéité de la réponse au traitement LUMA-IVA.

2. Données génétiques

Concernant les données génétiques, a I’inclusion des patients, un prélévement sanguin est
réalisé puis envoyé au Généthon pour extraction de I’ADN et son contrdle qualité. Les

échantillons ont été analysés en 2 étapes :

e Par une approche exploratrice sans a priori. En 2012 et 2019, 2465 échantillons de patients
ont été analysés par génotypage de génome entier (Puces Illumina 660W et Infinium Global

Screening-24 v 2.0).
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e Par une approche avec a priori. En 2016 et 2018, 4687 patients ont été génotypés pour une
liste de 170 SNP sélectionnés sur des critéres de suggestivité et de significativité aux
analyses GWAS d’une part, et en y associant des SNP suggérés comme modificateurs de la

mucoviscidose dans la littérature d’autre part.

3. Autres sources de données et interfacage

Les données utilisées au cours de ce travail sont exclusivement issues de 1’étude « Recherche
des génes modificateurs dans la mucoviscidose ». Aucun interfagage n’a été réalisé avec
d’autres sources de données ; que ce soient les données du registre francais de la mucoviscidose

(https://www.vaincrelamuco.org/registredelamuco) ou les données de la cohorte nationale dite

« Cohorte Orkambi » évaluant le traitement LUMA-IVA en vie réelle (Burgel, Durieu, Chiron,
Mely, et al. 2021; Burgel et al. 2020).
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Partie 1 : Infection a Pseudomonas

aeruginosa

|. Etat de Iart

L’analyse de la variabilité interindividuelle de I’infection a P. aeruginosa repose sur les facteurs
de risque de la précocité, et donc de I’age, de la survenue de I’infection. Cependant, I’infection
est un événement qui survient au cours du temps et un patient CF non-infecté peut le devenir
ultérieurement. 1l est donc nécessaire de prendre en compte les patients ne présentant pas
d’infection, et ce par une méthodologie d’analyse de données de durée de survie (Berkson et
Gage 1950; E. L. Kaplan et Meier 1958).

L’existence d’observations censurées est une des caractéristiques des données de survie : cela
survient lorsque 1’événement d’intérét n’est pas observé en raison soit de la survenue de
I’événement avant le début du suivi du patient (censure a gauche), soit de 1’arrét du suivi avant
la survenue de I’événement (censure a droite). La durée de survie peut également étre censurée
en raison d’une imprécision sur la date précise de 1’événement, dont on sait qu’il s’est produit
entre deux dates: c’est la censure par intervalle. L’analyse des données de survie repose

généralement sur I’hypothése d’indépendance entre durée de survie et date de censure.

Les études portant sur I’analyse des facteurs de risque cliniques et démographiques de
I’infection a P. aeruginosa sont largement représentées. Néanmoins, nombreuses sont celles
incluant un faible nombre de patients (Baussano et al. 2006; Kosorok et al. 1998; Levy et al.
2008; Maselli et al. 2003) et n’analysant qu’un seul facteur de risque (De Braekeleer et al. 1998;
Johansen et al. 1991; Kubesch et al. 1993). Parmi les 7 études réalisées dans de larges cohortes
(incluant plus de 400 patients CF), 3 études concernaient des patients suivis il y a environ 20
ans (Tableau 12 en Annexe Il) (E. Kerem, Corey, Stein, et al. 1990; Merlo et al. 2007; Wang
et al. 2001). L’amélioration des soins et de la prise en charge des patients laissent a penser que
I’épidémiologie de I’infection a P. aeruginosa a pu évoluer au cours de ces deux derniéres
décennies. Les 4 études plus récentes ont analysé des patients avec une fonction pancréatique
conservée (PS pour pancreatic sufficient) ou une déficiente (Pl pour pancreatic
insufficient) (Crull et al. 2016; Green et al. 2010; Heltshe et al. 2018; Rosenfeld et al. 2012).
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Ces études concluent que les mutations CFTR et le statut pancréatique sont des facteurs de
variabilité de la survenue de I’infection a P. aeruginosa (Tableau 12 en Annexe 1) (Crull et al.
2016; Green et al. 2010; Heltshe et al. 2018; Rosenfeld et al. 2012). Il est considéré que la
différence phénotypique majeure entre les patients Pl et PS (dont la sévérité des différentes
atteintes est nettement moindre) ne permet pas la comparabilité entre ces deux caractéres de
comorbidité (Corvol et al. 2016).

Les études des facteurs de risque génétiques de I’infection a P. aeruginosa et non corrélés aux
mutations de CFTR ont été exclusivement réalisées par des approches gene-candidat et
d’analyse d’exome. Nous avons donc orienté nos travaux de recherche vers I’analyse des geénes
suggérés comme modificateurs de I’infection, appartenant a la famille des SLC (SLC9A3 et
SLC6A14), ou ayant un role dans 1’inflammation (TNF et MBL2) et étudiés par une analyse
d’exome (DCTN4, TMC6 et CAV2).

Les études s’accordent a dire que le variant SCL6A14 rs3788766 serait associé a la survenue de
la primo-infection (premier prélévement d’expectoration positif au pathogéne P. aeruginosa au
décours d’un ECBC ou Pa-l1A) (W. Li et al. 2014; Pereira et al. 2017), de méme que le SNP
SLC9A3rs4957061 (R. Dorfman et al. 2011; W. Li et al. 2014) ; cependant, le r6le de ce dernier
a été remis en question dans une cohorte de 188 patients CF Brésiliens (Pereira et al. 2017)
(Tableau 13 en Annexe III).

Deux SNP du gene DCTN4 ( rs11954652 et rs35772018) ont été montrés comme associé a la
Pa-1A et a la colonisation chronique (impossibilité d’éradication du pathogene P. aeruginosa
et définie par la présence du germe pendant au moins 6 mois, identifiée par trois prélevements
positifs @ au moins 1 mois d’intervalle ou Pa-CC) dans une analyse d’exome, puis dans une
étude de réplication par une approche géne-candidat (Emond et al. 2012). Une étude chez 121
patients CF francgais ne retrouve pas cette association génotypique, cependant 1’analyse a été
réalisée par regression logistiqgue comparant des patients infectés et non-infectés avec par
consequent des trés petits groupes de patients par catégorie (seulement 3 patients des 18 non-
infectés étaient porteurs d‘au moins un alléle délétere) (Viel et al. 2016) (Tableau 13 en Annexe
).

Concernant le géne MBLZ2, il a été exploré dans 5 études géne-candidat. Ce géne est souvent
analysé, non pas par des associations génotypiques, mais en fonction du niveau de production
de la protéine MBL produite par MBL2. En effet, de faibles taux de MBL seraient associés a

une susceptibilit¢ plus importantes aux infections bactériennes chez les patients
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immunodéprimés (Horiuchi et al. 2005). Dans la population de patients CF, les études ne
s’accordent pas sur son éventuelle implication dans la survenue de la Pa-1A (J. C. Davies et al.
2004; McDougal et al. 2010; Tarova et al. 2011) et de la Pa-CC (Haerynck et al. 2012; Trevisiol
et al. 2005) (Tableau 13 en Annexe III).

Les études de la variabilité de I’infection & P. aeruginosa en fonction des génes modificateurs
ont été réalisées dans des populations CF de différentes origines géographiques et parfois sans
ajustement sur les ethnies. Ceci peut étre un biais important dans les analyses génétiques en
raison des effets de structuration de population qui peuvent conduire a de fausses associations.
Les effets des genes modificateurs candidats sur I’infection & P. aeruginosa sont difficilement
mesurables dans cette littérature. Seul Emond et ses collégues dans leurs deux analyses d’exome
estiment des Hazard-ratios, compris entre 0,48 et 1,80 (Emond et al. 2015; Emond et al. 2012)
(Tableau 13 en Annexe IlI).

La littérature concernant le déclin de la fonction respiratoire et I’impact de I’infection a P.
aeruginosa est extrémement variée (Tableau 14 en Annexe 1V). Plusieurs de ces études incluent
des patients CF suivi il y a entre 30 et 50 ans (Demko et al. 1995; E. Kerem, Corey, Gold, et
al. 1990) et nombreuses sont celles analysant moins de 100 patients (Burggraeve et al. 2007;
Kosorok et al. 2001; Parad et al. 1999; Pillarisetti et al. 2011; K. A. Ramsey et al. 2014).

Seules 4 études ont été menées dans de tres large cohortes de plus de 1000 patients.

e Konstan et al. ont évalué I’association entre la présence de P. aeruginosa dans les ECBC et
le déclin de la fonction respiratoire dans trois groupes d’enfants d’age différents (6-8 ans,
9-12 ans et 13-17 ans). Ils ont observé que le déclin n’était pas associé a I’infection dans le
groupe d’adolescent mais 1’était chez les enfants plus jeunes ; avec une accélération de la
pente de déclin de 0,34 % et de 0,22 % VEMSpp par an chez les 6-8 ans et 9-12 ans
respectivement (Tableau 14 en Annexe 1V) (Konstan et al. 2007).

e Avec leurs collaborateurs, Vandenbranden et Ren ont chacun mené une étude portant sur
I’infection a P. aeruginosa multirésistant (MARPA pour Multiple antibiotic-resistant
Pseudomonas aeruginosa), chez des patients agés en moyenne de 18 ans, cette infection
arrivant en effet plus tardivement dans la vie des patients CF. Ces études ne s’accordent pas
sur le role de I’infection a MARPA. La premiére trouve une association en comparant les
infectés aux non-infectés (Odds-Ratio infectésmon-infectés © 0,74, 1C 95% : 0,56-0,99)
(Vandenbranden et al. 2012). La seconde estime par contre que le déclin avant I’infection
(-2,22 % de VEMSpp par an) n’est pas significativement différent de celui aprées (-2,43 %
de VEMSpp par an, P-value = 0,45) (Ren et al. 2012) (Tableau 14 en Annexe V).
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e Earnest et al. ont étudié une cohorte australienne de 3655 patients CF, quelque soient leur
statut pancréatique et leurs mutations de CFTR. Ils observent que le déclin de la fonction
respiratoire n’est pas linéaire en fonction des catégories d’age des patients. En effet, ils
estiment que le déclin annuel moyen varie de -2,2 % a -1,8 % de VEMSpp chez les enfants
de 6 a 18 ans, de -1,8 % a -0,5 % entre 19 et 30 ans et de -0,5 % a 0,06 % chez les adultes
de plus de 30 ans. IIs n’ont pas évalué I’'impact de I’infection sur le déclin, mais observent
néanmoins que les patients primo-infectés a P. aeruginosa ont une fonction respiratoire
moyenne diminuée de 4,7 points de VEMSpp comparativement aux patients non-infectés
(P-value <0,001) (Tableau 14 en Annexe IV).

Il est observé une trés grande diversité méthodologique parmi les 19 études recensées, portant
sur le déclin de la fonction respiratoire et évaluant ou non le réle de I’infection a P. aeruginosa
(Tableau 14 en Annexe IV). Dans ces études longitudinales, observationnelles ou cas/controle,
les patients CF sont parfois catégorisés en fonction de leur age, du degré de sévérité de leur
fonction respiratoire ou du statut infecté/non-infecté, méthodologies qui ne permettent pas
toujours de prendre en compte 1’évolution au cours du temps de I’infection (Tableau 14 en
Annexe 1V). Dans cet éventail méthodologique, une étude singuliére a évalué le déclin de la
fonction respiratoire chez les patients CF en élaborant un modele mixte joint de regression.
Cette méthodologie particuliére offre I’avantage d’évaluer des effets intra- et inter-individuels,
tout en analysant le déclin de la fonction respiratoire (données longitudinales de VEMSpp)
conjointement a des données de durées de survie, grace a un terme de corrélation (Schluchter
et al. 2002). L’événement d’intérét n’est ici pas la survenue de I’infection a P. aeruginosa mais
I’age au déces. Les auteurs ont observé une forte corrélation entre la précocité du déceés et
I’accélération de la pente du déclin de la fonction respiratoire (Tableau 14 en Annexe V)
(Schluchter et al. 2002).

Etonnamment, dans cette vaste littérature sur le déclin de la fonction respiratoire, aucune étude
ne s’attache a évaluer conjointement I’impact des différents stades de I’infection a P.
aeruginosa, c’est-a-dire la primo-infection (Pa-1A) et la colonisation chronique (Pa-CC) ; dont
il est reconnu que les mécanismes physiopathologiques engagés ont des conséquences
différentes et graduelles sur I’épithélium des voies aériennes respiratoires des patients CF, et

supposément sur I’atteinte pulmonaire.
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Dans son ensemble, la littérature souligne la complexité de 1’atteinte pulmonaire de la
mucoviscidose. A ce jour, la temporalité des événements respiratoires et leurs intrications
restent indéterminées. En effet, il est conjointement supposé que, d’une part, la survenue de
I’infection a P. aeruginosa pourrait témoigner d’une I’atteinte respiratoire sous-jacente
antérieure (Crull et al. 2016) ; d’autre part, que I’infection a P. aeruginosa pourrait elle méme

étre impliquée dans la sévérité de I’atteinte respiratoire (Earnest et al. 2020).

1. Matériel
1. Critéeres d’inclusion

Nous avons inclus dans cette analyse les enfants CF qui présentaient les caractéristiques

suivantes :

e Diagnostic confirmé de mucoviscidose,

e Insuffisance pancréatique exocrine clinique (les patients ayant une fonction pancréatique
conservee etant reconnus comme ayant une sévérité de la maladie moindre)

e Nés apres 2001 (age entre 0-18 ans),

e D’origine européenne (pour limiter I’effet de structuration de population dans 1’analyse des

facteurs de risque génétiques).

2. Criteres de jugement

L’infection a P. aeruginosa a éte évaluée par 1’age de survenue de la primo-infection (Pa-1A),
de la colonisation chronigue (Pa-CC) et par le délai entre Pa-1A et Pa-CC, selon la définition
des stades de I’infection établit par le PNDS (HAS 2017). La fonction respiratoire a été évaluée
par la mesure du VEMSpp selon la méthode « GLI » (Quanjer et al. 2012).

3. Facteurs de risque

Les facteurs de risque démographiques investigués dans cette analyse étaient : le sexe, les
cohortes de naissance (catégorisées en 4 classes selon 1’année de naissance) et les mutations de
CFTR (réparties en fonction de la présence ou non de la mutation F508del). Les facteurs de
risque cliniques étaient la survenue : d’un iléus méconial a la naissance, de la CFRD et de la
CFLD. Nous avons exploré 1’exposition hospitaliére par I’analyse de la taille des centres établit
par le nombre de patients suivis dans les CRCM. Les facteurs de risque génétiques ont été

évalué par une approche géne-candidat avec I’analyse de 14 SNP localisés dans ou & proximité
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des génes SLC9A3, TNF, CAV2, SLC6A14, TMC6, DCTN4 et MBL2. Une bréve description de
ces genes analysés est disponible en Annexe V.

I11. Meéthodes
1. Analyses des facteurs de risque

Afin d’évaluer si I’age de survenue de I’infection différe en fonction du facteur de risque
considére, nous avons utilisé un modéle de régression de Cox. Cette méthodologie permet
d’estimer des Hazard-ratio (HR), qui représentent le coefficient multiplicateur du risque
instantané de survenue de I’infection a P. aeruginosa. Le modele de régression de Cox a été
adapté aux durées de survie censurées par intervalle dans la mesure ou les ages de Pa-IA et Pa-
CC étaient parfois connus de maniéere imprécise (Delord et Génin 2016). Les facteurs de risque
changeant au cours du temps (CFRD et CFLD) ont été évalués trimestriellement et analysés par

régression de Cox adaptée aux variables dépendantes du temps.

Les durées de survie étaient :

e Soit non censurées ; la durée de survie désignait le temps écoulé entre la naissance du patient
et la date de survenue de I’infection.

e Soit censurées a droite lorsque le patient ne présentait pas d’infection ; la durée de survie
désignait le temps écoulé entre la naissance du patient et la date la plus récente ou des
informations ont été recueillie (date des derniéres nouvelles ou DDN).

e Soit censurées par intervalle lorsque le patient présentait une infection mais que la date était
imprécise ; la durée de survie designait le temps écoulé entre la naissance du patient et la
DDN.

Les facteurs de risque génétiques ont été analysés selon un modéle d’analyse d’association
génotypique. Les SNP autosomaux ont été codés additivement en fonction du nombre d’alléles
mineurs. L’alléle mineur était déterminé comme celui ayant la plus petite frequence (MAF)
dans la population européenne du projet 1000 Génomes Project Phase 3 (Genomes Project et
al. 2015). Les SNP ayant une MAF inférieure a 10 % étaient codés selon un modéle dominant
de I’all¢le mineur. Pour le gene SLC6A14 situé sur le chromosome X, il a été appliqué la méme

méthodologie, les hommes étaient donc codés 0 ou 2.
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2. Analyse de ’'impact de ’infection sur la fonction respiratoire

Afin d’évaluer I’'impact de I’infection a P. aeruginosa sur la fonction respiratoire, nous avons
utilisé un modeéle de régression linéaire mixte segmenté. Nous avons estime les variations du
VEMSpp en fonction de I'age de survenue et du stade de l'infection. Nous avons décrit les
trajectoires individuelles de VEMSpp par une régression segmentée avec des changements de
pente & I'dge a la Pa-1A et & la Pa-CC. Ces trajectoires ont été établies a partir de 1’ensemble
des données longitudinales, ¢’est-a-dire I’intégralité des mesures de VEMSpp disponibles a
partir de ’age de 5 ans. Nous avons utilisé des intercepts et des pentes aléatoires pour capturer
I'nétérogeneité interindividuelle du déclin de la fonction respiratoire et un terme d’erreur pour
prendre en compte la corrélation qui résulte des mesures répétées du méme patient (R. H. Jones
et Boadi-Boateng 1991). Ce modé¢le permet donc d’estimer un déclin moyen annuel de

VEMSpp dans les périodes avant la Pa-IA, entre la Pa-1A et la Pa-CC et apres la Pa-CC.
3. Biais
a. Biais de participation des centres

Les centres n’ont pas tous inclus 1’entiéreté des patients suivis en France, soit pour la période
avant le début de 1’étude « Recherche de génes modificateurs de la mucoviscidose » (avant
2006), soit pour la période plus récente. Cependant cette décision de non-inclusion n’est sans

doute pas reliée au statut relatif a I’infection par P. aeruginosa.
b. Biais dU a la prise de traitement modulateur et la

transplantation pulmonaire

Les traitements modulateurs de CFTR pouvant améliorer signicativement la fonction
respiratoire des patients CF, toutes les mesures de VEMSpp des patients sous lvacaftor et
LUMA-IVA ont été exclues de I’analyse.

Les traitements immunosuppresseurs post-transplantation pouvant favoriser le developpement
d’infections respiratoires, seules les données relatives a I’infection a P. aeruginosa avant la
transplantation ont été analysees. De méme, les mesures de VEMSpp apres transplantation ont

été exclues de I’analyse de I’'impact de I’infection sur la fonction respiratoire.
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IV. Résultats

1. Description épidémiologique de I’infection par P. aeruginosa

Note étude a montré que parmi les 1231 enfants atteints de mucoviscidose analysés, 68,8 % (n
= 847) ont développé une primo-infection a P. aeruginosa et 19 % une colonisation chronique
(n =234). L’age médian de Pa-IA était de 5,1 ans (Intervalle de confiance a 95% (IC 95 %) :
3,8-6,2), dont un quart ont développé une Pa-CC a I’4ge de 14,7 ans (IC 95 % : 12,1-0) et dans
un délai de 6,9 ans (IC 95 % : 4,5-9,1) aprés la Pa-1A. Nous observons un recul de 1’age de la
Pa-CC dans les cohortes les plus récentes. Cette encourageante régression de 1’dge de
I’infection chronique pourrait étre le reflet de I’amélioration de la prise en charge médicale et

thérapeutique, standardisée depuis la création des CRCM.

Dans cette premiere étude dans une trés large cohorte pédiatrique, nous observons que le type
de mutation du géne CFTR, le sexe et la présence d’iléus méconial a la naissance ne sont pas
impliqués dans la variabilité¢ de I’infection a P. aeruginosa. L’environnement hospitalier ne
semble également pas jouer un réle puisque la taille des CRCM n’était pas associée a la Pa-1A,

ni a la Pa-CC ni au délai entre ces deux événements.

Cette étude met en évidence que les patients avec une CFRD ont un risque augmenté de Pa-1A
(HR:2,35;1C 95 % : 0,81-6,81) et de Pa-CC (HR : 1,70 ; IC 95 % : 0,56-5,15). Les enfants
avec une atteinte hépatique sont plus a risque de Pa-1A (HR : 1,30 ; IC 95 % : 0,98-1,73) mais
pas de la Pa-CC.

Deux SNP étaient associés a la Pa-1A et a la Pa-CC, il s’agit des variants rs35772018 et
rs361525 situés sur les génes DCTN4 et TNF respectivement. Deux SNP étaient associés a I’age
de survenue de la Pa-CC et au délai entre Pa-l1A et Pa-CC. Il s’agit des SNP rs57221529 et
rs4957048 situes sur le géne SLC9A3. Le variant rs8940 du géne CAV2 était associé au délai
entre la primo-infection et 1’infection chronique. Nous ne répliquons pas dans cette analyse

I’association entre les génes SLC6A14, MBL2 et TMC6 et I’infection a P. aeruginosa.

2. Impact de P’infection a P. aeruginosa sur le déclin de la fonction

respiratoire

Des données de fonction respiratoire (VEMSpp mesuré apres 1’age de 5 ans) étaient disponibles
pour 980 enfants. Cette étude montre que I’infection a Pa est un déterminant important de la
sévérité de ’atteinte respiratoire avec un impact sur la fonction respiratoire a chaque stade de
I’infection. En effet, le déclin annuel de VEMSpp a été estimé a -0,38 % (IC 95 % : -0,59 ; -
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0,18) avant la Pa-1A avec une accélération a -0,92 % aprés la Pa-1A (IC 95 % : -1,14 ; -0,71 ;
P-value <0,0001), et a -1,51 % apres la Pa-CC (IC 95 % : -1,86 ; -1,16 ; P-value = 0,0021).

3. Article

L'ensemble des résultats de cette premiere partie a donné lieu a une publication dans Journal of
Cystic Fibrosis en octobre 2021 (Mesinele et al. 2021). Les données complémentaires de

I’article sont présentes en Annexe VI.
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ABSTRACT

Background Cystic fibrosis (CF) lung disease is characterised by recurrent Pseudomonas aeruginosa (Pa)
infections, leading to structural lung damage and decreased survival, The epidemiology of Pa infection
and its impact on lung function in people with CF (pwCF), espedally in recent birth cohorts, remain
uncertain,

Methods We induded 1,231 French pwCF under 18 years of age. Age at initial acquisition (Pa-1A),
chronic colonisation (Pa-CC), and duration from Pa-IA to Pa-CC were estimated using the Kaplan-Meier
method, Demographic, clinical, and genetic characteristics were analysed as risk factors for Pa infection
using Cox regression models, Lung function dedine was assessed by modelling percent-predicted forced
expiratory volume in 1 s (ppFEV1) before Pa infection, after Pa-1A, and after Pa-CC,

Results Among the 1,231 pwCF, 50% had Pa-IA by the age of 5.1 years [95% confidence interval (CI)
3,8-6.2] and 25% had Pa-CC by the age of 14.7 years (95% CI 12,1 to o0). We observed that CF-related
diabetes and liver disease were risk factors for Pa, while gender, CFTR variants, and CF centre size were
not. Genetic variants of TNF, DCTN4, SLC943, and CAV2 were confirmed to be associated with Pa, The
annual rate of ppFEV1 decline before Pa was -0.38% predictedjyear (95% CI -059 to -0,18), which de-
creased significantly after Pa-IA to -0,93% predicted/year (95% CI -114 to -0.71) and after Pa-CC to -1.51%
predicted/year (95% CI -1.86 to -116),

Conclusions We identified and replicated several risk factors associated with Pa infection and showed
its deleterious impact on lung function in young pwCF, This large-scale study confirmed that Pa airway
infection is a major determinant of lung disease severity.

© 2021 European Cystic Fibrosis Sodety, Published by Elsevier BV, All rights reserved,

1. Introduction

People with cystic fibrosis (pwCF) experience a decrease in lung
function over the course of the disease, which is worsened by
pulmonary exacerbations [1]. End-stage lung disease is caused by
structural lung damage due to the inflammation associated with
recurrent bacterial infections [2]. Pseudomonas aeruginosa (Pa) is
one of the most commonly isolated pathogens in the airways of
pwCFE. Clinicians closely monitor the occurrence of Pa-positive air-
way cultures, as they may change the lung disease course and re-
quirements for therapeutic care. After Pa initial acquisition (Pa-1A)

* On behalf of the French CF Modifier Gene Study Investigators
* Corresponding author at; AP-HP, Hépital Trousseau, Pediatric Pulmonary De-
partment, 26 Avenue du Docteur Arnold Netter, 75012 Paris, France
E-mail address; harriet.corvol@aphp fr (H, Corvol),
! Equally contributed

https;//doi,org/10,1016/j o, 2021,09,017

and despite effective eradication therapies (inhaled, oral, and/or in-
travenous antibiotics with success rates ranging from 25% to 100%)
[3], persistent infection may occur. This leads to chronic Pa coloni-
sation (Pa-CC), which is extremely difficult, if not impossible, to
eradicate [4]. Cystic fibrosis (CF) registries report that 28.5% and
25.1% of pwCF under 18 years of age had positive airway cultures
for Pa in France and in the US, respectively, while 9.5% and 14%
were chronically colonised in France and Europe, respectively [5-
7]. The prevalence of Pa infection has decreased over the years
but remains substantial [6,8]. Describing the natural history of Pa
colonisation and the identification of risk factors may help identify
pwCF at most risk of Pa-IA and Pa-CC for monitoring and thera-
peutic care adjustment.

Considerable uncertainty remains regarding the epidemiology
of Pa infections in pwCF. For example, the reported mean age of
Pa-1A ranges between 1 and 8 years [9-12], and results regard-
ing potential risk factors such as sex, CFIR genotype, and meco-

1569-1993/© 2021 European Cystic Fibrosis Society, Published by Elsevier BV, All rights reserved,
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nium ileus vary among studies [11-16]. Almost 50% of the phe-
notypic variability of Pa acquisition could be due to genetic mod-
ifiers [17] and several studies have identified specific variants as
risk factors for Pa-1A and Pa-CC [18-23]. Pa infection has also been
extensively studied in pwCF to assess whether it could be associ-
ated with a steeper decline in lung function but without consistent
results [24-27).

Comparison of results regarding the epidemiology of Pa-l1A and
Pa-CC, their risk factors, and their potential association with lung
function decline have been difficult because definitions and statis-
tical methods were not the same in the studied CF cohorts [9,11-
16,24,25]. Moreover, some of these studies involved a limited num-
ber of pwCF or a short follow-up duration or are now quite out-
dated [9,11,13,15,16]. Indeed, in the last decade, standardisation of
therapeutic guidelines and organisation of CF care in specialised
centres have improved CF data accessibility and quality, allowing
new analyses of Pa airway infections.

In the present study, we analysed a large French cohort of chil-
dren with CF to identify risk factors and genetic modifiers for Pa-
IA, Pa-CC, and progression from Pa-IA to Pa-CC. We modelled lon-
gitudinal lung function data and age at Pa-IA and Pa-CC to pre-
cisely estimate the impact of these events on lung function decline.

2. Materials and methods
21. Study design and patients

The “French CF modifier gene study” is a nationwide observa-
tional study of pwCF in France with prospective data collection
from participants. Here we aimed to evaluate the epidemiology of
Pa infection in pwCE As of 31 December 2019, 4961 pwCF, at-
tending one of the 47 French CF centres, were included in this na-
tional cohort (corresponding to ~70% of all French pwCF) [6]. The
study was approved by the French ethical committees (Comité de
protection des personnes n°2004/15 and Commission Nationale de
L'informatique et des Libertés n°04.404). Written informed consent
was obtained from each patient and/or guardian.

Following the adoption of neonatal CF screening in 2001 in
France, CF care has been reorganised with the designation of 47 re-
gional expert CF centres, the publication of national recommenda-
tions [28,29] and the standardised prospective collection of longi-
tudinal data. Data from the participating CF centres were collected
from electronic or paper medical records and input into a national
database for this analysis. All pwCF born between 1 January 2001
and 31 December 2019 were included (age range: O to 18 years old,
n = 1,720). According to the French CF registry, 79.5% of pwCF in
this age range consulted at least four times per year in 2018 [2],
in agreement with national and international CF care recommen-
dations [29,20].

We excluded pancreatic-sufficient pwCF (n = 242, see Supple-
mentary Information for pancreatic status definition) [31], pwCF
with non-European ancestry to homogenise genetic background
(n = 217), and pwCF for whom phenotypic data were not available
due to their recent inclusion (n = 31) Finally, 1,231 young pwCF
were included in the analyses.

Sex, CFTR genotype, meconium ileus, CF-related diabetes
(CFRD), and CF-related liver disease (CFLD) were analysed (see
Supplementary Information for CFRD and CFLD definitions)

We ranked the CF centres according to the number of pwCF
followed-up based on the French national CF registry [6]. We de-
fined small CF centres as those following less than 125 pwCF (the
median number of patients at a reference centre) and large CF cen-
tres as those following 126-182 pw(F. Among the 47 CF centres, 25
were small.

[mSG;Octobear 7, 2021;15:43)
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2.2. Ri-lA, Pa-CC, and time from Pa-IA to Pa-CC

Microbiological analyses of sputum samples were conducted
quarterly in expert laboratories affiliated with CF centres in all
pwCF, according to French CF care recommendations [29]. Physi-
cians determined the date of Pa-IA as the date of the first Pa iso-
lation and the date of Pa-CC according to the standardised defini-
tion: at least three positive samples at least 1 month apart over a
6-month period [29]. Age at Pa-CC was the age at the third isola-
tion. The duration between Pa-1A and Pa-CC was also analysed.

2.3. Lung function

According to CF care recommendations, lung function testing
including spirometry should be performed at every centre visit in
pwCF old enough to cooperate (usually =5 years old) [29,20]. Mea-
surements of the forced expiratory volume in one second (FEV,)
were collected at each visit and expressed as percent-predicted
values (ppFEV,) using the Global Lung Function Initiative equations
[32]. Measurements of ppFEV, of pw(CF undergoing CFTR modu-
lator therapy, such as ivacaftor and lumacaftor-ivacaftor, were ex-
cluded. For pwCF undergoing lung transplantation (n = 8), mea-
surements of ppFEV, after transplantation were excluded.

24. Genotyping

We conducted a replication study of gene variants that had
already been shown to be associated with Pa-IA and/or Pa-CC
in pwCF [18-23]. Using Kompetitive Allele Specific PCR (LGC
Group, Teddington, United Kingdom), we genotyped 14 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in or near the following genes:
SLC9A3 (rs57221529, rs4957048), TNF (rs1800629, rs361525),
CAV2 (rsBS40), TMC6 (rs34712518, r1s2748427, 1512449858),
SLC6A14 (rs3788766), DCTN4 (rs11954652, rs35772018), and
MBL2 (rs5030737, rs7096206, rs11003125).

2.5. Statistical analysis

Descriptive statistics are reported as mean =+ standard devia-
tion or percentages and 95% confidence intervals (95% Cls), as ap-
propriate. The ages at Pa-IA and Pa-CC were computed for each
person with CE. Those for whom infection or colonisation date was
not reported were censored at their age at the last visit. When Pa-
IA or Pa-CC was reported with no age, we considered that it was
interval-censored between birth and the age at which it was first
mentioned. According to the censoring rules (see Supplementary
Information for censoring), 38 (3%) pwCF were interval-censored
for Pa-IA analysis and 14 (1%) pwCF for Pa-CC and duration from
Pa-1A to Pa-CC analysis. We used Cax proportional hazards regres-
sion models adapted to interval-censored data to compute hazard
ratios (HRs) [33]. Cumulative incidence curves, median and quar-
tile ages at Pa-IA, Pa-CC, and time between infection and colonisa-
tion were estimated using the Kaplan-Meier method for interval-
censored data.

Covariables changing over time (CFRD and CFLD) were com-
puted by quarter and used in a time-varying Cox analysis.

For the replication genetic association study, we applied addi-
tive SNP coding when the SNP minor allele frequency (MAF) was
higher than 0.1 and dominant coding otherwise. Reference alle-
les were determined as those with the highest frequencies in the
European population (http:/fwww.ensembl.org). Fisher's exact test
was used to test conformance of the allele frequencies with the
Hardy-Weinberg equilibrium, and linkage disequilibrium between
genetic variants was assessed by computing R? and D

We used linear mixed model regression to compute the change
in ppFEV, according to age and Pa infection status. For each pwCF,
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Table 1

Baseline characteristics of the young people with cystic fibrosis,
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Allyoung pwCF  Young pwCF with P. asruginosa initial acquisition
n- 1231 n - 847
Males, % (n) 52% (645) 51%(433)
CFTR genotypes, % (n)
F508del homozygotes S6% (687) 56% (477)
F508del heterczygotes 36% (449) 36% (308)
Others 8% (95) 7% (62)
Meconium ileus, % (n) 20% (242) 19% (159)
Current age* (years), mean + SD 129 £ 40 13636
Year of birth
2001-2003 26% (318) 31% (265)
2004-2006 27% (328) 28% (240)
2007-2009 25% (304) 23%(199)
=2000 23% (281) 17% (143)
Age at CF diagnosis (years), mean = SD 03+10 0310
Follow-up timet (years), mean + SD 11142 120+ 39
Death, % (n) 04% (5) 0.2%(2)
Lung transplant, ¥ (n) 0.6% (8) 0.8%(7)
Number of ppFEV1{ measurements per year, mean (95% CI) 3.45(3.35-354) 349 (337-360)

*At December 31, 2019; {Time between the birth date and the date of last news; {Forced expiratory volume in one second (FEV1) mea-
surements were expressed as percent-predicted values (ppFEV1) using the Global Lung Function Initiative equations [32], number of mea-

surements was computed in the 1100 pwCF aged over 5 years of the lung function decline analysis
Abbreviations; pwCF: people with cystic fibrosis; CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

all longitudinal ppFEV; data were included in the model. We de-
scribed individual trajectories of ppFEV, by a segmented regres-
sion with changes in slope at the age at Pa-IA and Pa-CC and esti-
mated the average change per year in the periods before Pa-IA, be-
tween Pa-IA and Pa-CC, and after Pa-CC. More precisely, the model
was: ppFEV; (a) = by + by age + b; (age — agej)+ + by (age -
agecc), + &; where by was the slope corresponding to the natural
decline of ppFEV, with age, b; and b; were the additional slopes
after Pa-1A and after Pa-CC, (), was the positive part function, and
& was a normally distributed error. We used random intercepts
and slopes to capture the heterogeneity in decline in ppFEV; and
a first-order autoregressive error to capture residual serial correla-
tion that arises from repeated measurements of the same patient
[34].

All analyses were carried out using the R software (ver-
sion 4.1.0, hrtp://www.R-project.org') using packages “lmed4™ [35],
“nlme" [36], “survival" [37], and “MIICD".

3. Results
31. Study population and age at Pa infection

As of 31 December 2019, the mean age of the 1,231 pwCF was
12.9 years (+ 4.0 years) with an average follow-up time of 111
years (+ 4.2 years) (Table 1). Among the 1,231 pwCF analysed, five
died and eight had a lung transplant during the study period. Pa-
IA occurred in 847 children (68.8%) at a median age of 5.1 years
(95% CI 3.8 to 6.2) (Figure 1A and Table S1). By the age of 147
years (95% CI 12.1 to o), 25% of all pwCF had progressed to Pa-
CC (Figure 1A and Table S1) Among the 847 patients with Pa-IA,
25% developed Pa-CC within 6.9 years (95% CI 4.5 to 9.1) following
Pa-1A (Figure 1B and Table S1).

3.2. Risk factors for Pa-IA and Pa-CC

Clinical and demographic risk factors associated with Pa-1A, Pa-
CC, and time between these events are shown in Table 2, and me-
dian and quartile ages are detailed in Table S1. Age at Pa-CC in-
creased in pwCF born after 2003 and in the most recent CF co-
horts, whereas this was not the case for Pa-IA (Figure S1). More-
over, pwCF born later had a lower risk of Pa-CC than those born
between 2001 and 2003, as detailed in Table 2. pwCF with CFRD

had an increased risk of Pa-IA (HR: 2.35, 95% CI: 0.81-6.81) and
Pa-CC (HR: 1.70, 95% CI: 0.56-5.15) (Table 2 and Table S1).

Young pwCF with CFLD had an increased risk of Pa-IA (HR 1.30;
95% CI: 0.98-1.73). The risk was unchanged for Pa-CC (HR 1.01; 95%
Cl: 0.67-1.53) (Table 2) Neither sex, CFTR variants, meconium ileus
at birth, or the size of the CF centres was associated with age at
Pa-1A or Pa-CC or time in between Pa-IA and Pa-CC (Table 2).

3.3. Genetic analysis

The results of the SNP replication study are described in Table 3
and illustrated in Figures S2 to S6, and the median and quartile
ages are detailed in Table S2. Briefly, two SNPs located in DCTN4
and TNF (rs35772018 and rs361525, respectively) were associated
with both Pa-1A and Pa-CC (HRs detailed in Table 3; illustrations in
Figures S2 and S3).

Two SLC9A3 SNPs, rs57221529 and rs4957048, were associated
with Pa-CC and the time between Pa-IA and Pa-CC (HRs detailed in
Table 3; illustrations in Figures S4 and S5). They were not in strong
linkage disequilibrium (R* = 0.76, D'= 0.90).

CAV2 rsB940 was associated with the duration between Pa-1A
and Pa-CC (HRs detailed in Table 3 and Figure S6). CAV2 rs8940
MAF was higher in our cohort than in the European population
(0.30 vs. 0.16, respectively), with an overrepresentation of the ho-
mozygotes for the rare allele (Table S3). We found no association
between variants of SLC6A14, TM(C6, and MBL2 and age at Pa-IA,
Pa-CC, or time in between Pa-IA and Pa-CC (Table 3).

34. Impact of Pa infection on lung function

Among the 1,231 pwCF included, 1,100 had data of ppFEV,
available after the age of 5 years with an average number of mea-
surements of ppFEV,; of 3.45 (95% CI 3.35 to 3.54)/year (Table 1).
The average annual rate of change in ppFEV, was -0.38%/year (95%
Cl: -0.59 to -0.18) in pwCF unaffected by Pa or before initial infec-
tion. The decrease was faster after Pa-1A and after Pa-CC (Table 4),
with an annual rate of change of -0.92%year (95% CI: -1.14 to -
0.71) after Pa-IA and of -1.51%/year (95% CI: -1.86 to -1.16) after
Pa-CC.
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Fig. 1. (A) Cumulative incidence of Pseudomanas aeruginosa (Pa) initial acquisition (blue) and chronic colonisation (orange) according to age in 1231 young people with
cystic fibrosis (pwCF) born after 2000, with 95% Cls, (B) Cumulative incidence of Pa chronic colonisation according to duration after initial acquisition in 847 young pwCF,

with 95% Cl,
Table 2
Analyses of clinical and demographical characteristics as risk factors for Psaudomanas aeruginosa initial acquisition, chronic colonisation,
and duration from initial acquisition to chronic colonisation in 1231 young people with cystic fibrosis,
Initial acquisition  Chronic colonisation  Duration from initial acquisition to chronic colonsation
HR (95% CIy* HR (95% CI)* HR (95% CI)*
Sex
Female Reference Reference Reference
Male 0,95 (0.83-1,09) 085 (0.66-1,10) 0.85 (0,66-1,10)
Year of birth
2001-2003 Reference Reference Reference
2004-2006 090 (0.75-107) 071 (0.51-0,98) 0.78 (0.57-1.07)
2007-2009 092 (0.76-1,11) 072 (0.50-1,04) 0.82 (0,57-1,16)
=2009 1,00 (0.81-1,24) 066 (0.40-1,07) 0,75 (0.47-1.21)
(FTR genctype
F508del homozygotes Reference Reference Reference
F508del heterozygotes 097 (0.84-1,12) 1,01 (076-133) 1,00 (076-132)
Others 098 (0,75-1.28)  135(086-2,12) 1,36 (0.87-2,14)
Meconium ileus
Absence Reference Reference Reference
Presence 1.06 (0,88-1,28) 0,80 (0,54-1.18) 0,79 (0,53-1,18)
CFRD
Absence Reference Reference Reference
Presence 235(081-681) 1,70 (0,56-5,15) 133 (0.47-379)
CFLD
Absence Reference Reference Reference
Presence 1,30 (0.98-1,73) 1,01 (0.67-1,53) 0,84 (0,56-1,24)
Size of CF care centre (n)
Small (=125) Reference Reference Reference
Large (126-282) 1,01 (0.88-1,15) 104 (0.81-135) 1,04 (0.81-1.35)
*HRs of sex, year of birth, (FTR genotype, meconium ileus, and size of CF care centre were computed by Cox proportional hazards
regression models adapted for interval-censored data; HRs of CFRD and CFLD were computed by Cox proportional hazards regression
models adapted for time-varying covariables
Abbreviations; HR; hazard ratio: CFTR; cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; CFRD; cystic fibrosis related diabetes;
CFLD;, cystic fibrosis related Iiver disease
4. Discussion CAV2) with Pa-1A andjor Pa-CC. We also determined lung function

Over the past three decades, numerous studies have focused on
Pa infection in pwCF, with varying results [9-16,24-27 38]. Large
studies were scarce and often focus on specific risk factors [14,16].
Here, we provided a description of the course of Pa-1A and Pa-CC
and studied several risk factors simultaneously. We replicated the
association of several genetic modifiers (TNF, DCTN4, SLC9A3, and

decline before and after Pa-1A and Pa-CC.

The “French CF modifier gene study" includes more than 93% of
all French pwCF born after 2001, limiting selection bias [39]. We
found that Pa infection occurred early in childhood, with the me-
dian age of patients being 5.1 years at Pa-IA. One-quarter of the
pwCF were chronically colonised with Pa by the age of 14.7 years,
within 6.3 years after Pa-IA. These results suggest that pwCF in
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Association analyses between modifier genes and Pseudomonas ceruginosa initial acquisition, chronic colonisation, and duration from
initial acquisition to chronic colonisation in 1,231 young people with cystic fibrosis,

Gene Alleles*  Initial acquisition  Chronic colonisation  Duration from initial acquisition to chronic colonisation
HR (95% CIy** HR (95% Cl)** HR (95% CI)**
caav2
rs8940 qgGc 1,07 (0,97-1,19) 083 (0,68-1,02) 0,79 (0,65-0,96)
SLC9A3
1s57221520 AJG 1,06 (0.94-1,19) 1,27 (1,03-1,56) 1,27 (1,03-1,56)
rsd957048 AjG 1,10 (0.98-1,24)  141(1,14-175) 1,39 (1,12-172)
T™CE
rs34712518t QT 1,03 (0.83-128) 1,06 (0,71-1,60) 1,06 (0,70-1,59)
152748427 AjG 1,08 (0.97-1.21) 097 (0.78-1.21) 091 (0.73-1,13)
1512449858t A/G 090 (0.75-1,08) 0,69 (0.47-1,02) 0,73 (0,49-1,08)
SLCeAT4
rs3788766 AjG 1,02 (0.94-1,11) 0,98 (0,84-1,15) 0,96 (0.82-1,12)
DCIN4
rs11954652t (/G 1,23 (0,99-1,52) 1,26 (0,85-187) 1,11 (0,75-1.64)
1s35772018t (/T 142(1,03-1,95) 181 (1,07-3.07) 1,45 (0,86-246)
MBL2
rsS030737t  AJG 0,83 (0.67-102) 096 (0.66-142) 1,16 (0,79-171)
157096206 G 095 (0.84-107) 094 (075-1.18) 094 (0,75-1,18)
rs11003125 (/G 094 (0.85-104) 095(079-1,15) 1,02 (0.84-1,23)
TNF
rs1800629 AjG 095 (0.82-1,09) 0,89 (0,67-1,18) 0,93 (0.69-1,24)
rs361525¢% AjG 131 (1,04-1,65) 153 (1,04-2.27) 1,28 (0.87-1.89)
*Minor alkle in European Population are in bold: **HRs were computed by Cox regression adapted for interval-censored data,
{Dominant model,
Abbreviation: HR: hazard ratio,
Table 4
Lung function decline in people with cystic fibrosis according to Pseudomonas aeruginosa infection
status,
Parameter Estimate (95% Cl) P-value**
ppFEV1* change rate without Pa J before Pa-1A (% year) -0,38 (-0,59; -0,18)  0.0002
Additional change rate after Pa-IA (%] year) -0.54 (-0,78: -031)  <0,0001
Additional change rate after Pa-CC (%/year) -059 (-096: -021) 00021

*Forced expiratory volume in one second (FEV1) measurements were expressed as percent-
predicted values (ppFEV1) using the Global Lung Function Initiative equations [32], allowing ad-

justment of the model on age, sex, and height,
*+ For comparison to 0,

Abbreviations; Pa-1A; Pseudomonas eeruginosa initial acquisition, Pa-CC; Pseudamaonas aeruginosa

chronic colonisation

France seem to be at a lesser risk of Pa infection than those in
the US, as Heltshe et al reported a median patient age at Pa-l1A
of less than 3 years and found that 20% of the pwCF had devel-
oped chronic infection by the age of 10 years [10]. These differ
ences in age estimates in our cohort could be due to differences in
sampling methods and the definition of Pa-related events. For ex-
ample, the French national guidelines recommend collecting spu-
tum, aided by inhalation of aerosolised hypertonic saline in young
patients, rather than oropharyngeal swabs [29]. Our definition of
Pa-CC (i.e. at least three positive samples at least 1 month apart
over a 6-month period) could lead to larger estimates compared
to the Leeds Criteria for Pa-CC [40,41]. We however did not have
access to the raw data to compute the Leeds criteria. Including
these definitions in French recommendations would make it eas-
ier for future comparisons. We finally acknowledge that deviations
from the recommended “sample every quarter to screen for Pa
infection and colonisation™ would bias the ages at Pa-lA and Pa-
CC upwards, although skipping a few samples should have limited
consequences.

We observed that Pa-CC occurred later in the most recent birth
cohorts, similar to that in American children [8]. This may reflect
improvements in the standardisation of therapeutic care, especially
since the establishment of specialised CF care centres. As of 31 De-
cember 2019, the follow-up of the pwCF is still underway; there-
fore, more pwCF will acquire Pa-1A andfor Pa-CC later in their life,
modifying the age estimates.

Minimal function CFTR variants have been associated with the
precocity of Pa infection [14]. As most pancreatic-insufficient pwCF
have minimal function CFTR, the absence of association between
CFTR F508del variant and Pa-IA or Pa-CC that we reported may
be expected when analysing only pancreatic-insufficient pwCF. We
found that attending large CF centres did not change the risk of Pa-
1A and Pa-CC and neither did gender or meconium ileus. Although
statistical significance was not achieved, we found that pwCF with
CFRD and/or CFLD had an increased risk of Pa-IA and/or Pa-CC. In-
terestingly, several studies reported an association between Pa in-
fection and CFRD [42-44]. Precisely dissecting the direction of this
association could be the object of future studies. Concerning CFLD,
the association with Pa infection has been little studied; only one
study suggested that cirrhosis may increase susceptibility to in-
fection [45]. Besides, other variables such as socioeconomic status
may change the exposure and course of Pa infection in pwCE. Al-
though the French social security system guarantees 100%¥ cover-
age of healthcare expenses for pwCF, differences in conditions of
life and socioeconomic status would be interesting to study in this
respect. Also, we could not assess treatment regimens after Pa-1A
which can delay the age at Pa-CC.

We replicated the association of several variants located in
genes other than CFTR with Pa infection. CAV2 rs8940 was asso-
ciated with the duration between Pa-IA and Pa-CC, with a pro-
tective effect of the minor allele. A similar trend has been previ-
ously reported for Pa-CC [21]. Genetic linkage between CAV2 and
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CFTR might explain this association, as the loci are at a distance of
only 1 Mb. However, the association between CAV2 and Pa-IA was
found to be independent of the CFTR variants [21]. We replicated
the influence of SLC9A3 (rs4957061) on susceptibility to Pa-lA, as
previously shown in children with CF [19]. We found genetic vari-
ants in SLC9A3 (rs4957048 and rs57221529) involved in Pa-CC and
the duration from Pa-IA to Pa-CC. These SNPs have also been de-
scribed as modifiers of lung function in CF [46] and are located in
a solute carrier gene involved in sodium transport. Solute carriers
might play an important role in CF pathophysiology by counteract-
ing or worsening the impact of CFTR defects on ion and fluid trans-
port across the epithelia, thereby playing a role in Pa infection. We
did not find an association between SLC6A14 or MBL2 and Pa in-
fection. The genetic background of pwCF was homogeneous, with
both parents with European ancestry. Therefore, population sub-
structure is unlikely to explain the reported associations. Overall,
candidate variants were only present in a small proportion of the
pwCF (MAF, 0.02-0.30), with fewer contributions to the variability
in age at Pa infection (HRs from 0.79 to 1.81) and with limited sta-
tistical power (see Supplementary Analysis). This was at odds with
a twin study in which genetic modifiers explained almost 50% of
the variance in Pa acquisition [17]. Whole-genome analyses, rather
than candidate variant approaches, may help reconcile these re-
sults.

Finally, we found that the decrease in lung function changed
with the Pa status. The mean annual decrease in ppFEV, prior to
Pa-1A was 0.38%fyear, which increased to 0.93% after Pa-1A, and
up to L50%/year in those with Pa-CC. No impact of Pa-CC was
found in an analysis of lung disease progression in a cohort of
Dutch children with CF (n = 545, age: 11.9 + 3.8 years) [26]. Con-
versely, Pittman et al. compared severe and mild lung phenoty pes
and found that younger age at Pa-IA and Pa-CC was associated
with lung disease severity [24]. Other studies concur with the rela-
tionship between Pa infection and lung function [25,27]. However,
the comparison of the results remains difficult because the analysis
methods are different. Here, we used longitudinal measurements
of ppFEV; of 1100 pwCF, where each person with CF is his or her
own control. The linear mixed model allowed the estimation of the
impact of Pa-1A and Pa-CC on lung function. However, we acknowl-
edge that this analysis could only inform the impact of Pa-IA and
Pa-CC that occurred after the first measurement of ppFEV,, typi-
cally between 5 and 6 years of age. Consequently, the estimation
of the slope of decline in ppFEV, before Pa infection was based on
pwCF older than 5 years and with a later age at Pa-1A. In a recent
cohort analysis, the authors modelled ppFEV; with age using cubic
splines [47]. They showed that over the age range of 0-18 years,
the decrease in ppFEV, was almost linear, supporting our choice
in modelling. The acceleration in decline after the establishment
of Pa-CC underlines the need to delay the progression from Pa-1A
to Pa-CC. As Pa infection is a major determinant of lung disease
severity in pwCF, preservation of lung function requires intensive
monitoring of airway infections from an early stage.

We collected data from paper and electronic patient records.
We acknowledge that some information may be missing from
these sources, especially in older pwCFE. If information was miss-
ing in those, though, it would preferentially lead to estimate an
older age at infection or colonisation, contrary to observation. This
suggests that missing information might not have biased the anal-
ysis in this respect. Few pwCF had too little information to date
precisely Pa-IA or Pa-CC; it was 38 pw(F for Pa-IA and 14 for Pa-
CC. A sensitivity analysis excluding these pw(CF showed that the
median ages at Pa-IA or Pa-CC increased by 4-8 months (see Sup-
plementary Analysis).

In conclusion, our study on a large cohort of young pwCF made
it possible to determine the clinical and demographic risk factors
for Pa airway infection. We replicated genetic modifiers for early
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Pa-IA, Pa-CC, and short durations between both events. Our results
contribute to explaining the variability and implications of Pa in-
fection on CF lung function. A thorough understanding and charac-
terisation of the interindividual variability of Pa infection will allow
the identification of pwCF at risk of developing early Pa-IA and/or
Pa-CC. This is a fundamental step towards predictive and preven-
tive medicine, based on the evaluation of the risks of developing
complications and oriented toward the preservation of the pwCF
health capital.
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V. Reésultats complémentaires
1. Facteur de risque nutritionnel

a. Contexte, matériel et méthode

Le poids des patients CF ayant été associé a la Pa-1A (Maselli et al. 2003) puis ce résultat
controversé (Rosenfeld et al. 2012), nous avons évalué le statut nutritionnel comme facteur de

risque potentiel de la précocité de I’infection a P. aeruginosa.

Pour cette analyse, nous avons repris la méme conception d’étude que celle de 1’article. Elle
portait donc sur les 1231 enfants atteints de mucoviscidose et répondants aux criteres
d’inclusion (CF, insuffisance pancréatique, nés apres 2001 et d’origine européenne). Le statut
nutritionnel a été considéré comme une variable dépendante du temps et définit en fonction de
I’'IMC, transformé en Z-score selon les normes de croissance de l'enfant définies par
I'organisation mondiale de la santé (OMS) (de Onis et al. 2007). Nous avons estimé la moyenne
trimestrielle de I’IMC Z-score, et les patients ont été classés comme étant soit dénutris, lorsque

I’IMC Z-score était inférieur a la médiane (IMC Z-score < -0,295), soit normaux.
b. Resultats

Le statut nutritionnel n’était pas associé a 1’age a la Pa-1A, ni la Pa-CC ni au délai entre les
deux (Tableau 2). Ces résultats peuvent étre le reflet de I’amélioration de la prise en charge
nutritionnelle des patients CF, notamment depuis la standardisation des soins et la mise en place
des CRCM. Cependant, ces résultats pourraient étre dus a des données manquantes. Seuls 588
enfants CF ont été inclus dans I'analyse de la Pa-l1A. En effet, peu de mesures de poids ont eté

collectées avant I'age de 5 ans ; pouvant conduire a un biais important de censure a gauche.

Tableau 2 | Analyse du statut nutritionnel comme facteur de risque de I’infection a P. aeruginosa.
Résultats des régressions de Cox évaluant 1’age de survenue de la primo-infection, de I’infection
chronique a P. aeruginosa et du délai entre primo-infection et infection chronique en fonction du statut
nutritionnel, chez 1231 enfants atteints de mucoviscidose.

Primo-infection Colonisation chronique Temps entre primo-infection et
a P. aeruginosa a P. aeruginosa colonisation chronique
HR (IC95 %) * HR (IC95 %) * HR (IC95 %) *
Statut nutritionnel
Dénutrition Référence Référence Référence
Normal 0,87 (0,64-1,18) 0,96 (0,61-1,50) 1,31 (0,83-2,07)

*Hazard-ratio calculés par régression de Cox adaptée aux variables dépendantes du temps.
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2. Etude des co-infections bactériennes et fongiques respiratoires

a. Contexte

Les co-infections bactériennes ont été suggérées comme facteurs predisposant a un age plus
précoce d’infection a P. aeruginosa. En particulier, la présence de Staphylocoque aureus dans
les voies aériennes respiratoires des enfants CF, et les thérapies d’éradication de cette bactérie
seraient un accélérateur de la survenue de la Pa-1A (Maselli et al. 2003; Stutman et al. 2002;
West et al. 2002). Afin d’évaluer le role des co-infections bactériennes et fongiques dans
I’acquisition et la chronicisation de I’infection a P. aeruginosa, nous avons analysé la présence
d’une primo-infection ou d’une colonisation chronique a Aspergillus, Haemophilus influenzae,
Stenotrophomonas maltophilia, Staphylocoque aureus sensible ou résistant a la méticilline et
Alcaligenes xylosoxidans comme facteurs de risque ; ainsi que la survenue d’une aspergillose

broncho-pulmonaire allergique.
b. Matériel et méthode

Les données de co-infection ont été considérées comme des variables dépendantes du temps,
nous avons donc adapté le modele de regression de Cox a cette caractéristique. Les durées de
survie des événements Pa-1A et de la Pa-CC ont été segmentée par trimestre. Nous avons défini
une co-infection (primo-infection ou colonisation chronique) comme présente lorsque 1’age de
survenue de la co-infection était antérieur a I’age de survenue de I’infection a P. aeruginosa
(Pa-1A ou Pa-CC) ou I’age au moment de la censure a droite pour les enfants CF sans

événement.

Les ages de survenue des primo-infections ou colonisations chroniques des co-infections ont
été estimés par la méthode de Kaplan-Meier adaptée aux données censurées par intervalle. Ces
données sont disponibles en Annexe VI, ainsi que les courbes d’incidence cumulée en Annexe
VIII.

c. Résultats

L’ensemble des co-infections bactériennes et fongiques analysées sont associées a une survenue
plus précoce d’infection a P. aeruginosa (Tableau 3). Chez les 1231 enfants analysés, la
bactérie Staphylocoque aureus sensible a la méticilline (SAMS) est la plus fréquemment
retrouvée, 513 et 251 enfants étaient respectivement primo-infectés et colonisés chroniques a

cette bactérie au moment de leur primo-infection & P. aeruginosa. Chez les enfant colonisés
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chroniques a SAMS, le risque d’une survenue de Pa-1A était augmenté de 54 % (HR : 1,54 ; IC
95% : 1,32-1,80) et celui de Pa-CC de 66 % (HR : 1,66 : IC 95% : 1,24-2,21) (Tableau 3).

Tableau 3 | Analyse des co-infections bactériennes et fongiques respiratoires comme facteur de risque
de I’infection a P. aeruginosa.

Résultats des régressions de Cox évaluant 1’age de survenue de la primo-infection et de la colonisation
chronique a P. aeruginosa des co-infections a Aspergillus, Haemophilus influenzae, Stenotrophomonas
maltophilia, Staphylocoque aureus sensible ou résistant a la méticilline et Alcaligenes xylosoxidans ; et
de la survenue d’une aspergillose broncho-pulmonaire allergique.

Primo-infection Colonisation chronique
a P. aeruginosa a P. aeruginosa
HR (IC 95 %) * P-value HR (IC 95 %) * P-value

Aspergillose broncho-pulmonaire 1,59 (0,57-4,49) 0,3785 2,54 (1,49-4,35) 0,0007
allergique
Aspergillus

Primo-infection 1,24 (0,88-1,73) 0,2155 1,66 (1,14-2,40) 0,0078

Colonisation chronique 6,40 (3,76-10,9) <0,0001 1,79 (0,55-5,85) 0,3340
Haemophilus influenzae

Primo-infection 1,39 (1,19-1,62) <0,0001 1,05 (0,79-1,39) 0,7415

Colonisation chronique 1,44 (1,10-1,88) 0,0081 1,44 (0,96-2,16) 0,0764
Stenotrophomonas maltophilia

Primo-infection 1,74 (1,41-2,13) <0,0001 1,72 (1,27-2,33) 0,0005

Colonisation chronique 1,70 (1,02-2,84) 0,0423 3,17 (2,03-4,94) <0,0001
Staphylocoque aureus
sensible a la méticilline

Primo-infection 1,68 (1,45-1,95) <0,0001 1,30 (0,96-1,76) 0,0864

Colonisation chronique 1,54 (1,32-1,80) <0,0001 1,66 (1,24-2,21) 0,0007
Staphylocoque aureus
meéticilline résistant

Primo-infection 1,54 (1,18-2,02) 0,0015 2,02 (1,42-2,89) 0,0001

Colonisation chronique 1,54 (0,90-2,64) 0,1143 1,80 (0,95-3,42) 0,0729
Alcaligenes xylosoxidans

Primo-infection 1,96 (1,11-3,47) 0,0204 1,47 (0,78-2,79) 0,2369

Colonisation chronique 1,74 (0,47-6,35) 0,4047 1,76 (0,59-5,27) 0,3100

*Hazard-ratio calculés par régression de Cox adaptée aux variables dépendantes du temps

3. Facteurs de risque géographiques
a. Contexte, matériel et méthode

La disparité spatiale de I’infection a P. aeruginosa a été explorée, notamment aux Etats-Unis,
ou il est observé des différences dans la survenue de la Pa-l1A en fonction des coordonnées du
lieu de résidence des patients (longitude et latitude) et des états (Psoter et al. 2016; Psoter et al.
2014) ; mais également en Australie (Carson et al. 2021). Bien que la prise en charge médicale

des patients CF dans les CRCM soit homogene, nous avons étudié la variabilité géographique
Nous avons observé une différence géographique de la survenue de I’infection a P. aeruginosa.
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Nous avons utilisé la population et la méthodologie employées dans I’article, a savoir un modele
de régression de Cox adapté aux durées de survie censurées par intervalle. Les facteurs étudiés
étaient le gradient Nord/Sud, le gradient Est/ouest et les régions. Les régions étaient
déterminées selon leurs index téléphoniques. Les deux centres situés a 1’ile de la Réunion ont

été codés Sud, Ouest et leur index téléphonique était le 2.
b. Résultats

Chez les 1231 enfants CF, nous avons observé une précocité de la Pa-IA a I’Est de la France
avec un age médian de 4,4 ans (IC 95% : 3,7-5,3) comparativement a 1’Ouest ou 1’4ge médian
était de 5,6 ans (IC 95% : 5,1-6,3) ; correspondant & un risque augmenté de 16 % (HR = 1,16 ;
IC 95% : 1,01-1,32) (Tableau 4 et Figure 28A).

Concernant la Pa-CC, nous avons observé une différence de 3,8 ans dans 1’age quartile de la
Pa-CC, entre I’Est (12,3 ans ; IC 95% : 10,2-14,3) et I’Ouest (16,1 ans ; IC 95% : 12,3-0) ; soit
une augmentation du risque de 39 % a I’Est (HR = 1,39 ; ; 1C 95% : 1,07- 1,80) (Tableau 4 et
Figure 28B).

Aucune différence n’a été observée entre les régions ou en fonction du gradient Nord/Sud en

ce qui concernait la Pa-1A, la Pa-CC et de délai entre ces deux événements.

Tableau 4 | Analyse des facteurs de risque géographiques de I’infection a P. aeruginosa.

Résultats des régressions de Cox évaluant 1’age de survenue de la primo-infection, de I’infection
chronique a P. aeruginosa et du délai entre primo-infection et infection chronique a P. aeruginosa en
fonction des facteurs de risque géographiques chez 1231 enfants atteints de mucoviscidose.

Primo-infection Infection chronique Temps entre primo-infection et infection
a P. aerugi a P i chronigue a P. i
Patients a risque Mombre Hazard-ratio Patients a risque Nombre Hazard-ratio Patients a risque Nombre Hazard-ratio
% (n) d'événements (95% IC) * % (m) d'événements (95% IC) * % (n) d'événements (95% IC) *
Index téléphonique
01 10% [121) 28 Référence 10% [121) 24 Re&férence 10% (28) 24 Référence
02 29% [351) 212 0,84 (0,65-1,08) 29% [351) =7 0,97 {0,50-1,56) 258 (212) 57 1,14(0,71-1,84)
03 34% [413) 2599 1,17 (0,92-1,48) 343 [413) 79 1,15 {0,73-1,82) 358 (293) 79 1,06 (0,67-1,67)
04 20% (244) 171 1,08 (0,84-1,40) 20% (244) 50 1,42 (0,88-2,28) 20% (171) 60 1,35 (0,84-2,17)
o5 8% (102) 77 1,06 (0,78-1,44) 8% (102) 14 0,73 (0,38-1,42) % (77) 14 0,69 (0,36-1,33)
Gradient Nord/sud
Nord 71% [B68) 587 Référence T1% [868) 156 Re&férence 695% (587) 156 Référence
Sud 29% [353) 2850 1,08 (0,83-1,25) 29% [363) 75 1,16 {0,88-1,52) 313% (280) 78 1,07 (0,82-1,41)
Gradient Estfouest
Quest 51% (526) 421 Référence 51% (526) 103 Re&férence 50% (421) 103 Référence
Est 49% [505) 128 1,16 (1,01-1,32) 49% [505) 131 1,39 (1,07-1,8) 50% (428) 131 1,27 {0,38-1,65)

*Hazard-ratio calculés par régression de Cox adaptée aux données censurées par intervalle.
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Figure 28 | Incidences cumulées de I’infection a P. aeruginosa en fonction du gradient Est/Ouest.

A) Incidence cumulée de la primo-infection a P. aeruginosa en fonction de la région Est (rose) et de la
région Ouest (bleu). B) Incidence cumulée de 1’infection chronique a P. aeruginosa en fonction de la
région Est (rose) et de la région Ouest (bleu). Estimation selon la méthode de Kaplan-Meier.

4. Facteurs de risque climatiques et saisonnalité

a. Contexte

La littérature suggere que les différences géographiques de survenue de I’infection a P,
aeruginosa pourraient étre dues a la biodiversité régionale des isolats de P. aeruginosa dans les
sols. De plus, les caractéristiques environnementales locales modifieraient les propriétés
d’adhésion et de formation de biofilm de la bactérie. Ainsi, il a été¢ mis un évidence un caractére
saisonnier, avec une fréquence plus élevée en automne et en hiver, de la primo-infection a P.
aeruginosa et de diverses infections bactériennes typiques de la mucoviscidose (Johansen et
Hoiby 1992; Psoter et al. 2013; Psoter et al. 2017b). Enfin, ces facteurs saisonniers seraient en
partie modulés par des différences climatiques, notamment la température et I’humidité
(Collaco et al. 2011; Collaco et al. 2016; Psoter et al. 2016; Warrier et al. 2019). Afin de
déterminer 1’origine de la variabilité géographique observée dans la cohorte, nous avons évalué

I’influence de ces facteurs environnementaux exogenes sur la primo-infection a P. aeruginosa.
b. Matériel et méthode

Pour cette analyse, nous avons repris la méme conception d’étude que celle de ’article. Elle a
donc porté sur les 1231 enfants atteints de mucoviscidose et répondants aux critéres d’inclusion

précedents (insuffisance pancréatique, nés apres 2001 et d’origine européenne).

Les données climatiques sont issues de ’ECA&D (European climate assesment and datasets,

https://www.ecad.eu/download/ensembles/download.php). Cet observatoire européen met a

disposition les données journaliéres de température, de précipitations, du taux d’humidité
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relative et d’irradiation solaire avec une précision de I’ordre du km?. Nous avons utilisé les
données du jeu « E-OBS version 23.1¢ » pour la période du 1° janvier 2001 au 31 décembre
2019. Les patients ont été localisés en fonction de leur code postal de résidence et lorsque celui-
ci n’était pas disponible, ils étaient localisés par le code postal du CRCM de suivi. Les données
des patients résidants a 1’ile de la Réunion ont ét¢ exclus en raison de I’indisponibilité des

données climatiques (15 enfants).

Les saisons ont été définies de la fagon suivante : printemps (du 21 mars au 20 juin), été (du 21
juin au 20 septembre), automne (du 21 septembre au 20 décembre) et hiver (du 21 décembre au

20 mars). Le printemps a été déterminé comme saison de référence.

Nous avons utilisé des modeles de régression de Cox adaptés aux variables dépendantes du
temps. Les durées de survie ont été segmentées en intervalle journalier. Nous avons analysé les

données journalieres et annualisées pour les variables climatiques.
c. Résultats

Parmi les 1231 enfants analysés, nous avons observé que le nombre d’enfants primo-infectés a

P. aeruginosa varie en fonction des saisons (Figure 29).

2501
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50 1
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Nombre de patients primo-infectés
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Figure 29 | Nombre d’enfants primo-infectés a P. aeruginosa en fonction des saisons.

Le printemps est la saison ou le risque de survenue de Pa-1A est le plus faible. En effet, nous
avons observé une augmentation significative du risque de 23 % en été (HR : 1,23 ; IC 95% :
1,00-1,51), de 53 % en automne (HR : 1,33 ; IC 95% : 1,25-1,86) et de 42 % en hiver (HR :
1,42 ;1C 95% : 1,16-1,74) (Tableau 5).
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Tableau 5 | Analyse des facteurs de risque climatiques et saisonniers de I’infection a P. aeruginosa.
Résultats des régressions de Cox évaluant 1’dge de survenue de la primo-infection & P. aeruginosa en
fonction des saisons, température, précipitations, du taux d’humidité relative et de I’irradiation solaire,
chez 1231 enfants atteints de mucoviscidose.

Primo-infection a P. aeruginosa

P-value
HR (IC 95% )*
Saison
Printemps Référence Référence
Eté 1,23 (1,00-1,51) 0,0495
Automne 1,53 (1,25-1,86) <0,0001
Hiver 1,42 (1,16-1,74) 0,0006
Température (Celsius)
Moyenne par jour 1,00 (0,99-1,01) 0,5675
Moyenne par an 1,03 (0,98-1,08) 0,2422
Précipitations (mm)
Cumulées par jour 1,00 (0,99-1,01) 0,9243
Cumulées par an 0,97 (0,87-1,08) 0,5941
Humidité relative moyenne par an (%)
(55,4 ; 77] Référence Référence
(77 ;79,5] 0,88 (0,73-1,06) 0,1732
(79,5 ; 81,5] 0,91 (0,76-1,09) 0,3121
(81,5; 93,3] 0,72 (0,59-0,88) 0,0015
Irradiation solaire moyenne par jour (W/m?)
(0;55] Référence Référence
(55 ; 122] 1,04 (0,86-1,25) 0,6810
(122 ; 205] 0,91 (0,76-1,11) 0,3552
(205 ; 710] 0,74 (0,61-0,90) 0,0032

*Hazard-ratio calculés par régression de Cox adaptée aux données censurées par intervalle.

Les résultats des modeles de régression de Cox évaluant I’association entre la Pa-IA et les
facteurs de risque climatiques sont présentés dans le Tableau 5. L’age de Pa-l1A ne différe pas
en fonction de la température ni des précipitions. Cependant, plus la moyenne annuelle
d’humidité relative et la moyenne d’irradiation solaire journaliere augmentent, plus le risque de

survenue de Pa-lA diminue.

5. Analyse de génome entier

a. Contexte et matériel

Afin d’explorer de nouvelles régions génomiques pouvant étre associées a 1’infection a P.

aeruginosa, nous avons réalisé une analyse de génome entier (GWAS).

Nous avons utilisé les données issues du génotypage de génome entier (Puces Illumina 660W

et Infinium Global Screening-24 v 2.0). Afin d’harmoniser les données issues de ces deux puces
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a ADN, nous avons réalisé une imputation de données génétiques avec le logiciel Impute2 chez
I’ensemble des 2465 patients CF (Howie et al. 2009) .

Les données ont ensuite été filtrées de la maniére suivante : 1) exclusion des variants tri-
alléliques, 2) exclusion de variants en fonction de 1’équilibre de liaison entre ceux-Ci avec un
seuil de R?de 95 % et, 3) exclusion des variants dont moins de 90 % des patients n’étaient pas

génotypés et/ou ayant une MAF inférieure a 1 %.

b. Méthode

L’analyse d’association entre la survenue de I’infection et les variants génétique a été réalisée
par regression de Cox, selon un mod¢le additif (I’allele ayant la plus grande fréquence était
I’alléle de référence). Le modéle de regression de Cox a été ajusté sur la puce ADN. Comme
suggéré par Ken Rice et Thomas Lumley (Laurie et al. 2010), seuls les variants ayant un filtre

> 75 ont été conservé, le filtre étant définit par :

Filtre = 2 X MAF X (1 — MAF) X N¢penement), OU MAF était la fréquence de 1’alléle mineur

et Ngpenement 1€ NOMbre patients présentant une infection a P. aeruginosa.
c. Résultats

Parmi les 1231 enfants analysés de I’article, 593 CF ont eu un génotypage de génome entier,
dont 470 ont eu une Pa-1A et 140 une Pa-CC. Nous n’avons pas réalisé d’analyse de GWAS
de I’infection chronique, dans la mesure ou seul 140 événements étaient recensés chez ces 593

enfants.

Concernant 1’analyse GWAS de la survenue de Pa-1A, apreés filtrage des resultats, 1 150 204
variants ont été inclus dans I’analyse. Aucune association significative n’a été¢ mise en évidence

(seuil de significativité : P-value < 5 x 108) (Figure 30).

Cependant, 26 variants sont associés de facon suggestive (5 x 10®< P-value < 1 x 10®), dont
16 sont situés sur le pic observé sur le chromosome 14 (Figure 30). Cette région génomique est
située proche du géne FLRT2 (Fibronectin-Like Domain-Containing Leucine-Rich
Transmembrane Protein 2) et le SNP le plus suggestif est le rs1899445, avec un HR de 1,47
(1C 95% : 1,32-1,92 ; P-value 9,28 x 10 ; MAF = 0,30) (Figure 31A). Le géne FLRT2 code
pour un membre de la famille des molécules d'adhésion cellulaire FLRT. Il a été montré que le
budésonide (glucocorticoide inhalé) induit une diminution significative de I'expression en

ARNmM de FLRT2 dans les cellules épithéliales alvéolaires et bronchiques (Mostafa et al. 2019).
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Figure 30 | Manhattan plot des résultats de GWAS évaluant par regression de Cox, 1’association entre
variants genétique et la survenue de la primo-infection & P. aeruginosa, chez 593 enfants atteints de
mucoviscidose.

Le rs601374 du chromosome 20 est le deuxiéme plus suggestif, avec un HR de 1,57 (IC 95% :
1,33-1,86 ; P-value 1,85x10°"; MAF = 0,16). Ce variant est situé proche du géne ZNF217 (Zinc
Finger Protein 21) (Figure 31B). La protéine ZNF217 pourrait atténuer les signaux
apoptotiques résultant du dysfonctionnement des télomeres et favoriserait la prolifération des

cellules épithéliales mammaires (Huang et al. 2005).

Le rs55947850 du chromosome 1 est suggestif avec un HR de 1,59 (IC 95% : 1,32-1,92 ; P-
value 1,22 x 10 ; MAF = 0,14). 1l est situé dans le géne VWA5B1 (Von Willebrand Factor A
Domain Containing 5B1) (Figure 31C). La protéine codée par ce gene est trés peu exprimée

dans le poumon.

Enfin, le QQ plot des distributions des P-values observées en fonction des P-values théoriques
montre une courbe qui ne s’écarte de la médiane que pour des valeurs élevées de P-values. Ce
qui laisse a penser que les variants suggestifs ne le sont pas en raison d’un effet de stratification

de population (Figure 32).
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Figure 31 | Zoom sur les locus suggestifs de I’analyse GWAS évaluant la survenue de la primo-infection

a P. aeruginosa par regression de Cox chez 593 enfants atteints de mucoviscidose.
A) Chromosome 14, rs1899445 en violet. B) Chromosome 20, rs6013748 en violet. C) Chromosome 1,

rs55947850 en violet.
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Figure 32 | QQ plot des résultats de GWAS évaluant par regression de Cox ’association entre variants
génétique et survenue de la primo-infection a P. aeruginosa chez 593 enfants atteints de mucoviscidose.

6. Corrélation entre le déclin de la fonction respiratoire et

I’infection a P. aeruginosa

a. Contexte, matériel et méthode

Afin d’évaluer précisément la corrélation entre 1’age survenue de I’infection et le déclin de la
fonction respiratoire, nous avons modélisé conjointement les données de fonction respiratoire
et de durées de survie en adaptant le modele de regression mixte joint proposé par Schluchter
et ses collegues (Schluchter et al. 2002) ; en asssumant une pente de déclin différente avant et
aprés la Pa-1A et la Pa-CC, avec ou sans terme de corrélation (la modélisation et la
méthodologie statistisque sont décrites en Annexe 1X). L’adéquation des modeles a été evaluée
par le critére d'information d'Akaike (AIC), qui est une mesure de qualité qui pénalise les
modeéles en fonction du nombre de parameétres estimé (Akaike 1973). Le meilleur modeéle est

celui qui a le plus faible AIC.
b. Résultats

Nous avons observé que le modele de regression mixte joint, sans ajout de terme de corrélation,
estime des pentes de déclin annuel de VEMSpp aprés la Pa-1A et la Pa-CC, respectivement, a -
0,92% (1IC95% :-0,93;-0,91)eta-1,73 (IC95% :-1,75;-1,71) (Tableau 6). Ces estimations
sont tres proches de celles estimées dans I’article et évaluées par regression linéaire mixte

segmentée, a -0,92 % apres la Pa-1A et a -1,51 apres la Pa-CC (Mesinele et al. 2021).
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Cependant, nous observons que le meilleur modéle est celui incluant une corrélation entre 1’age
de I’infection et le déclin, avec des pentes de déclin annuel de VEMSpp de -1,26 (-1,28 ; -1,23)
et de -3,06 (-3,1 ; -3,02) apres la Pa-1A et la Pa-CC respectivement (Tableau 6).

Les pentes de déclin avant I’infection n’étaient pas informatives sur I’age de survenue de la Pa-
IA (coefficient de corrélation (corr) : -0,012 ; IC 95% : -0,075 & 0,050 ; P-value = 0,3515) et de
la Pa-CC (corr: 0,061 ; IC 95% : -0,010 a 0,132 ; P-value = 0,9538). Nous observons des
corrélations négatives entre 1’age de survenue de la Pa-lA (corr : -0,333 ; 1C 95% : -0,387 a -
0,276 ; P-value <0,0001), de la Pa-CC (corr: -0,520; IC 95% : -0.571 a -0.466, P-value

<0,0001) et les pentes de déclin de la fonction respiratoire aprés ces deux évenements.

Ces données soulignent, d’une part le role prépondérant de la précocité de 1’infection dans le
déclin de la fonction respiratoire et d’autre part, son doublement apres la survenue de 1’infection

chronique a P. aeruginosa.

Tableau 6 | Résultats de I’analyse de ’impact de ’infection a P. aeruginosa sur le déclin de la fonction
respiratoire selon un modele de régression mixte joint, chez 980 enfants atteints de mucoviscidose.

Nombre Intercept

\ Pente avant I'infection Pente apreés l'infection
Modéles pa:i':nts (\(/IECMQ 55;{;’;* (IC 95 %) (VEMSpp)* (IC95 ‘;) (VEMSpp)* AlC

Primo-infection a P. aeruginosa

Sans corrélation 980 94,5 (94,4 ; 94,5) -0,36 (-0,37 ; -0,36) -0,92 (-0,93;-0,91) 111017,2
Avec corrélation 980 94,2 (94,2 ; 94,3) -0,37 (-0,39; -0,36) -1,26 (-1,28 ; -1,23) 111013,8
Colonisation chronique a P. aeruginosa

Sans corrélation 751 96,4 (96,3 ; 96,5) -0,92 (-0,93;-0,91) -1,73 (-1,75;-1,71) 86717,6
Avec corrélation 751 96,8 (96,8 ; 96,9) -1,05 (-1,06 ; -1,04) -3,06 (-3,1; -3,02) 86702,0

* Mesures du volume expiratoire maximal par seconde (VEMS) exprimé en pourcentage prédit (VEMSpp) selon
méthode de la Global Lung Function Initiative equations (Quanjer et al. 2012).
Abréviations : AIC: Akaike information criterion (Akaike 1973), IC : intervalle de confiance
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Partie 2 : Traitement modulateur de

CFTR lumacaftor-ivacaftor

|. Etat de I’art

Comme détaillé dans I’introduction, 1’association du correcteur lumacaftor au potentiateur
ivacaftor (LUMA-IVA, Orkambi®) a obtenu I’AMM dés 2016 pour les patients porteurs de la
mutation de CFTR F508del a I’état homozygote dgés de plus de 12 ans ; avec des extensions au
décours qui permettent depuis 2019 de prescrire cette association a partir de 2 ans. D’apres le
Registre de la mucoviscidose, ce traitement pourrait étre prescrit a 41 % des patients francais
(\Vaincre la Mucoviscidose 2021).

Grand espoir pour les patients, il s’est vite avéré que les bénéfices respiratoire et nutritionnel
¢taient modérés et trés hétérogénes d’un patient a I’autre, avec un gain de fonction respiratoire
estimé entre -0,4 et 3,67 points de VEMSpp et un gain nutritionnel compris entre 0,73 et 0,96
kg/m? pour l'indice de masse corporelle (Aalbers et al. 2020; Burgel, Durieu, Chiron, Mely, et
al. 2021; Burgel et al. 2020; J. Stuart Elborn et al. 2016; Jennings et al. 2017; Konstan et al.
2017; Taylor-Cousar et al. 2018). Les facteurs de variabilité de la réponse (nutritionnelle et

respiratoire) de ce traitement au long cours (> 2 ans) ne sont pas encore décrits.

Les études en vie réelle ont révélé une tolérance limitée au traitement, mise en évidence par des
taux d’interruption élevés, rapportés entre 17,2 % et 28,9 % selon les études (Burgel, Durieu,
Chiron, Mely, et al. 2021; Burgel et al. 2020; Jennings et al. 2017). Ces données soulignent une
contrainte méthodologique majeure dans 1’analyse des facteurs d’hétérogénéité de la réponse a

long terme.
En effet, les interruptions précoces de traitement peuvent conduire a deux biais majeurs :

e Le biais de sélection : exclure les patients interrompant le traitement conduit a limiter la
population de 1’étude, notamment aux patients qui pourraient n’étre que des bons

répondeurs.
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e Le biais de données manqguantes: inclure les patients interrompant précocement le
traitement dans une étude de suivi a long terme conduit a 1’absence d’un grand nombre de
données longitudinales.

Le biais de sélection n’est pas méthodologiquement concevable dans notre étude des facteurs

de variabilité de la réponse au traitement LUMA-IVA. La problématique des patients

dits « dropout », et par conséquent les données manquantes qui en découlent, a été étudiée afin
de définir des modeles statistiques appropriés.

Une solution méthodologique est 1’utilisation d’équation d’estimation généralisée (ou modeéle

GEE pour generalized estimating équation). Ce modéle non-paramétrique offre 1’avantage

d’estimer des paramétres d’un modéele linéaire généralisé tout en supposant une structure de

corrélation non connue (Hardin et Hilbe 2002; Liang et Zeger 1986). La prise en compte des
données manquantes dans le modéle GEE peut étre réalisée par la pondération (WGEE pour
weighted generalized estimating equation) (Preisser et al. 2002; Robins et al. 1995). En effet,
ce modele permet de modéliser pour un sujet, une probabilité d’avoir des données manquantes

a partir de variables connues. Cette probabilité est ensuite intégrée au modéle GEE par

ponderation.
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I1. Matériel et méthodes
1. Patients

Nous avons inclus dans cette analyse les patients CF homozygotes pour la mutation de CFTR
F508del agés de plus de 12 ans et ayant débute le traitement LUMA-IVA en dehors de tout
protocole de recherche, non transplanté pulmonaire et/ou hépatique avant le traitement, et dont
la date des dernieres nouvelles était plus d’un mois apres Iinitiation du traitement. Nous avons
exclu les patients n’ayant pas de données de fonction respiratoire (VEMSpp) ou de statut
nutritionnel (IMC) dans les 6 mois précédant la mise sous traitement et/ou les patients sans

données longitudinales post traitement (Figure 33).

Patients traités par LUMA-IVA

n=1049
______________________________________________________ ,
Non-inclus :
Patients participants a un protocole de recherche clinique (n = 43)
— Transplantation pulmonaire et/ou hépatique avant LUMA-IVA (n = 7)

Agés de moins de 12 ans (n = 61)

Délai entre initiation du traitement et date des derniéres nouvelles inférieur
a 1 mois (n=30)

| /2% Ve I

Patients éligibles

n=23878

ST T T T TS T T T T T T T ST T T T T T T T T T T T T T e T mm s e T E e m e T T T 1
' Exclus : '
! A’.bs.e.nc.e de mest.Jre de VEI\/I_Spp et/ou d’IMC dans les 6 mois précédents !
I 1 I'initiation du traitement (n=22) !

1
1 Absence de mesure de VEMSpp et/ou d’IMC dans les 6 mois suivants 1
' I'initiation du traitement (n=91) |
v L o o o o o o e e o o o e e 1

Patients analysés dans I'étude de la réponse
nutritionnelle et respiratoire au traitement LUMA-IVA
n =765

Figure 33 | Diagramme de flux de sélection des patients de ’analyse de la variabilité de la réponse
respiratoire et nutritionnelle au traitement lumacaftor-ivacaftor.

Abréviations : VEMSpp : volume expiratoire maximal par seconde, IMC : indice de masse corporelle,
LUMA-IVA : traitement lumacaftor-ivacaftor.

2. Réponse respiratoire au traitement

Pour évaluer la fonction respiratoire, les mesures du VEMS sont exprimées en pourcentage des
valeurs prédites a l'aide des équations de la Global Lung Function Initiative (Quanjer et al.
2012). Les VEMSpp sont transformés en phénotype pulmonaire spécifique de la mucoviscidose
(SaKnorm Z-value pour Kulich Normalized Mortality Adjusted CF-specific lung phenotype)

afin de pouvoir étudier des facteurs de variabilité corrélés a 1’age des patients (Kulich et al.
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2005; Taylor et al. 2011). Pour chaque patient, la valeur baseline de SaKnorm Z-value est
calculée comme la moyenne des mesures des 6 mois précédant le début du traitement. Nous
avons classe les valeurs baseline selon les terciles comme suit : SaKnorm Z-value de -1,620 a
0,168 (1° tercile), de 0,169 & 0,791 (2°™ tercile) et de 0,792 & 2,520 (3°™ tercile).

3. Réponse nutritionnelle au traitement

Nous avons évalué la réponse nutritionnelle au traitement LUMA-IVA par les mesures de
I'indice de masse corporelle (IMC), transformé en BMI Z-score selon les normes définies par
I'organisation mondiale de la santé (de Onis et al. 2007). Pour chaque patient, la valeur baseline
de BMI Z-score est calculée comme la moyenne des mesures des 6 mois précédant le début du
traitement. Nous avons classé les valeurs baseline selon les terciles comme suit : de -4,330 a -
1,080 (1°" tercile), de 1,079 & -0,307 (2°™ tercile) et de -0,306 & 2,890 (3°™ tercile).

4. Facteurs de variabilité

a. Facteurs de variabilite cliniques et démographiques

L’analyse de la variabilité de la réponse nutritionnelle et respiratoire au traitement LUMA-IVA
a porté sur les facteurs démographiques et cliniques suivant : le sexe, I'dage a I’initiation du
traitement, la présence d’un iléus méconial a la naissance, la CFRD (Cystic fibrosis-related
diabetes), la CFLD (Cystic fibrosis liver disease) et la présence d'une colonisation chronique

par P. aeruginosa (Pa-CC) avant I’initiation du traitement.
i.  Définition de la CFRD

Le protocole national de diagnostic et de soins de la mucoviscidose (PNDS) recommande un
Afin de dépister I’apparition d’un diabéte ou CFRD, le protocole national de diagnostic et de
soins de la mucoviscidose (PNDS) recommande un test annuel d’hyperglycémie orale
provoquée (HGPO) a partir de I’age de 10 ans (HAS 2017). Le diagnostic de CFRD est posé
lorsque les valeurs de glycémie a 2 heures sont supérieures ou égales a 11,1 mmol/L (200
mg/dL). Dans nos analyses, nous avons défini la CFRD comme « présente » lorsqu’un

diagnostic était posé avant I’initiation du traitement LUMA-IVA.
ii. — Définition de la CFLD
L’atteinte hépatique ou CFLD a été définie comme rapporté précédemment selon les

recommandations européennes des bonnes pratiques (Boelle, Debray, Guillot, Clement, et al.
2019; Debray et al. 2011) :
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e Présence d’au moins deux des caractéristiques suivantes : 1) examen physique anormal, y
compris hépatomégalie et/ou splénomégalie ; 2) anomalies des tests de fonction hépatique,
définies par une augmentation des taux de transaminases (alanine aminotransférase et/ou
aspartate aminotransférase) et/ou de gamma-glutamy| transpeptidase au-dessus des limites
supérieures de la normale ; ou 3) des signes échographiques datteinte hépatique
(échogénicité hétérogene, marges irrégulieres ou nodulaire), d'hypertension portale
(splénomeégalie, épaisseur accrue du petit épiploon, anastomose spléno-rénale spontanée,
grosses veines collatérales ou ascite) ou d'anomalies biliaires (dilatation des voies biliaires).

e L ’atteinte était considérée comme sévere lorsqu'au moins une des caractéristiques suivantes
était présente : 1) cirrhose diagnostiquée par échographie, tomodensitométrie et/ou par
imagerie par résonance magnétique ; 2) hypertension portale (splénomeégalie,
hypersplénisme (plaquettes <150 000 109/L et globules blancs <3000 109/L) ; 3) shunts

porto-systémiques spontanés a 1’échographie ; ou 4) varices cesophagiennes.

La CFLD a été definie comme "présente” lorsqu’un diagnostic était posé avant I’initiation du
traitement LUMA-IVA.

iii. ~ Définition de la Pa-CC

Nous avons définit la Pa-CC selon les criteres du PNDS, a savoir, au moins trois ECBC positifs
a P. aeruginosa a au moins 1 mois d'intervalle sur une période de 6 mois (HAS 2017). La Pa-
CC a éteé définie comme "presente” lorsqu’un diagnostic était posé avant I’initiation du
traitement LUMA-IVA.

b. Facteurs de variabilité génétiques

Nous avons étudié les facteurs génétiques d’hétérogénéité de la réponse au traitement par une
approche gene-candidat. Nous avons analysé des polymorphismes de type SNP (single
nucleotid polymorphism) situés dans, ou a proximité, des géenes de la famille des SLC (solute
carrier). Ce choix a été motivé, d’une part en raison de I’implication controversee du géne
SLC26A9 dans la variabilité de la réponse respiratoire au traitement ivacaftor (Corvol,
Mésinele, et al. 2018; Eastman et al. 2021; Strug et al. 2016) ; d’autre part, en raison de leur
role dans plusieurs phénotypes de la mucoviscidose (Corvol et al. 2015; W. Li et al. 2014;
Pereira et al. 2017; Ruffin, Mercier, Calmel, Mesinele, Bigot, et al. 2020; Ruffin, Mercier,
Calmel, Mesinele, Corvol, et al. 2020; Sun et al. 2012).
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Nous avons analysé 9 SNP dans les genes suivants : SLC26A9 (rs7512462, rs1874361,
rs4077468, rs4077469, rs7419153, rs12047830), SLC9A3 (rs57221529) et SLC6A14
(rs3788766 et rs12839137). Une bréve description de ces genes analysés est disponible en

Annexe V.
5. Analyses statistiques

La variabilité de la réponse au traitement par LUMA-IVA a été mesurée par le coefficient de
variation (CV) a 6 mois post-traitement, du gain absolu de VEMSpp pour la réponse respiratoire
et du gain absolu d’IMC pour la réponse nutritionnelle. Le CV est une mesure de dispersion
relative correspondant au rapport de I'écart-type a la moyenne ; plus sa valeur est élevée, plus

la dispersion autour de la moyenne est grande.

Les facteurs de variabilité de la réponse respiratoire et nutritionnelle au cours des deux
premieres années de traitement par LUMA-1VA ont été analysés par des modeles WGEE mixtes
(estimation d’équation généralisées pondérées ou weighted generalized estimating equation).
Les mesures de SaKnorm Z-value et de BMI Z-score ont été moyennées sur des périodes
successives de 6 mois, en commencant 6 mois avant le début du traitement (baseline) et en

s'étendant sur les 2 années suivant le début du traitement.

Seules les données concernant la premiére initiation de traitement LUMA-IVA ont été
analysées. En cas d’interruption de traitement, les données des mesures de SaKnorm Z-value et
de BMI Z-score ont été censurées a la date de I’interruption, que le patient ait repris ou non le

traitement ultérieurement.

Pour tenir compte des données manquantes, nous avons pondéré le modele selon la probabilité
d’absence de données définie par les 4 variables suivantes : le temps écoulé depuis le début du
traitement, I'dge a I’initiation du traitement, le gain de fonction respiratoire au cours du semestre
précédent et la valeur baseline de la fonction respiratoire. Ces criteres comprennent donc les

facteurs associés a I’interruption de traitement identifiés dans la littérature (Burgel et al. 2020).

Pour I'étude d'association génétique, nous avons appliqué un codage additif des SNP. Les alléles
de référence ont été déterminés comme étant ceux dont la fréquence est la plus élevée dans la

population européenne (http://www.ensembl.org). Les SNP du chromosome X (SLC6A14

rs3788766 et rs12839137) ont egalement été codés de maniére additive (0 ou 1 ou 2 pour les
femmes et 0 ou 2 pour les hommes). Un test exact de Fisher a été utilisé pour tester la conformité

des fréquences alléliques avec I'équilibre de Hardy-Weinberg.
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I1l. Résultats

1. Population de I’étude

Parmi les 878 patients é¢ligibles a 1’analyse de la réponse respiratoire et nutritionnelle au
traitement LUMA-IVA, 765 patients ont été inclus (voir Figure 33). Les caractéristiques
démographiques et cliniques a I’initiation du traitement LUMA-IVA sont résumées dans le
Tableau 7. Les distributions sont similaires dans les groupes analyses (n = 765) et exclus (n =
173) selon le sexe, l'origine ethnique, la sévérité de 1’atteinte respiratoire et nutritionnelle. Les
patients exclus sont plus agés et ont interrompu plus fréquemment le traitement. Parmi les 878
patients éligibles, 173 ont interrompus le traitement et sont agés de 26,5 ans en moyenne
(Tableau 7).

Tableau 7 | Caractéristiques démographiques et cliniques des 878 patients atteints de mucoviscidose et
éligibles a I’analyse de la réponse respiratoire et nutritionnelle au traitement lumacaftor-ivacaftor.

Patients analysés Patients exclus Interruption de traitement
n=765 n=113 n=173

Homme, % (n) 56% (430) 46% (52) 50% (86)
Caucasiens, % (n) 98% (745) 97% (110) 97% (168)
Age a linitiation de LUMA-IVA (années), moyenne  SD 22,2 25,2 26,5
Age a linitiation de LUMA-IVA (années), % (n)

<20 50% (383) 32% (36) 26% (45)

20-30 28% (217) 38% (43) 38% (66)

>30 22% (165) 30% (34) 36% (62)
Présence d’un iléus méconial % (n) 17% (118) 25% (27) 16% (25)
Présence d’'une CFRD*, % (n) 26% (195) 31% (33) 34% (56)
Présence d’une CFLD*, % (n) 36% (275) 46% (51) 41% (70)
Présence d’une Pa-CC*, % (n) 39% (295) 44% (50) 47% (81)
Sévérité de la fonction respiratoire* (Saknorm Z-value), moyenne + SD 0,447 £ 0,702 0,457 £0,710 0,554 + 0,640
Sévérité de I'état nutritionnel* (BMI Z-score), moyenne + SD -0,677 £ 0,932 -0,807 + 1,060 -0,679 £ 0,994
Interruption du traitement LUMA-IVA, % (n) 15% (111) 55% (62)

*Avant l'initiation de LUMA-IVA; *Au cours des 3 ans précédant l'initiation de LUMA-IVA
Abréviations : CFRD : cystic fibrosis related diabetes ; CFLD : cystic fibrosis liver disease ; Pa-CC : colonisation chronique a P. aeruginosa ; LUMA-IVA :
traitement lumacaftor-ivacaftor.

2. Réponses au traitement

a. Réponse respiratoire et nutritionnelle au traitement

Apres le début du traitement par LUMA-IVA, la fonction respiratoire et I'état nutritionnel sont
améliorés, avec un gain estime de Saknorm Z-value de 0,106 + 0,015 (P-value <0,0001) et un
gain de BMI Z-score de 0,108 + 0,017 (P-value <0,0001) (Tableau 8).
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Ces améliorations sont maintenues pendant les deux premiéres années de traitement, avec des
pentes de gain positives de 0,054 + 0,010 (P-value <0,0001) pour la réponse respiratoire et de
0,057 + 0,015 (P-value = 0,0001) pour la réponse nutritionnelle (Tableau 8).

Comparativement au semestre précédent I’initiation du traitement, les gains absolus moyens au
cours des 6 premiers mois sont de 2,11 points (+ 0,14) de VEMSpp et de 0,44 (x 0,01) kg/m?
pour I'IMC (Tableau 10). Nous avons observé une forte variabilité de la réponse respiratoire a
6 mois post-traitement, avec un coefficient de variabilité de 369 % du gain de VEMSpp et de

175 % pour le gain absolu d’IMC de la réponse respiratoire.

Tableau 8 | Réponse respiratoire et nutritionnelle au cours des deux premieres années de traitement par
lumacaftor-ivacaftor, chez 765 patients atteints de mucoviscidose.

Réponse respiratoire Réponse nutritionnelle

SaKnorm (Z-value)*+ SD P-value BMI (Z-score)’ + SD P-value
Gain 0,104 £ 0,014 <0,0001 0,108 £ 0,017 <0,0001
Pente de gain / an 0,054 +£0,010 <0,0001 0,057 £ 0,015 0,0001

*Les mesures du volume expiratoire maximal par seconde (VEMS) sont exprimées en phénotype pulmonaire spécifique de la
mucoviscidose (SaKnorm Z-value) (Kulich et al. 2005; Taylor et al. 2011) ; "Les mesures de I'indice de masse corporelle sont
transformées en BMI Z-score selon les normes de croissance définies par |'organisation mondiale de la santé (de Onis et al.
2007).

b. Facteurs de variabilité cliniques et demographiques

La réponse au traitement LUMA-IVA n’est pas influencée par 1'age a I’initiation du traitement,
la présence d'un iléus méconial, la CFRD, la CFLD et/ou la Pa-CC. La réponse varie par contre
en fonction des valeurs de fonction respiratoire et d’état nutritionnel avant initiation du
traitement (valeurs baseline). On observe en effet que plus la sévérité des patients augmente,
plus les gains de fonction respiratoire et de I'état nutritionnel augmentent (Tableau 9 et Figure
34). Six mois apres I’initiation du traitement, les patients du 1°' tercile baseline (les plus sévéres)
ont une augmentation moyenne absolue de 2,68 points (£ 0,25) de VEMSpp et de 0,49 (+ 0,02)
kg/m?2 pour I'lMC (Tableau 10).

Le sexe n'est pas associé a la réponse respiratoire, mais les femmes ont une meilleure réponse
nutritionnelle (P-value = 0,04) (Tableau 9 et Figure 35A). A I’initiation du traitement LUMA-
IVA, I'état nutritionnel moyen des femmes (-0,805 + 0,992 de BMI Z-score) est inférieur a celui
des hommes (-0,642 + 0,931 de BMI Z-score). Aprés deux ans de traitement LUMA-IVA, les
hommes et les femmes ont un statut nutritionnel similaire (-0,511 + 0,931 et -0,522 £ 0,922 de

BMI Z-score pour les hommes et les femmes respectivement) (Figure 35B).
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Tableau 9 | Réponse respiratoire et nutritionnelle au traitement lumacaftor-ivacaftor, selon les facteurs
de variabilité cliniques et démographiques, chez 765 patients atteints de mucoviscidose.

Réponse respiratoire Réponse nutritionnelle

SaKnorm (Z-value)*+ SD P-value BMI (Z-score)’ + SD P-value

Sexe féminin -0,015 £ 0,023 0,5203 0,069 £ 0,034 0,0415
Age a l'initiation de LUMA-IVA (années)

<20 Référence Référence Référence Référence

20-30 0,011 £0,026 0,6748 0,006 £ 0,037 0,8705

>30 -0,068 + 0,023 0,0029 -0,048 + 0,038 0,2047
Présence d’un iléus méconial* -0,019 £ 0,031 0,5401 0,010 + 0,048 0,8407
Présence d’une CFRD* -0,003 £ 0,023 0,9066 -0,011 £ 0,039 0,7698
Présence d’une CFLD* -0,004 + 0,024 0,8839 0,003 + 0,036 0,9414
Présence d’une Pa-CC* 0,018 £ 0,023 0,4380 -0,022 £ 0,034 0,5116
Baseline

3éme tercile Référence Référence Référence Référence

28me tercile 0,105 £ 0,027 0,0001 0,080 £ 0,036 0,0273

1°" tercile 0,145 + 0,028 <0,0001 0,237 £ 0,040 <0,0001

*Les mesures du volume expiratoire maximal par seconde (VEMS) sont exprimées en tant que phénotype pulmonaire spécifique de la
mucoviscidose (SaKnorm Z-value) (Kulich et al. 2005; Taylor et al. 2011); Les mesures de Iindice de masse corporelle sont
transformées en BMI Z-score selon les normes de croissance définies par I'organisation mondiale de la santé (de Onis et al. 2007) ;
*Avant l'initiation du traitement LUMA-IVA.
Abréviations : CFRD : cystic fibrosis related diabetes ; CFLD : cystic fibrosis liver disease ; Pa-CC : colonisation chronique a P. aeruginosa ;
LUMA-IVA : traitement lumacaftor-ivacaftor.
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Figure 34 | Gains absolus moyens aprés I’initiation du traitement lumacaftor-ivacaftor, selon les terciles
baseline, chez 765 patients atteints de mucoviscidose : A) de la fonction respiratoire (SaKnorm Z-
value) ; B) de I'état nutritionnel (BMI Z-score).

Les terciles baseline de Saknorm Z-value sont : de -1,620 4 0,168 (1°" tercile en rouge), de 0,169 0,791 (2™ tercile en orange)
et de 0,792 & 2,520 (3*™ tercile en vert). Les terciles baseline du BMI Z-score sont : de -4,330 & -1,080 (1¢" tercile en rouge),
de -1,079 a -0,307 (2°™ tercile en orange) et de -0,306 a 2,890 (3™ tercile en vert). Les lignes pointillées montrent les
prédictions des gains selon le modéle d’estimation d’équation généralisée mixte pondéré (WGEE pour weighted generalized
estimating équation) chez les 765 patients.
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Tableau 10 | Gains absolus moyens de fonction respiratoire et d’état nutritionnel au cours du premier
semestre suivant 1’initiation du traitement lumacaftor-ivacaftor chez I’ensemble des patients inclus et
selon les terciles baseline, le sexe et les variants génétiques SLC26A9 rs7512462 et SLC6A14
rs12839137, chez les 765 patients atteints de mucoviscidose inclus.

Réponse respiratoire Réponse respiratoire Réponse nutritionnelle Réponse nutritionnelle

Gain de VEMSpp* Gain de SaKnorm Gain de BMI* Gain de BMI
(Z-value)* (Kg/m?) (Z-score)*
moyenne + SDM moyenne * SDM moyenne + SDM moyenne + SDM
Global 2,11+0,14 0,13+0,01 0,44 £ 0,01 0,12 +£0,01
Sexe
Homme 2,01+£0,18 0,13+0,01 0,44 £ 0,02 0,11 +0,01
Femme 2,24 £ 0,22 0,13+0,01 0,44 £ 0,02 0,12 +£0,01
Baseline**
1°" tercile 2,68 £ 0,25 0,18 +0,01 0,49 £ 0,02 0,20+ 0,01
28me tercile 1,89 +£0,26 0,12+0,01 0,43+ 0,03 0,09 £ 0,01
3émetercile 1,77 £0,23 0,10+£0,01 0,40 £ 0,02 0,06 + 0,01
SLC26A9, rs7512462
T 1,95+0,25 0,12+£0,01 0,46 £ 0,02 0,13+0,01
TC 2,13+0,20 0,13+0,01 0,42 £ 0,02 0,11 +£0,01
CcC 2,40 £ 0,32 0,16 £ 0,01 0,42 £ 0,03 0,10+ 0,01
SLC6A14, rs12839137
GG 1,86 £0,18 0,12+0,01 0,38 £ 0,02 0,09 £ 0,01
GA 2,26 £ 0,35 0,13+0,01 0,47 £ 0,04 0,13 +0,02
AA 2,66 £ 0,35 0,16 £ 0,01 0,63 0,03 0,18 £ 0,01

*Les mesures du volume expiratoire maximal par seconde (VEMS) sont exprimées en pourcentage prédit selon les équations de référence
de la Globale Lung initiative (Quanjer et al. 2012) et en tant que phénotype pulmonaire spécifique de la mucoviscidose (SaKnorm Z-value)
(Kulich et al. 2005; Taylor et al. 2011) ; "Les mesures de I'indice de masse corporelle sont transformées en BMI Z-score selon les normes
de croissance définies par I'organisation mondiale de la santé (de Onis et al. 2007) ; **Avant I'initiation du traitement LUMA-IVA.
Abréviations : LUMA-IVA : traitement lumacaftor-ivacaftor, SDM : standard deviation of mean.
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Figure 35 | Réponse nutritionnelle au cours des deux premiéres années suivant l'initiation du traitement
lumacaftor-ivacaftor en fonction du sexe, chez 765 patients atteints de mucoviscidose : A) Moyenne des

gains absolus de BMI Z-score ; B) Moyenne absolue des BMI Z-score.
Les hommes sont en bleu, les femmes en orange et les lignes pointillées montrent le changement global chez les 765 patients.
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3. Analyse génétique

Les distributions des génotypes et les résultats de 1’analyse des facteurs génétiques de la
variabilité de la réponse au traitement LUMA-IVA sont présentés dans le Tableau 11. Nous
n’observons pas d'association entre la réponse respiratoire au traitement LUMA-IVA et les

variants des génes SLC26A9, SLC9A3 ou SLC6A14.

Pour chaque allele C supplémentaire du variant SLC26A9 rs7512462, le modéle estime une
diminution du gain de SaKnorm Z-value de -0,006 (x 0,017) (P-value = 0,71) et du BMI Z-
score de -0,023 (x 0,023) (P-value = 0,32) (Tableau 11). Au cours des 6 mois suivant I’ initiation
du traitement, les gains absolus moyens de VEMSpp sont de 1,95 points (£ 0,25), 2,13 points
(x 0,20) et 2,40 points (£ 0,32) pour les génotypes TT, TC et CC respectivement (Tableau 10).

Nous avons observé que seul le variant SLC6A14 rs12839137 est associé a la réponse
nutritionnelle au traitement LUMA-IVA (Tableau 11). Au premier semestre, les gains absolus
moyens de BMI sont de 0,38 kg/m2 (+ 0,02) et 0,63 kg/m? (+ 0,03) pour les génotypes
homozygotes GG et AA respectivement et de 0,47 kg/m2 (x 0,04) pour les génotypes
hétérozygotes AA (Tableau 10).

Tableau 11 | Réponse respiratoire et nutritionnelle au traitement lumacaftor-ivacaftor, selon les facteurs
génétiques, chez les 765 patients atteints de mucoviscidose inclus.

Alleles* MAF HWE**  Réponse respiratoire Réponse nutritionnelle

SaKnorm (Z-value)*+ SD P-value BMI (Z-score)’ + SD P-value
SLC26A9
rs1874361 A/C 0,46 0,419 -0,006 £ 0,017 0,7338 0,009 £ 0,022 0,6919
rs4077468 A/G 0,41 0,406 -0,011 £ 0,016 0,4976 -0,019 £ 0,023 0,4178
rs4077469 c/T 0,41 0,496 -0,013 £ 0,016 0,4177 -0,023 £ 0,023 0,3350
rs7419153 G/A 0,41 0,033 0,011 £0,017 0,4894 0,015 +£0,024 0,5456
rs7512462 T/C 0,41 0,451 -0,006 £ 0,017 0,7102 -0,023 £ 0,023 0,3166
rs12047830 G/A 0,47 0,501 -0,011+0,017 0,5290 -0,017 £ 0,024 0,4936
SLC9A3
rs57221529 A/G 0,20 0,735 0,029 £ 0,019 0,1256 0,022 £ 0,029 0,4564
SLC6A14
rs3788766 G/A 0,37 0,388 0,000 £0,014 0,9719 0,008 £ 0,019 0,6797
rs12839137 G/A 0,21 0,862 0,000 £ 0,017 0,9852 0,045 £ 0,020 0,0276

*Les mesures du volume expiratoire maximal par seconde (VEMS) sont exprimées en tant que phénotype pulmonaire spécifique de
la mucoviscidose (SaKnorm Z-value) (Kulich et al. 2005; Taylor et al. 2011) ; 'Les mesures de Iindice de masse corporelle sont
transformées en BMI Z-score selon les normes de croissance de I'enfant définies par |'organisation mondiale de la santé (de Onis et

al. 2007) ; *Avant l'initiation du traitement LUMA-IVA ; *Les alleles mineurs dans la population européenne sont en gras ;

**| es P-

values de I'équilibre Hardy-Weinberg (HWE) ont été calculées par un test exact de Fisher et chez les femmes pour le gene SLC6A14.

Abréviation : MAF: minor allele frequency
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V. Limites

Notre étude présente plusieurs limites. Premiérement, des données manquantes ont conduit a
exclure certains des patients CF de 1’analyse. Selon les recommandations nationales, la fonction
respiratoire et les mesures anthropométriques sont mesurées tous les trimestres chez les
personnes CF (HAS 2017). De plus, la Société Francaise de la Mucoviscidose recommande des
visites systématiques (avec évaluation clinique et exploration fonctionnelle respiratoire) au
début du traitement et a 1, 3, 6 et 12 mois apres I’initiation pour tout patient sous traitement
LUMA-IVA (Burgel, Durieu, Chiron, Mely, et al. 2021). Ces données manguantes seraient, en
partie, dues au recueil réalisé a partir des dossiers médicaux papiers et électroniques des
patients. Cependant, nous n’observons pas de différences cliniques entre les patients inclus et

exclus.

Deuxiémement, nous avons observé 15 % d'interruption de traitement parmi les 765 patients
analysés, dont 11 % (n=12) ont pu étre attribués a un manque de bénéfice observé par le patient
et/ou par le médecin. 1l a été montré que plus les patients francais sont agés et plus leur fonction
respiratoire est dégradée, alors, plus grand est le risque d'interruption de traitement (Burgel et
al. 2020). Cependant, pour tenir compte de ce biais, nous avons utilisé des modéles statistiques
pondérés afin de prendre en compte cette probabilité de données manquantes ; en fonction de
I'dge au moment de l'initiation du traitement, du gain de fonction respiratoire au semestre

précedent et de la sévérité baseline de I’atteinte respiratoire.

V. Discussion

Cette étude a analysé des facteurs cliniques et génétiques de la variabilité de la réponse

respiratoire et nutritionnelle au traitement modulateur de CFTR lumacaftor-ivacaftor.

Six mois apres I’initiation du traitement, nous avons observé une amélioration de la fonction
respiratoire et de I'état nutritionnel, tres proche des résultats des essais cliniques qui ont conduit
a la commercialisation de ce traitement (Wainwright et al. 2015). L'amélioration de la fonction
respiratoire est maintenue au cours des deux premieres années de traitement, ce qui est en
adéquation avec le ralentissement du déclin de VEMSpp observé dans les essais cliniques
(Konstan et al. 2017). Parmi les 878 patients qui ont initié le traitement LUMA-IVA, 19,7 %
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(173 patients) I’ont interrompu, ce taux d’interruption étant similaire a ceux rapportés dans

d’autres études, notamment en raison d'effets indésirables (Jennings et al. 2017).

Nous avons observé que la séverité de la fonction respiratoire et de I'état nutritionnel avant
I’initiation de LUMA-IVA étaient des facteurs prédictifs de la réponse au traitement. Le gain
de fonction respiratoire est d’autant meilleur que les patients ont une fonction respiratoire
baseline altérée. Ce résultat avait été observé chez les 1108 patients inclus dans I'analyse
d'efficacité de LUMA-IVA (J. Stuart Elborn et al. 2016).

Cependant, il a également été observé que les patients avec un VEMSpp inférieur a 40 %
pouvaient avoir une diminution de leur fonction respiratoire au cours des 6 premiers mois de
traitement par LUMA-IVA (Taylor-Cousar et al. 2018), et que les patients avec un VEMSpp
supérieur a 90 % pouvaient n’observer aucun bénéfice apres un an de traitement (Aalbers et al.
2020). 1l convient de préciser que ces études avaient inclus moins de 50 patients, tandis que
notre analyse portait sur 765 patients inclus dans I'étude « Recherche de genes modificateurs
dans la mucoviscidose », cohorte incluant plus de 85 % de I’ensemble des patients adultes

frangais (Boelle, Debray, Guillot, Clement, et al. 2019).

En dehors de la séverité baseline, aucun facteur démographique ou clinique n'est associé a la
réponse respiratoire au traitement. Seul le sexe féminin est associé a une meilleure réponse
nutritionnelle au traitement. Cette association est en partie liée a une différence de sévérité de
I’état nutritionnel entre les hommes et les femmes avant le début du traitement. En effet, les
femmes ont un BMI-Z-score plus altéré que les hommes avant I’initiation du traitement. Grace
a un gain de poids plus grand sous traitement, apres 2 ans de LUMA-IVA, les femmes
« rattrapent » un état nutritionnel similaire a celui des hommes. Toutes les études s'accordent
sur un gain significatif de I'indice de masse corporelle, compris entre 0,21 et 0,96 kg/m?,
indépendamment de la dose de LUMA-IVA, de la sévérité de la fonction pulmonaire ou de la
durée du traitement (Burgel et al. 2020; J. Stuart Elborn et al. 2016; Konstan et al. 2017; Taylor-
Cousar et al. 2018; Wainwright et al. 2015). Cependant, ces études n'avaient pas montré de
différences entre les sexes dans la variabilité de la réponse nutritionnelle. Jusqu'a préesent, le
sexe féminin était seulement montré comme associé & un taux d’interruption plus élevé
(Jennings et al. 2017).
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Il a été suggéré que le géne SLC26A9 modulerait la réponse respiratoire au traitement ivacaftor
chez les patients porteurs d’une mutation gating de CFTR (Corvol, Mesinele, et al. 2018; Strug
et al. 2016). De plus, des expériences ex-vivo avec des cellules épithéliales nasales de patients
CF ont montré que le variant SLC26A9 rs7512462 était associé a la fonction CFTR en réponse
au traitement LUMA-IVA (Kmit et al. 2019). Notre étude dans une large cohorte de patients
homozygotes pour la mutation F508del de CFTR n’a montré aucune preuve d'association entre
les genes de la famille SLC et la réponse respiratoire au traitement LUMA-IVA. Seul le variant
SLC6A14 rs12839137 est associé a la réponse nutritionnelle au traitement LUMA-IVA.

VI. Communication

Cette étude portant sur les facteurs de la variabilité de la réponse au traitement LUMA-IVA a
fait 1’objet d’une rédaction d’article, intitulé « Factors predisposing the response to
lumacaftor/ivacaftor in people with cystic fibrosis ». Cet article est présenté en Annexe X et
sera soumis en décembre 2021 pour publication dans 1’édition spéciale « Cystic Fibrosis:

Diagnosis, Treatment, and Related Disorders » du Journal of Personalized Medicine.
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Discussion

Bien que la mucoviscidose soit caractérisée par un large spectre phénotypique, I’atteinte
pulmonaire reste aujourd’hui la premiére cause de morbi-mortalité des patients. L’atteinte
pulmonaire se manifeste par un déclin progressif de la fonction respiratoire au cours de la vie
des patients et est la conséquence de I’effet synergique et cumulé de 1I’inflammation excessive
des voies aériennes respiratoires et d’infections récidivantes ; notamment par la bactérie
pathogene P. aeruginosa, fréeqguemment retrouvée a 1’age adulte (Vaincre la Mucoviscidose
2021).

La préservation de la fonction respiratoire est un enjeu majeur de la prise en charge des
patients CF. Celle-ci, nécessite le contréle des infections des voies aériennes avec, en
particulier, le traitement des exacerbations pulmonaires et I’adaptation des thérapeutiques.
L’essor des traitements modulateurs de CFTR a inauguré un nouvel axe thérapeutique de
I’atteinte pulmonaire. Ces innovations thérapeutiques permettent non seulement de préserver

mais également d’améliorer la fonction respiratoire des patients.

Les phénotypes pulmonaires sont hétérogenes, que ce soit la survenue de 1’infection a
P. aeruginosa ou la réponse au traitement modulateur de CFTR lumacaftor-ivacaftor (LUMA-
IVA), que les patients aient ou non des mutations de CFTR identiques. Par conséquent, la
variabilité interindividuelle de D’atteinte respiratoire des patients CF est multifactorielle ;
impliquant des facteurs démographiques, cliniques, environnementaux et serait, pour moitié,

due a des facteurs génétiques indépendants du gene CFTR (Vanscoy et al. 2007).

La connaissance des facteurs de variabilité interindividuelle, notamment les génes
modificateurs, permettrait de distinguer les patients a risque de développer une infection plus
précoce a P. aeruginosa et de mieux sélectionner les patients répondeurs au traitement LUMA-
IVA. C’est une etape fondamentale vers une médicine individualisée, orientée vers la

préservation du capital santé des patients atteints de mucoviscidose.
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I. Infection a Pseudomonas aeruginosa

L’acquisition initiale de I’infection a P. aeruginosa (Pa-1A) survient précocement dans
la vie des patients atteints de mucoviscidose. Notre étude dans une large cohorte de 1231 enfants
CF a montré que I’age de la Pa-1A était de 5,1 ans ; et qu’un quart des enfants développent une
infection chronique (Pa-CC) a I’age de 14,7 ans dans un délai de 6,9 ans apres la Pa-1A. Nous
observons un recul de I’4ge de la Pa-CC dans les cohortes les plus récentes, tendance déja
observée dans une cohorte d’enfants américains (Crull et al. 2018). Cette encourageante
régression de I’age de I’infection chronique pourrait étre le reflet de 1’amélioration et de la
standardisation de la prise en charge médicale et thérapeutique, suite aux recommandations
nationales, a la création des CRCM et la mise en place du diagnostic néonatal systématique
(HAS 2009, 2017).

La variabilité de ’infection a P. aeruginosa n’est pas liee au sexe. Nous n’observons en
effet pas de différence dans 1’age de survenue de la Pa-1A et de la Pa-CC entre les filles et
garcons CF de notre cohorte ; en accord avec les récents résultats de 1’analyse d’une large
cohorte nord-américaine (Heltshe et al. 2018). La précocité de I’infection n’est pas non plus
liée a la mutation F508del de CFTR. Ce résultat n’est pas surprenant car notre étude n’inclut
que des enfants présentant une insuffisance pancréatique exocrine, et donc porteurs de
mutations a fonction minimale de CFTR majoritairement, mutations qui ont été montrées

comme facteur de précocité d’infections bactériennes (Green et al. 2010).

Nous avons identifié plusieurs facteurs de risque cliniques de I’infection a P.
aeruginosa. Tout d’abord, la CFRD (cystic fibrosis-related diabetes) qui serait impliquée dans
I’acquisition initiale de 1’infection ainsi que dans sa chronicisation. Cette association a déja eté
rapportée dans la littérature, cependant, I’infection a P. aeruginosa était considérée comme un
facteur de risque de précocité de la CFRD (Limoli et al. 2016; Marshall et al. 2005; Merlo et
al. 2007). Cette association pourrait faire 1’objet de futures études, notamment pour en définir

précisément la direction.

Nous mettons pour la premiére fois en évidence le role de la CFLD (cystic fibrosis liver disease)
dans la survenue de la Pa-lA. L’association CFLD/infection a P. aeruginosa a trés peu été
étudiée, cependant Tolenado et ses collégues rapportent qu’elle pourrait étre due a une
susceptibilité aux infections des patients présentant une atteinte hépatique sévere (Toledano et
al. 2019).
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Les co-infections bactériennes et fongiques se révélent étre des facteurs de risque de survenue
plus précoce de I’infection a P. aeruginosa. La composition spécifique de la communauté
microbienne pulmonaire des patients CF pourrait avoir une influence sur I'état clinique des
patients (Conrad et al. 2013). L’écologie de I’environnent bactérien, la succession des
pathogénes dans les voies aériennes et le microbiome respiratoire (et sa composition le
microbiote) ont été étudiés (Francoise et Hery-Arnaud 2020; Khanolkar et al. 2020). Il est
considéré que les pathogénes pro-inflammatoires influencent réguliérement I’environnement
des voies aériennes, a la fois directement (par la production de biofilms ou de métabolites qui
provoquent une réponse de I'ndte) et indirectement, par leur interaction avec d'autres pathogenes
bactériens et fongiques. La co-infection Staphylocoque aureus (S. aureus) / P. aeruginosa a fait
1’objet de nombreuses publications, I’infection concomitante par ces deux pathogenes étant une
situation fréquente qui favorise leur interaction. La capacité de P. aeruginosa a surpasser S.
aureus par un comportement «agressif» a été largement décrite, et cette interaction
compeétitive a longtemps été la seule considéree (Frydenlund Michelsen et al. 2016). Cependant,
plusieurs études récentes ont mis en evidence la capacité de ces deux espéces a coexister, par
des mécanismes d’adaptation, de formations de biofilm mixte, de résistance aux antibiotiques,
etc. (Armbruster et al. 2016; Briaud et al. 2019; Camus et al. 2020; Camus et al. 2021; Cendra
et al. 2019). Cette coexistence S. aureus / P. aeruginosa favoriserait 1’établissement et le
maintien de la colonisation chronique a ces deux pathogenes et ce méme schéma d’interaction
est suppose étre impliqué dans la coexistence de P. aeruginosa avec Aspergillus fumigatus
(Chatterjee et al. 2020).

Contrairement a ce qui a été suggéré dans des cohortes anciennes (Maselli et al. 2003), le statut
nutritionnel ne semble pas étre un facteur de risque clinique de ’infection a P. aeruginosa.
Cette observation pourrait étre le reflet de la mise en place des stratégies thérapeutiques visant
a maintenir ou améliorer 1’état nutritionnel des enfants ; telles que I'évaluation diététique
systématique a chaque visite, I'éducation thérapeutique des parents et des enfants afin de les
aider a adapter leur alimentation ou les prescriptions medico-diététiques pour définir
précocement des objectifs nutritionnels et des mesures diététiques correctrices (alimentation

fractionnée, alimentation enrichie ou alimentation avec compléments oraux).

Les facteurs environnementaux seraient impliqués a hauteur d’environ 23 % dans la
variabilité interindividuelle de I’infection a P. aeruginosa (Cutting 2015). Nous avons observe
un gradient d’Ouest en Est dans la précocité de la primo-infection a P. aeruginosa, avec un

rythme saisonnier (risque plus élevé en automne et en hiver) couplé a un effet protecteur de
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I’augmentation de I’humidité relative et des radiations solaires. L’implication de facteurs de
risque climatiques, géographiques et saisonnier a déja été suggeré, cependant nous n’observons
pas les mémes tendances. En effet, I’augmentation de la température a été montré comme
associée a un risque accru d’infection a P. aeruginosa (Collaco et al. 2011; Psoter et al. 2016;
Warrier et al. 2019). Cette différence pourrait s’expliquer d’une part, par une plus grande
diversité de climats aux Etats-Unis et en Australie ; d’autre part, en raison d’une imprécision

dans la localisation des enfants CF de notre cohorte.

Physiologiquement, il est observé une biodiversité des souches de P. aeruginosa dans les sols
selon leur localisation géographique (Cho et Tiedje 2000). Le réle des conditions climatiques
dans la survenue de I’infection serait leurs capacités a modifier (notamment par la température)
I’adhésion et la formation de biofilm de P. aeruginosa, selon les caractéristiques
environnementales locales (Cappello 2006; Musken et al. 2010). 11 serait d’une forte pertinence
de poursuivre cette étude par 1’analyse des propriétés biophysiques d’occupation des sols
(ruralité, présence de points d’eau, de terrains agricoles, de foréts, etc...). Ceci serait réalisable
gréce aux données européennes de I’inventaire « CORINE Land Cover », cependant ce type
d’analyse nécessiterait des données spatio-temporelles trés fines des patients

(https://www.statistiques.developpement-durable.gouv.fr/corine-land-cover-0).

D’autres facteurs environnementaux seraient intéressants a étudier, notamment le role de
I’exposition environnementale hospitaliére. Cette bactérie étant reconnue comme
potentiellement nosocomiale, il devrait étre possible de réduire sa propagation en séparant les
visites des patients infectés et non-infectés et en respectant des mesures d'hygiéne strictes.
Néanmoins, se pose toujours la question de I’existence d’infections croisées dans les CRCM.
Les conditions socio-économiques et I’accés aux soins ont aussi été identifiés comme facteurs
de risque de I’atteinte respiratoire et de I’infection a P. aeruginosa (Curtis et al. 1997; Kosorok
et al. 1998; O'Connor et al. 2003; Schechter et Margolis 1998; Schechter et al. 2001). Il est
cependant raisonnable de penser que le systeme de santé national francais pallie a des différence
d’acces aux soins, en particulier par la prise en charge a 100% des enfants atteints de

mucoviscidose.

Les geénes modificateurs semblent jouer un réle dans la variabilité¢ de I’infection a P.
aeruginosa avec une spécificité de certains variants soit pour 1’acquisition, soit pour la

chronicisation, soit pour la précocité du passage de la Pa-IA a la Pa-CC. Notamment,
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I’implication de SLC9A3 (rs4957048 et rs57221529) est montrée dans la précocité de la Pa-CC
et la durée entre Pa-1A et Pa-CC. La famille des SLC (solute carriers) pourrait jouer un role
important dans la physiopathologie de la mucoviscidose, en contrebalancant ou en aggravant
I'impact des défauts de CFTR sur le transport des ions a travers 1’épithélium des voies aériennes
et, par conséquent, avoir un role dans l'infection & P. aeruginosa. Il est peu probable que la
structuration de la population de notre étude explique les associations retrouvées, puisque le
fond génétique des enfants est homogene avec notamment deux parents d'ascendance

européenne.

Cependant, ces génes-candidats n’expliquent pas a eux seuls la forte variabilité de 1’infection &
P. aeruginosa due aux genes modificateurs qui a été estimée a 50 % dans la littérature (Cutting
2015). En effet, cela ne concerne qu’une faible proportion de patients, en raison des fréquences
alléliques faibles (entre 2 % et 30 %) et d’une magnitude d’effet peu élevée (Hazard-ratio
compris entre 0,79 et 1,81). Les analyses de génome entier, plutdt que I’approche geéne-
candidat, pourraient aider & concilier ces résultats. Dans notre analyse de GWAS nous
identifions suggestivement une nouvelle réegion génomique qui pourrait étre impliquéee dans la
variabilité interindividuelle de I’acquisition de 1’infection a P. aeruginosa. Cette région est
située a proximité du gene FLRT2 dont I'expression en ARNm dans les cellules épithéliales
alvéolaires et bronchiques diminuerait significativement en présence de budésonide (Mostafa
et al. 2019). Le budésonide est un principe actif anti-inflammatoire et anti-allergique de la
famille des glucocorticoides. Son usage par voie inhalée est fréquent chez les patients atteints
de mucoviscidose pour le traitement de I’inflammation pulmonaire et des infections. Toutefois
ces résultats préliminaires sont a prendre avec précautions puisque ’analyse n’a inclut que 593
enfants CF et que les résultats nécessitent d’étre répliqués dans une plus grande cohorte

indépendante.

Cette étude montre que I’infection a P. aeruginosa est un déterminant de la sévérité de
I’atteinte pulmonaire avec un impact sur la fonction respiratoire a chaque stade de 1’infection.
Le déclin annuel de VEMSpp a été estimé a -0,38 % avant la Pa-1A puis accélere a -0,92 %
apres la Pa-1A et atteint -1,51 % apres la Pa-CC. Ces résultats soulignent la nécessité d’une
surveillance intensive des infections des voies aériennes précocement dans la vie des patients.
Le modéle mixte joint que nous avons élaboré pour cette étude et qui permet de modéliser une
corrélation entre 1’age de survenue de I’infection et le déclin de la fonction respiratoire, montre
un impact majeur de I’infection chronique a P. aeruginosa ; estimé par une pente de déclin

apres la Pa-CC de -3,06 % de VEMSpp par an. Cependant, ce modéle présente un biais, puisque
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nous ne pouvons pas modéliser, a ce jour, la Pa-lA et la Pa-CC dans un seul modele.
Développer un tel modéle serait d’un intérét majeur pour les études épidémiologiques dans la
mucoviscidose, car sa méthodologie permettrait d’ajouter plusieurs événements et phénotypes
apparaissant au cours de la vie des patients (CFRD, CFLD, co-infections, etc.) et d’en estimer
leurs corrélations tout en quantifiant leur impact marginalement et conjointement sur la fonction

respiratoire.

Cette étude comporte d’autres limites. Premiérement, nous n’avons pas intégré le réle
des différentes stratégies thérapeutiques d’éradication de P. aeruginosa, en 1’occurrence les
antibiothérapies, dans nos analyses. Ces thérapeutiques sont de différentes formes (inhalées,
orales et intraveineuses) et leur taux de succés d’éradication aprés I’acquisition de P.
aeruginosa est tres variable (entre 25 % et 100 %) (Proesmans et al. 2013), ce qui, par
consequent, engendre un risque de colonisation chronique inconstant. De méme, nous n’avons
pas ajusté les analyses sur la fréquence des ECBC, ECBC indispensables au diagnostic
d’infection a P. aeruginosa. Néanmoins, les protocoles d'éradication sont relativement
homogeénes entre les centres et entre les patients, notamment depuis 2002 en France, depuis la
standardisation des soins et des pratiques, avec la mise en place des CRCM et du PNDS (HAS
2002, 2017). Par ailleurs, la fréquence des ECBC est également standardisée, avec une visite
trimestrielle des patients comprenant systématiquement un ECBC et une épreuve fonctionnelle
respiratoire. Nous observons une moyenne de 3,69 (IC 95% : 3,53-3,85) mesures de VEMSpp
par an dans ’analyse du déclin de la fonction respiratoire, ce qui est trés proche des 4 visites

recommandées par an.

I1. Traitement modulateur de CFTR lumacaftor-ivacaftor

Notre étude portant sur la variabilité de la réponse au traitement modulateur de CFTR
lumacaftor-ivacaftor (LUMA-IVA), chez 765 patients atteints de mucoviscidose, met en
évidence un gain de fonction respiratoire estime a +0,106 de SaKnorm Z-value et de +0,108 de
BMI Z-score pour la réponse nutritionnelle. Ces gains sont maintenus au cours des deux
premieres annees de traitement et, cliniqguement parlant, correspondent a une augmentation
moyenne a 6 mois de +2,11 points de VEMSpp et de +0,44 kg/m?2 pour l'indice de masse
corporelle. Ces bénéfices sont trés modérés, comparativement a ceux auxquels les patients
pourraient prétendre avec la trithérapie tezacaftor-ivacaftor-elexacaftor. En effet, cette

trithérapie, également indiquée pour les patients porteurs de la mutation F508del a 1’état

126



homozygote, montre des améliorations nettement plus importantes, avec des gains estimés a
+14,3 points de VEMSpp et de +4,2 kg (Burgel, Durieu, Chiron, Ramel, et al. 2021; Middleton
et al. 2019).

Néanmoins, le traitement LUMA-IVA reste une innovation thérapeutique majeure, par sa
capacité a réduire les exacerbations pulmonaires et les hospitalisations (Wainwright et al.
2015), a améliorer la tolérance a I’effort (Wark et al. 2019), I’atteinte hépatique (Drummond et
al. 2021; Kutney et al. 2019) et I’atteinte intestinale (Tetard et al. 2020) ; et ce, malgre la
méconnaissance de ses bénéfices en termes de gain de fertilité, d’amélioration des symptomes
ORL et osseux, et malgré son incapacité a améliorer I’insuffisance pancréatique endocrine
(Moheet et al. 2021; Thomassen et al. 2018). Par ailleurs, il serait trés intéressant d’estimer son
bénéfice dans le recul de 1’acquisition des infections respiratoires bactériennes et d’étudier, d’ici
quelques années, les changements de taux d’infections chroniques a P. aeruginosa dans les

cohortes de nourrissons et jeunes enfants actuelles.

Hormis la sévérité de la fonction respiratoire, nous n’avons pas identifié de facteurs de
risque expliquant la forte variabilité de la réponse respiratoire au traitement LUMA-IVA. Notre
approche géne-candidat a permis de mettre en évidence la modulation de la réponse
nutritionnelle par le gene SLC6A14. Il est intéressant de noter que deux études, menées
respectivement dans une population finlandaise et francaise, ont montré que plusieurs variants
de SLC6A14 étaient associés a I'obésité (Durand et al. 2004; Suviolahti et al. 2003). Comme le
transporteur d'acides aminés SLC6A14 pourrait moduler la disponibilité du tryptophane pour la
synthése de la sérotonine, les auteurs ont émis I'hypothése que ces variants pourraient affecter
la perception de la faim et de la satiété. Miranda et al. ont également montré que d'autres
variants de SLC6A14 étaient associes a la prise alimentaire chez des enfants agés de 7-8 ans
(Miranda et al. 2015). Enfin, une étude in vitro a mis en évidence que le variant rs2011162,
associé a l'obésité et situé dans le 3'UTR du géne SLC6AL4, réduirait I'expression du
transporteur et que les souris slc6al4”’- développent une obésité, une stéatose hépatique et un
syndrome métabolique lorsqu'elles sont nourries avec un régime riche en graisses
(Sivaprakasam et al. 2021). Ces résultats soutiennent I'nypothése de I'implication de SLC6A14
dans la modulation de I'état nutritionnel des enfants CF et dans la réponse nutritionnelle au
traitement LUMA-IVA.

Notre étude gene-candidat était orientée vers les génes modificateurs de type SLC,
cependant certains mécanismes biologiques pharmacogénétiques laissent a penser que d’autres
genes pourraient étre impliqués dans la réponse au traitement LUMA-IVA. En effet, il a été
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montré que certains genes interviennent dans la biotransformation et la réponse a différents
traitements, en codant pour des enzymes métabolisant les médicaments : ce sont les
cytochromes (CYP). La superfamille des cytochromes P450 est divisée en familles (CYPL,
CYP2 et CYP3) puis en sous-familles (CYP1A, 1B ; CYP2A, 2B, 2C, 2D, 2E ; CYP3A) qui
contiennent plusieurs dizaines d’isoenzymes, dont 5 sont impliquées dans le métabolisme
d’environ 90 % des médicaments couramment utilisés : CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6 et
CYP3A4. Chez ’homme, le CYP3A4 représente environ 30 % des cytochromes hépatiques et
métabolise prés de 60 % des médicaments. Certains cytochromes sont fortement liés a
I’ivacaftor et au lumacaftor, d’une part parce qu’ils sont principalement métabolisés par des
enzymes codées par les genes CYP3A et/ou CYP1A2 et CYP2C9 et, d’autre part, parce que leurs
métabolites ont la capacité d’inhiber certaines enzymes du CYP3A (Schneider 2018). Les
variants des genes de type CYP sont tres peu polymorphes, voire monomorphiques dans la
cohorte de 765 patients inclus dans nos analyses. Pour évaluer leur implication dans la
variabilité de la réponse au traitement LUMA-IVA, la méthodologie nécessite d’étre adaptée a
I’analyse des variants rares, méthodologie non compatible avec le modé¢le d’estimation

d’équation généralisée mixte pondérée (WGEE) que nous avons utilisé.

L’approche sans a priori (analyse de GWAS) aurait été¢ d’un grand intérét pour identifier
des régions génomiques impliquées dans la réponse respiratoire et/ou nutritionnelle au
traitement LUMA-IVA. Cependant, nous n’avons pas réussi a appliquer le modéele WGEE a
I’analyse d’un grand nombre de variants pour des raisons logistiques, a savoir les capacités de
mémoires informatiques que cela mobilise et le temps nécessaire (environ 1 mois pour un bras
de chromosome). Comme alternative, nous envisageons d’étudier par une approche de GWAS
uniquement la réponse a court terme (6 mois) au traitement IVA-LUMA. Cette méthodologie
permettrait de pallier au biais de données manquantes longitudinales d aux interruptions de

traitement et donc de pouvoir utiliser des modeles de régressions linéaires.

1. Perspectives
1. Application clinique

Les résultats de cette étude sont encourageants et tendent a caractériser la variabilité
interindividuelle des phénotypes respiratoires des patients atteints de mucoviscidose. Pouvoir
distinguer les patients a risque de développer une infection bactérienne respiratoire plus précoce
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et/ou chronique ou susceptibles de mieux répondre a un traitement modulateur de CFTR, ¢’est

parvenir a une médecine préventive et prédictive.

Les facteurs de risque identifiés dans ces travaux de recherche ne permettent pas une
application clinique directe. Cependant, ils trouvent leur intérét dans la prévention. D’une part,
en termes de suivi des patients, il pourrait étre imaginé une fréquence plus élevée des ECBC a
certaines périodes de 1’année par exemple ; d’autre part, en termes de stratégie d’éradication
plus « agressive » en cas de co-infections trés précoces ; et enfin, en termes d’éducation

thérapeutique orientée sur I’environnement des patients et des enfants plus a risque.

L’identification des génes modificateurs de la variabilité phénotypique interindividuelle
trouve son intérét dans la combinaison de ces multiples variants de susceptibilité a effets
modéres. Pouvoir identifier de nombreux variants impliqués dans le vaste spectre phénotypique
de la mucoviscidose permettrait d’établir des scores de risque polygénique (PRS pour polygenic
risk score). Grace a un test sanguin simple, ces PRS pourraient prédire les degrés de sévérité
des différentes atteintes de la mucoviscidose ; et ainsi, permette une prise en charge ciblée et

individualisée des patients.
2. Application thérapeutique

Identifier des genes modificateurs des phénotypes de la mucoviscidose, c’est aussi
pouvoir mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques, grace a des études de biologie
fonctionnelle. Les traitements modulateurs de CFTR ont pris une place prépondérante dans la
prise en charge thérapeutique des patients, cependant, certains patients ne peuvent pas en
bénéficier en raison de leurs mutations de CFTR non ciblées par ces thérapies. La
compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu par ces genes modificateurs ouvrirait
la porte au développement de nouvelles thérapeutiques pour les patients, telles que la thérapie
génique, les thérapies 8 ARNm et a microARN (Bardin et al. 2018; Fajac et Sermet 2021;
Mercier et al. 2021; Sonneville et al. 2017).

3. Le futur de la mucoviscidose

L’amélioration de la prise en charge des patients atteints de mucoviscidose au cours des
50 dernieres années a permis une augmentation spectaculaire de I’espérance de vie des patients.
L’avénement des traitements modulateurs de CFTR offre de belles perspectives pour
I’amélioration de 1’état de santé et de la qualité de vie des patients. Il est donc a prévoir des

changements démographiques dans la mucoviscidose. De récentes prédictions prévoient une
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augmentation de 50 % du nombre de patients d’ici 2025 en Europe dont 20 % d’enfants (Burgel
et al. 2015) et 75 % d’adultes supplémentaires en France (Burgel et al. 2017). Le vieillissement
de la population CF dans les années a venir va exposer les patients a de nouveaux phenotypes,
tels que le surpoids et I’obésité, les maladies cardio-vasculaires et les cancers. Il est donc
nécessaire, dés aujourd’hui, de parvenir a une médecine personnalisée, prédictive, préventive

et participative des patients CF orientée vers la préservation de leur capital santé.
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I. Annexe | : Architecture et détail des données utilisées au

cours du travail de these

Ci-dessous sont listées les principales variables utilisées au cours de ce travail de thése. Les
données ont été recueillies dans le cadre de 1’étude « Recherche des génes modificateurs dans

la mucoviscidose ».

Les modalités spécifiques et les unités de recueil sont indiquées entre parentheses. Les dates
sont recueillies au format JJ/MM/AAAA. Les variables annotées d’une astérisque (*)
correspondent a des données pouvant étre recueillies de fagon longitudinale ; ¢’est-a-dire que

plusieurs enregistrements sont possibles pour un méme patient mais a des dates différentes.

Données démographiques et antécédents chirurgicaux :

e Sexe(H/F)

e Date de naissance

e Origine géographique du pere (Europe / Maghreb / Afrique Noire Asie / Autre)

e Origine géographique de la mere (Europe / Maghreb / Afrique Noire Asie / Autre)
e Code postal de résidence

e Date de décés

e Date de la transplantation pulmonaire

e Date de la transplantation hépatique

Données relatives au diagnostic :

e Date du diagnostic

e Mutation de CFTR alléle 1

e Mutation de CFTR alléle 2

e Trypsine immuno-réactive a J3 (en pg/l)
e Trypsine immuno-réactive a J21 (en pg/l)
e Date du test de la sueur

e Valeur du test de la sueur (en mmol/l)

e Diagnostic (Confirmé / Douteux / Non Confirmé)

Données relatives a I’atteinte digestive :

e [léus méconial (Oui/ Non/NR)
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e Chirurgie suite a I’iléus méconial (Oui / Non / NR)

Données de ’atteinte pancréatique exocrine :

¢ Insuffisance pancréatique (Oui / Non / NR)

Données relatives a I’atteinte pancréatique endocrine :
e Diabéte (Oui/ Non/NR)
e Date de diabéte et variable correspondante™ :
o Type de diabéte (DID / DNID / Intolérance glucidique / Gestationnel / Cortico-induit /
NR)
e Date de début des antidiabétiques oraux

e Date de début de ’insuline

Un commentaire libre est disponible dans la base de données afin, notamment, de préciser si
les diabetes de type cortico-induit et gestationnel étaient résolutifs

Données relatives a I’atteinte hépatique :

e Atteinte hépatique (Oui /Non /NR)

e Date de début de ’atteinte hépatique

e Date de début de traitement par acide ursodésoxycholique
e Date de fin de traitement par acide ursodésoxycholique
e Date de début de cirrhose

e Date des premiers signes d’hypertension portale

e Date des premiéres varices cesophagiennes

e Date de début d’hépatomégalie

e Date de début de splénomégalie

e Date de début d’ascite

e Date de début de cytolyse

e Date de début de cholestase
Données de microbiologie :

Pour chaque type de pathogene sont recueillies :
e Date de primo-infection

e Date de colonisation chronique
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Lorsque ces dates ne peuvent étre déterminées précisément, sont alors recueillies les dates des
premieres occurrences dans le dossier médical sous la forme de :
e Date de primo-infection minimale

e Date de colonisation chronique minimale

Données d’exploration fonctionnelle respiratoire (EFR) :
e Date de I’EFR et variables correspondantes™ :

o Poids (enkg)

o Taille (en cm)

o VEMS (enl)

o VEMS (en pourcentage prédit)

Il est & souligner que :

- L’ensemble des examens d’EFR réalisés par le patient sont recueillis. Les données ne sont
pas annualisées et la fréquence des mesures par patient se situe autour de 4 fois par an ;

- Seules les mesures avant I’examen de réversibilité sont recueillies ;

- Pour les EFR réalisées au Jour 0 d’une initiation d’un traitement modulateur de CFTR,

seules les mesures pré-traitement sont recueillies.

Données de biologie :
e Date de I’examen et variables correspondantes™ :
o ASAT-TGO (en UI/L)
o ALAT-TGP (en Ul/L)
o Gamma GT (en UI/L)
o Phosphatases Alcalines en (UI/L)
o Bilirubine totale (en mg/L)

o Bilirubine conjuguée (en pmol/L)

Il est a souligner que les données de biologique sont principalement issues de 1’examen sanguin
réalisé au cours du bilan annuel du patient. La fréquence des mesures par patient se situe autour

de une fois par an.

Données relatives a I’inclusion et au suivi :
e Date d’inclusion
e Nom du CRCM

e Date de prelevement genétique
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e Date de perdu de vue

En cas de changement de CRCM* :
o Date de changement de CRCM
o Nom du nouveau CRCM

Données relatives au traitement lumacaftor-ivacaftor :

e Traitement recu (Oui /Non/NR/NA)
e Date de début de traitement et si applicable* :
o Date de fin de traitement

o Motif d’arrét de traitement

Un commentaire libre est disponible dans la base de données afin, notamment, de préciser si le

traitement a €té recu dans le cadre d’un protocole de recherche clinique.

Abréviations utilisées : NR: non renseigné; NA : Non applicable; CRCM : centre de
ressources et de compétences de la mucoviscidose ; DID : diabéte insulino-dépendant ; DNID :

diabéte non insulino-dépendant.
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Annexe Il : Revue de littérature sur les facteurs de risque de I’infection a P. aeruginosa

Tableau 12 | Revue de littérature portant sur 1’analyse des facteurs de risque cliniques et démographiques de I’infection a P. aeruginosa dans de larges cohortes de patients
mucoviscidosiques.

Population Statut pancréatique Type d’infection Méthodologie Principaux résultats Références
Origine Mutations de CFTR  a P. aeruginosa
Patients CF suivis entre Pl et PS Pa-CC Analyse des facteurs de risque de la  Age a I'infection : 23 % des CF colonisés chroniques |’étaient avant I'age de 1 an et 67 % (E. Kerem, Corey,
1975 et 1988. Toutes mutations survenue de I'infection avant I'age avant 7 ans. Stein, et al. 1990)
n =502 de 7 ans comparativement aux non-  Facteurs de risque associés: insuffisance pancréatique, précocité du diagnostic,
Etats-Unis infectés par regression logistique. symptomes gastro-intestinaux et insuffisance pancréatique.

Facteurs de risque non associés: genre, poids, taux de chlorures sudoraux et les

symptoémes respiratoires.
Patients CF diagnostiqués Pl et PS Pa-1A Régression de Cox Age a l'infection : estimation de ’4ge médian entre 5,5 et 6,5 ans. (Wang et al. 2001)

entre 1982 et 1990 avant
I’dge de 36 mois.
n=3625

Etats-Unis

Patients CF suivis entre
1998 et 2002

n=4293

Etats-Unis

Patients CF suivis jusqu’en
2009, age moyen a la
derniére visite d’environ
17 ans.

n=1381

Etats-Unis

Patients CF diagnostiqués
avant I'age de 13 ans et
suivis entre 2004 et 2006.
n =889

Etats-Unis

Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations

Primo-infection a P.

aeruginosa multi-

résistant (MARPA)

Pa-1A
Primo-infection a P.

aeruginosa mucoide

Pa-1A

Régression de Cox

Régression de Cox

Régression de Cox

Facteurs de risque associés : insuffisance pancréatique, cohorte de naissance, régions de
naissance et le genre.
Facteurs de risque non associés : origine ethnique et exacerbation pulmonaire.

Age a I'infection : non estimé.

Facteurs de risque associés : la fonction respiratoire, diabéte, Tobramycine inhalée au long
cours, prévalence de MARPA dans le centre de suivi, taille des patients, antibiothérapie IV.
Facteurs de risque non associés: genre, indice de masse corporelle, I'insuffisance
pancréatique, co-infection a Burkholderia cepacia et Stenotrophomonas maltophilia.

Age a I'infection : non estimé.

Facteurs de risque associés : La Pa-IA et I'infection a P. aeruginosa mucoide sont associées
aux classes de mutations de CFTR (résiduelle et minimale) quelques soit le degré de sévérité
de fonction respiratoire.

Facteurs de risque non associés : aucun.

Age a I'infection : estimation de I'dge médian de Pa-IA & 3,25 ans (IC 95 % : 2,77-4,03).
Facteurs de risque associés : classes de mutations de CFTR (résiduelle et minimale), prise
d’enzymes pancréatiques.

Facteurs de risque non associés : genre, mutation F508del, age au diagnostic CF, iléus
méconial, diagnostic par dépistage néonatal, traitements inhalés, traitement DNase,
traitement Palivuzimab, poids, taille, indice de masse corporelle, co-infection a
Staphylococcus aureus sensible ou résistant a la méticilline, Stenotrophomonas maltophilia,
Haemophilus influenzae et Alcaligenes xylosoxidans, vaccin antigrippal, tabagisme passif,
chauffage au bois, utilisation d’un jacuzzi ou d’une piscine, événement social avec un autre
patient CF, garderie ou école maternelle, allaitement maternel, niveau d’éducation
maternelle et le revenu du foyer.

(Merlo et al.
2007)

(Green et al.
2010)

(Rosenfeld et al.
2012)
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Population Statut pancréatique Type d’infection Méthodologie Principaux résultats Références
Origine Mutations de CFTR  a P. aeruginosa

Patients CF agés de plus Pl et PS Pa-CC Modéle GEE (Generalized estimating Age a I'infection : non estimé. (Crull et al. 2016)
de 18 ans et suivis entre Toutes mutations Primo-infection a P.  equation). Facteurs de risque associés a la Pa-CC : I'dge au diagnostic CF, insuffisance pancréatique,

2002 et 2012.

n =402

Etats-Unis

Patients CF nés entre
2006 et 2015.

n =5592

Etats-Unis

Pl et PS
Toutes mutations

aeruginosa mucoide

Pa-1A
Pa-CC
Primo-infection a P.
aeruginosa mucoide

Régression de Cox

fonction respiratoire et mutations de CFTR.
Facteurs de risque non associés a la Pa-CC : genre et CFRD.

Age a I'infection : 4ge médian de Pa-IA de 2,6 ans (IC 95 % : 2,4-2,9). Chez les 5592 patients (Heltshe et al.
64 % ont eu une Pa-IA, parmi lesquels 13 % développent une Pa-CC et 17 % une infectiona 2018)

P. aeruginosa mucoide.

Facteurs de risque associés : I'infection a P. aeruginosa mucoide augmente le risque de

survenue d’une Pa-CC. Les classes de mutations | a Ill étaient associées a une précocité de

survenue de la Pa-IA, de la Pa-CC, de l'infection a P. aeruginosa mucoide et au délai entre

Pa-CC et infection a P. aeruginosa mucoide. Les facteurs de risque du délai entre Pa-IA et

Pa-CC étaient I'origine ethnique et le nombre d’ECBC réalisés.

Facteurs de risque non associés : le délai entre Pa-IA et Pa-CC n’était pas associé au

mutations de CFTR, au genre et au dépistage néonatal.

Abréviations : CF : cystic fibrosis, Pl : insuffisance pancréatique exocrine, PS : suffisance pancréatique exocrine, Pa-IA : primo-infection a P. aeruginosa, Pa-CC : colonisation chronique a P. aeruginosa, MARPA : P. aeruginosa
multirésistant, IV : intra-veineuse, IC : intervalle de confiance, GEE : Generalized estimating equation, ECBC : examen cytobactériologique des crachats.
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Annexe Il : Revue de littérature sur les facteurs géenétiques de I’infection a P. aeruginosa

Tableau 13 | Revue de littérature portant sur 1’analyse des facteurs de risque genétiques de 1’infection a P. aeruginosa chez les patients mucoviscidosiques.

Geéne Population Statut pancréatique Type d’infection Approche Principaux résultats Références
Origine Mutations de CFTR  a P. aeruginosa Méthodologie
SLC9A3 Enfants CF, n = 1004 PI Pa-1A Géne-candidat Le SNP rs4957061 alléle T avait un effet délétére sur la survenue de la Pa-IA, ’dge (R. Dorfman
Canadiens Toutes mutations Régression de Cox médian de Pa-IA était de 8,9 ans pour le génotype CC, 7,4 ans pour le génotype CT et et al. 2011)
6,1 ans pour génotype TT.
Les SNP rs57221559 et rs4957048 n’ont pas été analysés.
SLC9A3 Patients CF,n=730 PletPS Pa-1A Géne-candidat Le SNP rs17563161 était associé a la survenue de la Pa-IA avec une effet délétere (W. Liet al.
Canadiens 2 mutations Modele GEE (Generalized estimating equation).  de I'alléle mineur T. 2014)
« séveres » Les SNP rs57221559 et rs4957048 n’ont pas été analysés.
SLC9A3 Patients CF, n =188 Pl et PS Pa-1A Géne-candidat Le SNP rs17563161 était non associé a la Pa-1A. (Pereira et al.
Brésil Toutes mutations Régression logistique Les SNP rs57221559 et rs4957048 n’ont pas été analysés. 2017)
SLC6A14  PatientsCF,n=730 PletPS Pa-1A Géne-candidat Le SNP rs3788766 était associé a la survenue de Pa-IA avec une effet délétere de (W. Lietal.
Canadiens Toutes mutations Modele GEE I'alléle mineur T. 2014)
SLC6A14  Patients CF,n =188 PletPS Pa-1A Géne-candidat Le SNP rs3788766 était associé a la Pa-IA avec effet délétére de I'allele C, Odds- (Pereira et al.
Brésil Toutes mutations Régression logistique ratioce/rr=0,171 (IC 95% : 0,029-0,696). 2017)
CAV2 Patients CF Pl et PS Pa-CC Analyse d’exome : comparaison des patients CF  Analyse d’exome : (Emond et al.
Nombre de patient  Toutes mutations F508del homozygotes ayant un phénotype 85 CF avec phenotype extréme analysés. Le géne CAV2 était associé a la Pa-CC 2015)
en fonction des extréme (4ge a la Pa-CC < 258me percentile (7 ans), (P-value =6,7 x 1077).
types d’analyses age médian de Pa-CC dans le groupe extréme de Cohorte de validation :
Etats-Unis 2,6 ans) a un groupe controle CF (n = 3239). Le SNP rs8940 était associé a la Pa-CC avec un HR de 0,48 (IC 95% : 0,32-0,88) et
Toutes origines Analyse par regression linéaire adaptée au variant un effet protecteur de I'allele mineur.
ethniques rares et petits échantillons (aSKAT-O test).
Réplication dans une cohorte indépendante de
643 CF par régression de Cox.
T™MC6 Patients CF Plet PS Pa-CC Analyse d’exome : comparaison des patients CF  Analyse d’exome : Emond et al.
Nombre de patient ~ Toutes mutations F508del homozygotes ayant un phénotype 65 CF avec phenotype extréme analysés. Le gene TMC6 était associé a la Pa-CC  2015)
en fonction des extréme (4ge a la Pa-CC < 25%™me percentile (7 ans), (P-value =9,5 x 1077).
types d’analyses age médian de Pa-CC dans le groupe extréme de Cohorte de validation :
Etats-Unis 2,6 ans) a un groupe contrdle CF (n = 3239). Le SNP rs34712518 était associé a la Pa-CC avec un HR de 1,40 (IC 95% : 1,03-
Toutes origines Analyse par regression linéaire adaptée au variant 1,80) et un effet délétere de I'alléle mineur.
ethniques rares et petits échantillons (aSKAT-O test). Le SNP rs2748427 était associé a la Pa-CC avec un HR de 1,80 (IC 95% : 1,30-2,80)
Réplication dans une cohorte indépendante de et un effet délétére de I'allele mineur.
643 CF par régression de Cox. Le SNP rs12449858 n’était pas associé a la Pa-CC (HR : 0,70 ; IC 95% : 0,44-1,10).
DCTN4 Patients CF, Pl et PS Pa-1A Analyse d’exome : comparaison des patients CF  Analyse d’exome : (Emond et al.
Nombre de patient ~ Toutes mutations Pa-CC ayant un phénotype extréme (age a la Pa-CC < 5 Le géne DCTN4 était associé a la Pa-CC (P-value = 2,2 x 107%). 2012)

en fonction des
types d’analyses
Etats-Unis
Toutes origines
ethniques

ans, soit le 10°™¢ percentile, n=38) a un groupe
controle CF (les 38 CF les plus agés et n’ayant pas
de Pa-CC). Analyse par regression logistique.
Réplication dans une cohorte indépendante de
696 CF par régression de Cox

Cohorte de validation :

La présence d’au moins un allele mineur dans les génotypes des SNP rs11954652
et/ou rs35772018 était associé a la Pa-IA (HR: 1,40 ; IC 95% : 1,10-1,80) et a la
Pa-CC(HR :1,90;1C95% : 1,20-2,90), avec effet délétere de I'allele mineur C pour
le rs11954652 et de I'alléle mineur C pour le rs35772018.
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Géne Population Statut pancréatique Type d’infection Approche Principaux résultats Références
Origine Mutations de CFTR  a P. aeruginosa Méthodologie

DCTN4 Patients CF,n =121 PletPS Pa-1A Géne-candidat La présence d’au moins un allele mineur dans les génotypes des SNP rs11954652 (Viel et al.
France Toutes mutations Pa-CC Régression logistique et/ou rs35772018 n’était pas associée a la Pa-lA ni a la Pa-CC. 2016)
Caucasiens Comparaison des infectés /non-infectés

TNF Patients CF, n = 49 HTZ ou HMZ pour Pa-CC Géne-candidat Le SNP rs361525 n’était pas associé a la Pa-IA quelques soient les catégories (Coutinho et
Brésil des mutations de Régression logistique d’age. al. 2014)

CFTR de classes | ou Comparaison des infectés /non-infectés dans 3 Le SNP rs1800629 était associé a la Pa-IA, ORaa/ec = 0,0800 (IC 95% : 0,0003-
Il catégories d’age (>12 mois, entre 13 et 36 mois et 0,0700) et ORgp/c6 = 10,2 (IC 95% : 1,86-84,09) chez les moins de 12 mois.
>36 mois).

MBL2 Patients CF, Pl et PS Pa-1A Géne-candidat Un haplotype composé de 3 polymorphismes dans le géne MBL2 n’était pas (J. C. Davies et
Enfants n = 260 Toutes mutations Régression logistique associé a la présence de P. aeruginosa au décours d’un ECBC. al. 2004)
Adulte n =298 Comparaison des infectés /non infectés Les SNP rs5030737, rs7096206 et rs11003125 n’ont pas été analysés.
Royaume-Uni

MBL2 Patients CF, Pl et PS Pa-CC Géne-candidat Les 6 SNP analysés (dont le rs5030737, rs7096206 et rs11003125) n’étaient pas (Haerynck et
n=96 Au moins une Régression de Cox associés a la Pa-CC. al. 2012)
Belgique mutation F508del

MBL2 Patients CF, Pl et PS Pa-1A Géne-candidat Un haplotype composé des SNP rs1800450, rs1800451, rs5030737 et rs7096206 (McDougal et
n=788 Toutes mutations Régression linéaire du géne MBL2 (bas niveau de production de la protéine MBL) était associé a la al. 2010)
Etats-Unis précocité de la Pa-IA comparativement aux patients porteurs de I’haplotype de
Caucasien haute production de MBL (P-value =0,0034).

Le SNP rs11003125 n’a pas été analysé.

MBL2 Patients CF, Pl et PS Pa-1A Géne-candidat Les génotypes de 3 polymorphismes du géne MBL2 n’étaient pas associés a I'age (Tarova et al.
n=91 Au moins une Régression logistique de survenue de la Pa-IA. 2011)
Slovaquie mutation F508del Les SNP rs5030737, rs7096206 et rs11003125 n’ont pas été analysés.

MBL2 Patients CF, Pl et PS Pa-CC Géne-candidat Les génotypes de 3 polymorphismes du géne MBL2 étaient associés a I'age de (Trevisiol et
n=47 Toutes mutations Régression logistique survenue de la Pa-CC. al. 2005)
Italie Les SNP rs5030737, rs7096206 et rs11003125 n’ont pas été analysés.

Abréviations : CF : cystic fibrosis, Pl : insuffisance pancréatique exocrine, PS : suffisance pancréatique exocrine, Pa-IA : primo-infection a P. aeruginosa, Pa-CC : colonisation chronique a P. aeruginosa, MARPA : P. aeruginosa

multirésistant, IC : intervalle de confiance, GEE : Generalized estimating equation, SNP : single nucleotid polymorphism, HMZ : homozygote, HTZ : hétérozygote, ECBC : examen cytobactériologique des crachats.
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V. Annexe IV : Revue de littérature sur le déclin de la fonction respiratoire

Tableau 14 | Revue de littérature portant sur I’analyse du déclin de la fonction respiratoire chez les patients mucoviscidosiques.

Population Statut pancréatique  Design et méthodologie Principaux résultats Références
Origine Mutations de CFTR

Patients CF suivis entre 1975 et Pl et PS Etude observationnelle en population CF. Le Le déclin de la fonction respiratoire n’était pas associé a la Pa-IA et était de -2,2 % de (E. Kerem, Corey,
1988 Toutes mutations déclin a été estimé par régression linéaire. VEMSpp par an avant la Pa-IA et -2,5 % apreés. Gold, et al. 1990)
n =895 Comparaison du déclin des patients avec Pa-IA

Etats-Unis aux patients non-infectés, par analyse de

Patients CF ayant eu un ECBC
entre 1954 et 1990

n =198

Etats-Unis

Patients CF nés entre 1966 et
1974.

n =366

Etats-Unis

Patients CF agés de plus de 12 ans
avec une moyenne d’age de ~23
ans.

n=53

Etats-Unis

Enfants CF agés de 6 a 17 ans en
1997.

n=>56

Etats-Unis

Patients CF nés avant 1993 agés
en moyenne de 21,9 ans.
n=377

Suede

Patients CF agés nés a partir de
1965 avec une moyenne d’age de
17 ans a leur derniere mesure de
VEMSpp.

n =188

Etats-Unis

Enfants CF diagnostiqués nés entre
1989 et 1997.

n=40

France

Pl et PS
Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations

PI
F508del HMZ

Pl et PS
Toutes mutations

covariance.
Etude observationnelle en population CF.
Le déclin a été estimé par régression linéaire.

Etude observationnelle en population CF.
Le déclin a été estimé par régression linéaire
mixte.

Etude observationnelle en population CF.
Le déclin a été estimé par régression linéaire
mixte.

Etude observationnelle en population CF.
Le déclin a été estimé par GEE (Generalized
Estimating Equation).

Etude observationnelle en population CF.
Le déclin a été estimé par un modéle de
regression mixte.

Etude observationnelle en population CF.

Le déclin a été estimé par un modéle mixte joint.

Etude observationnelle en population CF.
Le déclin a été estimé par régression linéaire.

Avant l'infection chronique a P. aeruginosa mucoide le déclin était compris entre +0,2 % et
-1,3 % de VEMSpp par an selon le sexe, et entre -2,5 % et -2,4 % aprés.

Le déclin était compris entre -1,79 % et -9,16 % de VEMSpp par an selon ’dge au décés. Les
patients décédés avant I’age de 15 ans avait un VEMSpp initial plus bas et un déclin plus
rapide. Pas d’analyse du statut infectieux

Le déclin de la fonction respiratoire était associé a I'infection a P. aeruginosa mucoide et au
genre. Le déclin était, selon le sexe des patients CF, compris entre -1,71 % de VEMSpp par
an et -2,21 % chez les patients infectés et entre -0,90 % et -1,40 % chez les patients non-
infectés.

Le déclin de la fonction respiratoire était évalué par le ratio VEMSpp/CVF (capacité vitale
forcée). Le déclin était associé a la Pa-IA et était de -1,29 avant la Pa-IA et -1,81 apres.

Chez les 324 patients CF insuffisants pancréatiques, le déclin de la fonction respiratoire était
significativement associé a I'infection chronique a P. aeruginosa. Chez les patients Pl sans
Pa-CC le déclin était de -0,53 % de VEMSpp par an, et de -1,02 % chez les patients Pl avec
une Pa-CC. Comparativement aux patients sans Pa-CC, le risque relatif d’avoir un VEMSpp
<60 % était compris entre 1,7 et 3 selon I'dge chez les patients avec une Pa-CC.

Le déclin de la fonction respiratoire a été estimé avec une corrélation avec I'dge au déces.
La pente de déclin a été estimée a -2,55 % de VEMSpp par an. Pas d’analyse du statut
infectieux.

Le déclin de la fonction respiratoire est associé a la Pa-CC. Déclin graduel qui n’était pas
différent aprés la Pa-CC récente mais trés altérée chez les enfants anciennement colonisés
chroniques. Le déclin était de -1,1 % de VEMSpp par an (P < 0,0001).

(Demko et al. 1995)

(Corey et al. 1997)

(Parad et al. 1999)

(Kosorok et al.

2001)

(Schaedel et al.
2002)

(Schluchter et al.
2002)

(Burggraeve et al.
2007)
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Population
Origine

Statut pancréatique

Mutations de CFTR

Design et méthodologie

Principaux résultats

Références

Enfants CF 4gés de 6 a 17 ans en
1997.

n = 4866

Etats-Unis

Nourrissons agés de 6 semaines a
30 mois en 2008.
CF:n=68etnonCF:n=49
Australie

Enfants CF nés entre 1985 et 2000,
divisés en 2 cohortes : cohorte 1
(1995-1992) et cohorte 2 (1993-
2000).

n=144

Etats-Unis

Nourrissons CF agés en moyenne
de 20 semaines entre 2006 et
2011.

n=37

Australie

Patients CF de 8 a 25 ans nés entre
2000 et 2007.

n =629 avec 2 groupes de
phénotypes extrémes

Etats-Unis

Patients CF présentant une Pa-IA
agés en moyenne de 19 ans.
Données pour la période de 1994
a 2005.

n =4349

Etats-Unis

Patients CF agés de 18 ans entre
1994 et 2005.

n=2267

Etats-Unis

Enfants dgés de 4 a 8 ans

CF : n =56, issus du diagnostic
néonatal entre 2002 et 2007
Non-CF : n = 18 nés entre 1996 et
2003, Australie

Pl et PS
Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations

Pl et PS

Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations

PI
F508del HMZ

Pl et PS
Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations

Etude observationnelle en population CF.
Le déclin a été estimé par régression linéaire
mixte.

Etude cas/témoins.
Le déclin a été estimé par régression linéaire.

Etude observationnelle en population CF.
Le déclin a été estimé entre I'dge de 6 et 12 ans
par régression linéaire.

Etude observationnelle en population CF.
Le déclin a été estimé par GEE.

Etude cas/controle en population CF.
Association entre phénotypes extrémes évaluée
par régression logistique.

Sévere (cas) : 1¢" quartile de VEMSpp
Non-séveére (contrdle) : 42me quartile de
VEMSpp

Etude observationnelle en population CF.

Le déclin a été estimé par régression linéaire
segmentée adaptée aux mesures répétées.

Etude observationnelle en population CF. Le
déclin a été estimé par un modele de regression
linéaire mixte. Analyse logistique multivariée
pour comparer les adolescents aux jeunes
adultes.

Etude cas/témoins.

Le déclin a été estimé par régression linéaire
mixte.

Le déclin était de -1,12 % de VEMSpp par an chez les 6-8 ans, de -2,39 % chez les 9-12 ans
et de-2,34 % chez les 13-17 ans.

Le déclin était associé a la derniére culture positive a P. aeruginosa chez les 6-8 ans avec un
accélération de la pente de 0,34 %, chez les 9-12 ans avec une accélération de la pente de
0,22 %, mais pas chez les 13-17 ans (accélération de la pente de 0,06 %).

Le déclin de la fonction respiratoire chez les nourrissons CF, mesurée par la FEVqs (volume
expiratoire maximal en 0,5 seconde) était de -0,77 paran (IC95 % :-1,14 a-0,41; P <0,001).
Le déclin n'était pas associé a I'inflammation ni a I'infection. Aucune différence n’a été
trouvée dans la moyenne de la FEV s entre les nourrissons CF et non-CF.

Le déclin de la fonction respiratoire était associé a la Pa-CC . Le déclin était de -0,58 % de
VEMSpp par an dans la cohorte 1 et de + 0,91 % dans la cohorte 2. L’augmentation du déclin
aprés la Pa-CC était de 2,1 %.

Le déclin de la fonction respiratoire chez les nourrissons CF était mesurée par la FEVgs. Le
déclin était associé a la présence de P. aeruginosa au décours d’un lavage broncho-
alvéolaire et une augmentation de 0,38 % de FEVgs par 10 semaines chez les enfants
infectés.

L'age de linfection était fortement associé a l'augmentation du risque d’atteinte
respiratoire sévere. Comparativement aux patients CF avec un phénotype non-sévere, les
patients CF sévéres avaient un risque augmenté de Pa-IA (OR =6,5;1C 95 % : 3,1-13,7) et
d’infection a P. aeruginosa persistante (OR = 11,2 ; IC95 % : 5,4,-23,1). Pas d’estimation du
déclin de la fonction respiratoire.

Chez les 4349 patients CF avec une Pa-lA, 1111 ont développé une infection a P. aeruginosa
multirésistant (MARPA). Le déclin de la fonction respiratoire chez les patients sans MARPA
était compris entre -1,77 % et -2,45 % de VEMSpp par an. Le déclin de la fonction
respiratoire n’était pas associé a I’acquisition de I'infection MARPA (P = 0,45). Le déclin était
de -2,22 % de VEMSpp par an avant et de -2,43 % apres.

Le déclin de la fonction respiratoire était -1,59 % de VEMSpp par an chez les adolescents
(14 2 17,4 ans) et de -2,68 chez les jeunes adultes (18,5 a 22 ans). L’accélération du déclin
a I'age adulte était significativement associée a la présence d’une infection a P. aeruginosa
multirésistant a I'adolescence ( OR infecté/non-infectss : 0,74, 1IC 95% : 0,56-0,99).

La fonction respiratoire a été mesurée par la FEV, 75 (volume expiratoire maximal en 0,75
seconde). Les enfants CF avaient une fonction respiratoire diminuée de 8,3 %
comparativement aux enfants non-CF. La présence de P. aeruginosa au décours d’un lavage
broncho-alvéolaire était significativement associée a une réduction de 15,6 % de FEVq 7s.

(Konstan et al.
2007)

(Linnane et al. 2008)

(McPhail et al.
2008)

(Pillarisetti et al.
2011)

(Pittman et al. 2011)

(Ren et al. 2012)

(Vandenbranden et
al. 2012)

(K. A. Ramsey et al.
2014)
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Population
Origine

Statut pancréatique
Mutations de CFTR

Design et méthodologie

Principaux résultats

Références

Patients CF de 6 a 8 ans nés entre
1979 et 2000

n =346

4 groupes en fonction des
quartiles de VEMSpp

Etats-Unis

Enfants CF nés entre 2009 et 2014
et agés de 5a 18 ans.

n =545

Allemagne

Patients CF agés de 18 ans entre
1994 et 2005. Données issues de
la période 2008-2019.

n = 3655 avec 708 CF de 6-12 ans,
595 CFd 13-17 ans et 2352 CF de
plus de 18 ans

Australie

PI
F508del HMZ

Pl et PS
Toutes mutations

Pl et PS
Toutes mutations
352 CF transplantés

Etude observationnelle en population CF.
Comparaison des phénotypes par régression
logistique.

Le déclin de la fonction respiratoire entre
I'enfance et I'adolescence et a été estimé par
régression linéaire.

Etude observationnelle en population CF. Le
déclin a été estimé par un modele de regression
linéaire mixte multivariée.

Etude observationnelle en population CF.
Le déclin a été estimé par un modeéle de
regression linéaire mixte.

La présence d’une infection a P. aeruginosa précoce (avant 6 ans) n’était pas associée au
déclin de la fonction respiratoire dans le groupe sévére, mais I’était dans le groupe non-
sévere. En fonction des quartiles de VEMSpp, le déclin de la fonction respiratoire était
compris entre -0,1 % et -2,8 de VEMSpp par an chez les patients infectés précocement a P.
aeruginosa et compris entre -2,6 % et +0,6 % chez les non-infectés.

Le déclin de la fonction respiratoire était -1,92 % de VEMSpp par an (IC 95% : -2,26 ; -1,58
%). Le déclin augmentait de 0,28 % aprés la Pa-CC mais I’association entre pente de déclin
et Pa-CC n’était pas statistiquement significative (P = 0,52).

Entre 6 et 18 ans, le déclin de la fonction respiratoire variait de -2,2 % a -1,8 % de VEMSpp
par an, entre 19 a 30 ans il variait de -1,8 % a -0,5 % et chez les CF agés de plus de 30 ans
le taux de déclin était de - 0,5 % a 0,06 %. La fonction respiratoire était associée a la primo-
infection a P. ageruginosa. Comparativement aux patients sans Pa-lIA, la moyenne de
VEMSpp était diminuée de 4,7 points de VEMSpp (P<0,001)

(Pittman, Noah, et
al. 2017)

(van Horck et al.
2018)

(Earnest et al. 2020)

Abréviations : CF : cystic fibrosis, Pl : insuffisance pancréatique exocrine, PS : suffisance pancréatique exocrine, Pa-IA : primo-infection a P. aeruginosa, Pa-CC : colonisation chronique a P. aeruginosa, MARPA : P. aeruginosa
multirésistant, IC : intervalle de confiance, GEE : Generalized estimating equation, HMZ : homozygote, HTZ : hétérozygote, ECBC : examen cytobactériologique des crachats, FEVy s : volume expiratoire maximal en 0,5 seconde,
FEV( .75 : volume expiratoire maximal en 0,75 seconde, CVF : capacité vitale forcée.
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V. Annexe V : Description des genes analysés dans le cadre de la these

Tableau 15 | Description des génes CAV2, DCTN4, MBL2, SLC26A9, SLC6A14, SLC9A3, TMC6 et TNF : concepts et hypothéses de leur implication dans la
mucoviscidose

Geéne Chr  Physiologie, fonction de la protéine et expression Concepts et hypothéses dans la mucoviscidose Références
La protéine codée par ce géne est la cavéoline-2, elle Les cavéolines contribuent aux défenses de I'hote en régulant I'endocytose médiée par les radeaux lipidiques (Zaas, Swan, Brown, Li, et al. 2009)
forme un dimére avec la cavéoline-1. (lipid rafts). Elles jouent un réle important dans la réponse inflammatoire a l'infection et le transport des (Zaas, Swan, Brown, Wright, et al.
protéines dans I'épithélium pulmonaire des patients CF. 2009)
La cavéoline-2 fait partie d’'une famille de 3 protéines (J. M. Wright et al. 2010)
structurelles des cavéoles (petites invaginations de la CAV2 a été identifié comme potentiel géne modificateur de la mucoviscidose en raison de son réle dans la (Bajmoczi et al. 2009)
membrane plasmique des cellules). formation d’endosomes dans les cellules épithéliales pulmonaires. (Zaas et al. 2005)
(Trzcinska-Daneluti et al. 2009)
Elle est impliquée dans la transduction des signaux, le La cavéoline-2 forme un hétérodimere avec la cavéoline-1, qui, aprés infection par P. aeruginosa, co- (Emond et al. 2015)
CAV2 7 ) . S N ” ) ) . . b Al A .
métabolisme des lipides, le contréle de la croissance localiserait avec CFTR et P. aeruginosa. La délétion de CAV2 dans des cellules épithéliales murines a montré
cellulaire et I'apoptose. que cela empéche l'invasion par P. aeruginosa. Ceci suggere que les variants de CAV2 pourraient réduire
l'invasion précoce des cellules épithéliales pulmonaires par P. aeruginosa et ainsi réduire le risque de
Expression : ubiquitaire. colonisation chronique.
Dans des lignées cellulaires épithéliales murines, il a été montré que la co-expression de la cavéoline-2 avec la
protéine F508del-CFTR permettrait de rétablir I'expression de CFTR mutante a la surface des cellules. Il est
ainsi supposé que cela permettrait une meilleure défense pulmonaire.
Le gene DCTN4 code pour la dynactine 4, qui serait La dynactine 4 est un composant de la dynéine, qui permet le déplacement des autophagosomes le long des (Kimura et al. 2008)
associée aux voies de signalisation du remodelage du microtubules vers les lysosomes; ceci afin qu'ils soient dégradés dans le cadre du processus (Haspelet Choi2011)
cytosquelette, des neurofilaments et a la présentation d'autophagie (mécanisme permettant le transporter et la dégradation de composants intracellulaires (Yuan et al. 2012)
des antigenes par le HLA classe Il. endommagés telles que les protéines et les bactéries). (Schroer 2004)
(Emond et al. 2012)
Expression : ubiquitaire. P. aeruginosa induirait I'autophagie dans les macrophages alvéolaires et I'autophagie joue un réle essentiel (Viel et al. 2016)
dans la clairance de P. aeruginosa.
DCTN4 5

Dans la mucoviscidose, I'accumulation intracellulaire de F508del-CFTR est associée a une réduction du flux
macro-autophagique via l'inhibition de la formation d'autophagosomes. Il en résulte une augmentation de
I'inflammation des voies respiratoires.

Dans la mucoviscidose, les isoformes de la dynactine 4 influenceraient l'infection par P. aeruginosa en
réduisant la clairance autophagique de P. aeruginosa dans les voies respiratoires ou en altérant la clairance
macro-autophagique du CFTR mutant de classe Il (par exemple F508del), ce qui augmenterait la sévérité de
I'atteinte respiratoire des patients CF.
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Geéne Chr  Physiologie, fonction de la protéine et expression Concepts et hypothéses dans la mucoviscidose Références
MBL2 code pour une lectine de reconnaissance du Des niveaux élevés de cytokines sont bénéfiques parce qu'ils déclenchent les voies nécessaires a I'élimination  (Moller-Kristensen et al. 2006)
systéme immunitaire inné. Elle est produite par le foie. des bactéries, mais ils peuvent aussi stimuler des cascades inflammatoires qui sont potentiellement (Fujita et al. 2004)
préjudiciables au tissu pulmonaire des patients CF. (Jack et al. 2001)
MBL2 se lie au D-mannose et a la N-acétyl-D-glucosamine (Kilpatrick 2002)
qui sont présents a surface de nombreuses bactéries, MBL2 régule la sécrétion de cytokines : (Koch et al. 2001)
virus et champignons. - Des niveaux intermédiaires de MBL2 déclenchent la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, (Ruslan Dorfman et al. 2008)
MBL2 10 notamment I'lL-6 et TNF-a, (Chalmers et al. 2011)
En se liant, MBL2 déclenche I'activation de la voie du - Des niveaux élevés de MBL2 (>6 pg/ml) sont connus pour réprimer la sécrétion de cytokines pro-
complément pour améliorer la phagocytose. inflammatoires et de réguler a la hausse la cytokine anti-inflammatoire IL-10.
Expression: uniquement au niveau hépatique et La MBL2 est principalement une protéine sérique, mais elle s'accumule dans les poumons lors d'une
principalement dans les hépatocytes. inflammation aigué. Dans la population générale, les niveaux de MBL2 oligomérisée dans le sang varient
considérablement. La déficience en MBL2 serait associée a une susceptibilité accrue aux infections dans divers
contextes cliniques, et chez I’enfant ou le risque est multiplié par 2.
SLC26A9 code pour la protéine du méme nom, qui est un SLC26A9 a été montré comme étant un géne modificateur de la mucoviscidose a effet pléiotropique. En effet, (Corvol, Mesinele, et al. 2018)
canal chlorure dans les cellules épithéliales. il est associé a la sévérité de I'atteinte pancréatique endocrine et exocrine, |’atteinte respiratoire, I'atteinte (Strug et al. 2016)
intestinale et la réponse au traitement modulateur de CFTR lumacaftor. (Miller et al. 2015)
Il aurait un role dans la régulation des efflux ioniques de (Sun et al. 2012)
CFTR. Il est suggéré que le canal SLC26A9 pourrait compenser la dysfonction du canal CFTR et améliorer la fonction (Blackman et al. 2013)
SLC26A9 1 de CFTR au niveau de la membrane apicale des cellules des voies respiratoires. (Aksit et al. 2020)
(Kmit et al. 2019)
Expression : fortement exprimé au niveau de 'appareil Les résultats d’une récente étude, publiée en préprint (Gong et al. 2021), soutiennent que SLC26A9 pourrait (Bertrand et al. 2017)
digestif et de I'appareil respiratoire. étre une cible thérapeutique pour I'amélioration de la fonction respiratoire : (Bertrand et al. 2009)
- chez tous les patients CF (quelques que soient leurs mutations de CFTR) (Salomon et al. 2016)
- chez les personnes atteintes d'autres maladies pulmonaires obstructives comme la BPCO. (Liu et al. 2015)
La protéine SLC6A14 est un transporteur membranaire, SLC6A14 diminuerait la concentration en acide aminés (AA) du liquide de surface des voies aériennes (LSA) (Ruffin, Mercier, Calmel, Mesinele,
qui utilise I’énergie fournie par les gradients d’ions Na* et pour créer un environnement défavorable a la croissance bactérienne. Bigot, et al. 2020)
CI, pour importer dans le cytoplasme de différents types (Ruffin, Mercier, Calmel, Mesinele,
de cellules, des acides aminés neutres et basiques. SLC6A14 transporte un précurseur de |'oxyde nitrique (I'arginine) qui a une propriété bactéricide et favoriserait Corvol, et al. 2020)
I'induction de la réponse inflammatoire et immunitaire. (Ahmadi et al. 2019)
Expression : principalement au niveau du tissu (Di Paola et al. 2017)
SLC6A14 X pulmonaire. SLC6A14 via I'oxyde nitrique, permettrait d’augmenter la fonction résiduelle de CFTR via la voie GMP cyclique.

L’inhibition du transport d’arginine dépendant de SLC6A14 induirait une augmentation de I'adhésion de P.
aeruginosa aux cellules épithéliales bronchiques.

SLC6A14 participerait au maintien de I'intégrité de I'épithélium et favoriserait une réparation efficace en cas
de lésions.
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Géne

Chr

Physiologie, fonction de la protéine et expression

Concepts et hypothéses dans la mucoviscidose

Références

SLC9A3

T™C6

TNF

17

SLC9A3 code pour un échangeur d’ions sodium/protons.

Il est impliqué dans I'absorption d’ions Na* et d’eau a
travers I'épithélium.

Expression : fortement exprimé au niveau gastro-
intestinal et trés peu au niveau de I'appareil respiratoire.

La protéine TMC6 forme un complexe avec son
homologue TMC8 et interagit avec le transporteur de zinc
SLC30A1, supprimant ainsi l'activation de plusieurs
facteurs de transcription dont AP-1.

Expression : principalement localisé dans le réticulum
endoplasmique, mais aussi dans la membrane nucléaire
et l'appareil de Golgi. Elle est exprimée dans I'appareil
respiratoire et plus fortement dans I'appareil digestif.

Le TNF code pour la cytokine pro-inflammatoire TNF-
alpha (TNF-a), qui a une fonction de médiateur de
immunité.

Le TNF-a est principalement produit par les macrophages.

Expression : fortement exprimé dans le poumon.

Il a été démontré que la protéine SLC9A3 participe a I'échange de bicarbonate dans les cellules épithéliales de
l'intestin. Puisque le transport du bicarbonate est altéré chez les patients CF, il est supposé qu'une
modification de I'expression de SLC9A3 pourrait agir comme une voie compensatoire dans les épithéliums des
patients CF. En effet, une étude sur des souris CF a montré que la délétion du géne S/c9a3 permettait de
corriger le phénotype d'obstruction intestinale qui ressemble étroitement a I'iléus méconial. De plus, le géne
SLC9A3 a été montré comme associé a la survenue de I'iléus méconial chez les patients CF.

Au niveau respiratoire, I'altération de la fonction de SLC9A3 appauvrirait davantage le LSA des patients CF et
la clairance mucociliaire ; ce qui augmenterait ainsi la susceptibilité a I'infection par P. aeruginosa et
augmenterait la sévérité de I'atteinte pulmonaire.

SLC9A3 a été montré comme associé a la sévérité de I'atteinte respiratoire chez les patients CF.

Les variants de TMC6 déréguleraient la réplication du virus du papillome humain via la transcription d’AP-1.
Le facteur de transcription AP-1 favorise I'induction de la transcription de I'IL-8 par P. aeruginosa ; I'IL-8 étant
un médiateur clé des cellules épithéliales bronchiques et de I'atteinte pulmonaire des patients CF.

AP-1 est également impliqué dans la protection contre P. aeruginosa via le gene DEF1 ; qui code pour la
cytokine béta-défensine-2. Ainsi, TMC6 pourrait influencer la régulation d’AP-1 et modifier ainsi la réponse a
P. aeruginosa.

TMC6 est également relié fonctionnellement a I'endocytose médiée par la cavéoline.

Le TNF-a est impliqué dans I'apoptose, la réponse inflammatoire et pourrait activer les cellules productrices
d’IL-1 et d’IL-6 pour répondre a une infection. Sa libération peut étre stimulée par plusieurs autres médiateurs,
dont les endotoxines bactériennes. Son action permet donc de contenir et éliminer les agents pathogénes.

Plusieurs traitements médicamenteux (anticorps monoclonaux anti-TNF-a) permettent de neutraliser les
formes solubles et transmembranaires de TNF-a, et ce, pour le traitement de maladies auto-immunes
inflammatoires chroniques.

Le TNF-a serait augmenté dans les voies respiratoires des patients CF. Dans une récente étude, les auteurs ont

traité des cultures primaires d'épithéliums des voies respiratoires CF humains avec du TNF-a couplé a I'lL-17

(une autre cytokine pro-inflammatoire) et ont montré que :

- cela induirait une augmentation du pH du LSA en régulant un échangeur apical CI'/HCOs’

- le pH serait d’autant plus alcalinisé lorsque le traitement TNF-a + IL-17 est couplé a un traitement par
modulateur de CFTR.

(Bradford et al. 2009)
(Furukawa et al. 2004)
(R. Dorfman et al. 2011)
(Sun et al. 2012)
(Corvol et al. 2015)

(Lazarczyk et Favre 2008)
(Bezzerri et al. 2011)
(Harder et al. 2000)
(Smith et al. 2007)

(Day et al. 2003)

(Emond et al. 2015)

(Hull et Thomson 1998)
(Rehman et al. 2021)

Abréviations : Chr : chromosome ; AA : acide aminé ; LSA : liquide de surface des voies aériennes respiratoires ; GMP : guanosine mono phosphate, CF : cystic fibrosis, BPCO : broncho pneumopathie chronique obstructive.
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VI. Annexe VI : Données complémentaires de I’article

Données complémentaires de I’article Risk factors for Pseudomonas aeruginosa airway

infection and lung function decline in children with cystic fibrosis.

RISK FACTORS FOR PSEUDOMONAS AERUGINOSA AIRWAY INFECTION AND

LUNG FUNCTION DECLINE IN CHILDREN WITH CYSTIC FIBROSIS

SUPPLEMENTARY MATERIAL

1 Supplementary Information

1.1 Pancreatic status definition

Faecal elastase is used as a marker for pancreatic exocrine function (<200 pg/g of stool
insufficiency). Patients with pancreatic insufficiency require lifelong pancreatic enzyme
replacement therapy (1). Patients were classified as either pancreatic-sufficient (PS) or

pancreatic-insufficient (Pl) if they received pancreatic enzyme replacement therapy.

1.2 Cystic fibrosis related diabetes (CFRD) definition

CF French guidelines (2) recommend that people with CF (pwCF) aged 10 years and older be
tested every year for CFRD with an oral glucose tolerance test (OGTT). CFRD is diagnosed with
2 h oral glucose tolerance test values of more than or equal to 11.1 mmol/L (200 mg/dL). Here,
CFRD was defined as “present” when it occurred before Pseudomonas aeruginosa (Pa)

infection or before the latest news.

1.3 Cystic fibrosis related liver disease (CFLD) definition

CFLD was defined as previously reported according to the European best-practice guidelines
(3,4):

e At least two of the following characteristics were present: 1) abnormal physical

examination, including hepatomegaly and/or splenomegaly; 2) abnormalities in liver

1
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function tests defined as an increase in transaminase (alanine aminotransferase and/or
aspartate aminotransferase) and/or gamma-glutamyl transpeptidase levels above the
upper normal limits; or 3) ultrasonographic (US) evidence of liver involvement
(heterogeneous echogenicity, irregular margins, or nodularity), portal hypertension
(splenomegaly, increased thickness of the lesser omentum, spontaneous splenorenal
anastomosis, large collateral veins, or ascites), or biliary abnormalities (bile duct
dilatation).

When patients had severe CFLD defined when at least one of the following characteristics
were present: 1) cirrhosis diagnosed either by US, computed tomography, and/or
magnetic resonance imaging; 2) portal hypertension (splenomegaly, hypersplenism
(platelets <150,000 10°%/L and white blood cells <3000 10%L); 3) spontaneous

portosystemic shunts on US; or 4) oesophageal varices.

CFLD was defined as “present” when it occurred before Pa infection or before the latest news.

1.4 Censoring

Data were extracted from electronic medical records and additional paper records, and we

used observations from birth. The following rules were applied to determine the status and

dates of initial acquisition of Pa (Pa-1A) and chronic colonisation of Pa (Pa-CC):

Patients with no reports of P. aeruginosa (Pa) infection or colonisation during follow-up.

These were considered “right-censored” at the date of last news and considered not infected

at the corresponding age.

Patients with a reported date of Pa-IA (resp. Pa-CC) during the follow-up.

The age at the reported date was defined as the age at Pa-1A (resp. Pa-CC):

— If the date was before the patient’s 5 birthday,
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— If the patient had been followed since he/she was 3 years old or less,

— If the patient had been followed for more than 1 year in the centre,

— If the patient was born after routine neonatal screening for CF (2002),

— [finitial acquisition/chronic colonisation with another pathogen had been reported
at least 1 year before the reported date—this was considered to imply active
surveillance (Staphylococcus aureus susceptible or resistant to methicillin,
Stenotrophomonas  maltophilia,  Burkholderia  cepacia, = Scedosporium
apiospermum, Alcaligenes xylosoxidans, Aspergillus fumigatus, and atypical
mycobacteria ), or

— If there were reports of Pa-IA or Pa-CC with no date, or if the reported date was at
a late age with partial follow-up before, or if the dates of Pa-IA and Pa-CC were the
same, we considered the date of Pa-IA as “interval-censored” between birth and

the corresponding age, which is occurring at some date in this interval.

For patients with lung transplant, all data after the transplant were discarded, and these rules
were applied to the data prior to the date of transplantation. For pwCF under CFTR

modulators, data on Pa infection were not censored at the time of treatment initiation.
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2 Supplementary analysis

2.1 Statistical power of genetic analysis

In the genetic analysis of Pa-1A, by applying the formulas for the number of subjects
required for the identification of allelic hazard ratios (HRs), with 847 events and a power of
approximately 80%, it would have been possible to identify genetic risk factors with HRs
greater than 1.55, for SNPs with a minor allele frequency (MAF) greater than 10% and of the
order of 2.65, and for rare variants with MAF greater than 2%.

For Pa-CC and duration between Pa-IA and Pa-CC analysis, with 234 events and a power
of about 80%, we were able to identify genetic risk factors involving HRs greater than 2.30 for
SNPs with MAF greater than 10% and of the order of 6.20 and for rare variants with MAF

greater than 2%.

2.2 Sensitivity analysis

A sensitivity analysis was performed to estimate age at Pa-IA, Pa-1A, and duration from
Pa-IA to Pa-CC according to the censoring method. Excluding pwCF with data interval-
censored data led to a larger age at Pa-1A, Pa-CC, and duration from Pa-IA to Pa-CC, by 4 to 8

months (Table S4).
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3 Supplementary tables

Table S1. Median and quartile ages by dinical and demographic risk factors estimated by the Kaplan—-Meier method for interval-censored
data, for Pseudomonas aeruginosa initial acquisition, chronic colonisation, and duration from initial acquisition to chronic colonisation in the
1,231 young patients with cystic fibrosis

Duration from initial acquisition

Initial acquisition Chronic colonisation z 3T
to chronic colonisation
Patients atrisk Number of Median age of event Patients atrisk  Number of Quartile age of event Patients atrisk Numberof  Quartile age of event
% (n) events Years (95% CI) % (n) events Years (95% Cl) % (n) events Years (95% Cl)

ALL 100% (1231) 847 5.1(3.8-6.2) 100% (1231) 234 14.7 (12.1-NA) 100% (847) 234 6.9(45-9.1)
Sex

Female 48% (586) 414 48(4.1-58) 48% (586) 120 14.0 (11.1-NA) 49% (414) 120 5.7(3.8-8.7)

Male 52% (645) 433 54(44-6.0) 52% (645) 114 16.2 (13.3-NA) 51% (433) 114 7.9(6.2-5.0)
Year of birth

2001-2003 26% (318) 265 5.1(4.1-5.7) 26% (318) 101 12.1(10.1-14.7) 31% (265) 101 57(3.4-85)

2004-2006 27% (328) 240 54(44-7.2) 27% (328) 64 NA 28% (240) 64 6.4(4.8-121)

2007-2009 25% (304) 199 52(4.1-64) 25% (304) 47 NA 23% (199) 47 7.7 (8.9NA)

>2009 23% (281) 143 NA 239% (281) 22 NA 17% (143) 22 NA
CFTR genotype

F508del homozygotes 56% (687) 477 5.0(43-5.6) 56% (627) 128 14.7 (13.3-NA) 56% (477) 128 7.4(48-8.7)

F508del heterozygotes 36% (449) 308 54(43-6.1) 36% (449) 84 16.2 (12.2-NA) 36% (308) 84 6.3 (4.9-10.1)

Others 8% (95) 62 44(3.1-78) 8% (95) 22 11.7 {3.0-NA) 7% (62) 22 6.6(3.4-11.9)
Meconium ileus

Absence 80% (989) 688 5.2(44-556) 80% (989) 196 14 (12.4-16.6) 81% (688) 196 6.6(5.3-8.2)

Presence 15% (183) 130 44(3.8-5.6) 15% (183) 28 NA 15% (130) 28 8.8 (5.4-NA)
CFRD

Absence 99% (1218) 843 - 97% (1193) 230 - 97% (818) 230 -

Presence 1% (13) 4 - 3% (38) 4 - 3% (29) 4 -
CFLD

Absence 90% (1108) 784 - 82% (1014) 207 - 81% (690) 207 -

Presence 10% (123) 63 - 18% (217) 27 - 19% (157) 27 -
Size of CF care centre (n)

Small (£125) 47% (583) 397 54(3.5-6.6) 47% (583) 107 14.7 (12.2-NA) 47% (397) 107 7.1{4.8-105)

Large (126-282) 53% (648) 450 47 (3.4-6.8) 539% [648) 127 143 (11.7-NA) 53% (450) 127 6.6 (3.4-10.1)
Abbreviations: CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator; CFRD: cystic fibrosis related diabetes; CFLD: cystic fibrosis liver disease
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Table S2. Median and quartile ages by modifier genotypes estimated by the Kaplan—Meier method for interval-censored data, for
Pseudomonas aeruginosa initial acquisition, chronic colonisation, and duration from initial acquisition to chronic colonisation in the 1,231
young patients with cystic fibrosis

Duration from initial acquisition to chronic

Initial acquisition Chronic colonisation 7
colonisation
Gene Genotype Patients at risk Number Median age of event Patients atrisk  Number Quartile age of event Patients atrisk Number  Quartile age of event
% (n) of events Years (95% CI) % (n) of events Years (95% Cl) % (n) of events Years (95% Ci)
cavz
rs3940 cc 47% [362) 3% 32 (4.2-6.1) 47%(382) 123 137 {11.8-16.6) 47% (3s8) 2s 33 (3.4-8.2)
rs5540 GC 335% [457) 327 33(44-50| 38% (467) 83 14.8 [12.2-NA} 39% (327) =3 7.9 (3.7-9.1)
5340 &G 105 [123) 2 33(2.7-38) 10% {123} 20 NA 11% [92) 20 13.8 {a.0-Na}
SLC9A3
re37221529 AA 37% [704) as3 3.4 (46-6.0] 37%{701) 122 16.4 {14-NA] 37% (483} 122 7.3(3.9-10.1)
re37221523 GA 33% [a08) 283 47 (4.0-5.5) 33% (a08) 828 12,5{11.2-16.1) 3% (283) ] 6.2(3.8-8.2)
rs37221523 &6 3% [63) ag 45(3.0-6.0} 9% (63) % 9.3 (6.3-NA| 5% (a8} 16 3.4 [0.7-1A)
4357048 GG 35% [723) asq 3.4 (48-62) 3% {723} 123 16.6 [14.1-NA) 38% [434) 123 7.3 (3.5-10.1)
4357048 GA 33% [d01) 289 47(3.8-53) 33% (401} 88 13.4(11.2-16.1) 34% [283) 23 6.9 (3.8-8.1)
rs4357048 AA 4% [32) 3 44(23-838) a%(32) 5 9.3 (3.5-NA) a% (38) 15 1.3 {0.3-Na)
™aCs
rs34712518+ cc 345 [1040) 727 51(44-35) 84% (1040} 201 14.2 (12.6-166) 8s% [727) 201 7.4(3.7-8.3)
rs34712518+ TCand TT 115% [133) 54 44(3.4-65) 11% (133) 26 NA 11% (34} 25 3.3 {2.5-N4)
2748427 Al 37% [704) ars 32(44-57) 37% {704} 133 14.7 (12.2-NA) 365% [478) 132 5.4 (a.6-8.6)
2748427 GA 33% [403) 294 47 (4.0-35) 33% (403} 79 14.1 [12.1-NA) 39% [254) 79 7.3 (3.7-8.8)
22748427 GG &% [68) ag 35(3.5-103) 6% (68) 12 NA 6% [ag) 12 7.7 (3.2-n4)
512443838+ &G 79% [373) == 4z(a3-33) 7% (373} 138 14 (12.2-16.2) 81% [688) 132 6.6(3.3-8.1)
512443858+ GA Bnd AA 165% [202) 133 36(49-7.5) 16% (202) 29 NA 16% (133) 29 11.1 [a.8-Na)]
SLCEALS
rs3788766 A 396 [474) 332 32(43-33) 39% (474) 58 14.7 [12.4-NA} a0% (342) s 7.1{3.2-8.6)
rs3788766 GA 135% [227) m 45(4.1-6.0] 18% (227) 4 14,0 {10.4-NA} 20% [172) 34 3.3(3.2-11.1)
rs3788766 GG 23% [284) 212 4.7 (3.8-6.0) 23% {284) L] 14.1 [11.4-NA) 29% (212) » 7.9(3.7-10.2)
DCTHG
511354632+ GG 715% [258) 634 53(44-37) 71% (868 133 143 (12.6-16.5) 73% [634) 123 6.3 (3.3-8.4)
511938652+ GCand CC 105% [124) 54 44(33-54) 10% (124) 29 10.7 {9.2-NA) 11% (34} 29 7.8(2-11.1)
rs33772018+ ™ 52% [1433133) 784 33(47-537) 92% {1133133) 212 147 {13.7-163) 53% [784) 212 74(3.9-87)
rs33772018+ TCand CC 4% [47) EL) 37(3.1-31) a% (47) 13 B.B[3.8-NA] 2% (33) 13 1.3 [13-Na)
MBL2
rE3030737¢ GG 6% [848) 623 43(4.1-3.4) 5% (248) 122 14.0(12.4-16.4) 74% [623) 12 7.1(3.3-8.4)
r£3030737¢ GA Bnd AA 11% [140) 59 53(5.3-87) 11% (140} 0 14.7 (10.-NA} 12% (39 30 3.3 (2.7-3.4)
r£7035206 cc 0% [739) 28 34(39-54) £0% (739) 147 14.7 {12.4-NA} 62% (328) 147 6.3 a.5-8.9)
57095206 GC 31% (324) 233 3.7(5.2-7.0} 31% (384 65 16.6 (13.2-NA] 30% [293) = 7.1{4.8-10.0)
rs7035206 GG 4% [34) 40 31(25-54) 4% (3a) 1 16.7 {8.9-NA) 3% (a0} 11 8.7 (1.7-NA)
511003125 GG 3% [481) 338 45(4.1-6.0) 3% (481) 53 14.1 [12.2-NA) 4a0% [338) ] 7.1(3.3-10.2)
511003125 GC 24% [342) aze 47(a.0-54) aa% (342) 103 147 [11.8-NA) a3% (378) 103 6.3 4.8-8.4)
511003125 cc 13% [136) 107 60(43-83) 13% (136} b3 16.1 [12.4-NA} 13% [107) 23 7.4{4.3-A)
™F
51500623 GG 0% [743) 343 51(43-35) 0% (743) 151 13.8 [12.4-NA| 54% (343) 151 7.1(3.3-8.2)
51500523 GA 17% [219) 163 45(3.7-3.7) 17% {219} a7 14.2 {10.2-NA) 19% (163} 47 6.6(4.5-10.2)
rs1500623 AL 2% [28) u 9.3(3.7-Na) 2% (26) 2 NA 2% (14) 2 NA
rs351325+ &6 57% [1073073) 743 33(47-33) 87% (1073 200 147 {13.8-NA} 8s% [743) 200 7.3 (3.7-8.7)
rs351525+ GA and AA 5% [108) 80 29(13-44] 9% (108} 29 10.3 [7.3-NA) 95 {20} 29 4.9 (1.7-10.3)
+ Dominant model
6
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Table $3. Description of the modifier gene variants

Variants Position® Allele
Ha
m* M+ MAF** EUR MAL Wein“;ye_rg
Cohort Sait
equilibrium***

CAV2

rs8940 7:116506020506020 G clo} 0.16 0.30 0.0454
SLC9A3

rs57221529 5:586509509 G Al 0.21 0.23 0.7397

rs4957048 5:583327327 A Gl 0.20 0.21 0.7952
T™MC6

rs34712518 17:78124950 T C 0.06 0.06 0.6006

rs2748427 17:78125783 G A 0.21 0.23 03218

rs12449858 17:78125237 A G 0.09 0.09 0.3802
SLC6A14

rs3788766 X:116435671435671 Gl A 0.36 0.40 <0.0001
DCTNg

rs11954652  5:150718321718321 clel G 0.06 0.07 0.3057

rs35772018  5:150730677730677 Cc Tio) 0.02 0.02 0.0865
MBL2

rs5030737 10:52771482 A Gl 0.06 0.07 0.8144

rs7096206 10:52771925 G cle 0.22 0.21 0.6593

rs11003125 10:52772254 Cc Gl 0.39 0.36 0.8503
TNF

rs1800629 6:31575254 A Gl 0.13 0.14 0.0402

rs361525 6:31575324 A Gl 0.06 0.05 0.7434

*m{inor), M(ajor),[°1 Ancestral; ** Minor allele frequency; ***Hardy—Weinberg equilibrium P-value; Sphysical
position according to Ensembl GRCh38 (www.ensembl.org)

Table S4. Results of the sensitivity analysis comparing age at P. aeruginosa infection
according to the censoring method

Analysis with interval-censoring inter ing
Number of Number  Age of events* Number of Number of Age of events®

patients atrisk of events Years (95% Cl)  patients at risk events Years {95% Cl)
Pa-1A* 1231 847 51(3.8-6.2) 1193 803 54(41-6.6)
Pa-CC* 1231 234 14.7 (12.1-NA) 1217 220 15.4 (12.4-NA)
Duration from Pa-lA to Pa-CC* 847 234 6.9 (4.5-9.1) 833 220 7.4(4.8-10.1)
“Compute by the Kaplan—Meier method, *median age, *quartile age
Abbreviations: Pa-1A: Pseudi aerugit initial acquisition; Pa-CC: P aer chronic coll

o
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4  Supplementary figures

Figure S1. Cumulative incidence of Pseudomonas aeruginosa chronic colonisation according
to birth cohorts (£2003 red and 22004 grey) in 1,231 young patients with cystic fibrosis born
after 2000
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Figure S2. Cumulative incidences of Pseudomonas aeruginosa initial acquisition (A) and
chronic colonisation (B) by DCTN4 rs35772018 genotypes (TC and CC in red, TT in blue)

according to age
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Figure S3. Cumulative incidences of Pseudomonas aeruginosa initial acquisition (A) and
chronic colonisation (B) by TNF rs361525 genotypes (GA and AA in red, GG in blue) according
to age

A

Strata

Cumulative incidence

o»

Humber 2t sk
— i’O'J
- 108

155

Cumulatve incidence

Srata

100% 1
75%
50%
25%
0%
0 5 10
age (Years)
Number ot ik
- 1073 910 579 167
- | 100 87 55 12
J 5 10 15
age (Yoars)

10




Figure S4. Cumulative incidences of Pseudomonas aeruginosa chronic colonisation by
SLC9A3 rs57221529 genotypes (GG in blue, GA in red, and AA in green), according to (A) age;
and (B) duration after Pseudomonas aeruginosa initial acquisition
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Figure S5. Cumulative incidence of Pseudomonas aeruginosa chronic colonisation by SLC9A3
rs4957048 genotypes (AA in blue, GA in red, and GG in green) according to (A) age; (B)
duration after Pseudomonas aeruginosa initial acquisition
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Figure $6. Cumulative incidence of Pseudomonas aeruginosa chronic colonisation by CAV2
rs8940 genotype (GG in blue, GC in red, and CC in green) according to duration after initial
acquisition
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VII.

Annexe VII: Ages de survenue des co-infections
bactériennes et fongiques

Estimations des ages de survenue des primo-infection et colonisation chroniques aux
infections bactériennes a Staphylocoque aureus sensible ou résistant a la meéticilline,
Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans et Haemophilus influenzae, a
Pinfection fongique a Aspergillus. Estimation de 1‘dge de survenue d’une aspergillose

broncho-pulmonaire allergique.

Le tableau ci-dessous présente les estimations des ages de survenue de la primo-infection et de
la colonisation chronique des co-infections. Par exemple, parmi les 1231 enfants CF analysés
dans la partie 1 de la these, 709 enfants ont eu une colonisation chronique a Staphylocoque
aureus meticilline résistant et 1’age médian de survenue était de 8,4 ans (IC 95% : 7,2-9,8). De
méme, 108 enfants ont eu une primo-infection a Alcaligenes xylosoxidans et 10 % 1’ont eu a
I’age de 12,6 ans (IC 95% : 10,9-16,7).

Tableau 16 | Estimation des ages de survenue de primo-infection et de colonisation chronique des co-
infections bactériennes, fongiques et de 1’aspergillose broncho-pulmonaire allergique, chez 1231 enfants
atteints de mucoviscidose. Estimation par la méthode de Kaplan-Meier adaptée aux données censures
par intervalle.

Nombre d'événements TN ,
Age a I'événement en années (IC 95 %)

N (%)
Quantile de I'age Age

Aspergillose broncho- 102 (8,3 %) 10% 12,6 (10,6 ; 16,8)
pulmonaire allergique
Aspergillus

Primo-infection 342 (27,8 %) 25% 9,7 (8,7 ;11,6)

Colonisation chronique 128 (10,4 %) 10% 11,0 (1,6 ; =)
Haemophilus influenzae

Primo-infection 577 (46,9 %) 50% 13,6 (8,9 ; =0)

Colonisation chronique 177 (14,4 %) 10% 4,7 (3,0;7,9)
Stenotrophomonas maltophilia

Primo-infection 412 (33,5 %) 25% 7,9 (5,8;9,9)

Colonisation chronique 99 (8 %) 10% 13,1 (10,8 ; ==)
Staphylocoque aureus
sensible a la méticilline

Primo-infection 1024 (83,2 %) 50% 2,1(1,0;3,1)

Colonisation chronique 709 (57,6 %) 50% 8,4(7,2;9,8)
Staphylocoque aureus
meéticilline résistant

Primo-infection 215 (17,5 %) 15% 8,9(6,2;11,9)

Colonisation chronique 57 (4,6 %) 5% 10,3 (7,2 ; =)
Alcaligenes xylosoxidans

Primo-infection 108 (8,8 %) 10% 12,6 (10,9 ; 16,7)

Colonisation chronique 32 (2,6 %) 1% 6,5(4,0;9,1)
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VIIl. Annexe VIII : Incidences cumulées des co-infections bactériennes et fongiques
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Figure 36 | Incidence cumulée de la primo-infection (bleu) et de la colonisation chronique (orange) selon 1’age, chez 1231 enfants atteints de mucoviscidose,
avec IC 95 %. (A) APBA, (B) Aspergillus Fumigatus, (C) Haemophilus influenzae, (D) Stenotrophomonas maltophilia, (E) Staphylococcus aureus sensible a
la méticilline, (F) Staphylococcus aureus méticilline résistant, (G) Alcaligenes xylosoxidans.
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IX. Annexe IX : Méthodologie et modélisation du modele de
régression mixte joint

Nous avons utilisé un modele basé sur la modélisation conjointe telle que décrite par Schluchter
et al. (Schluchter et al. 2002). 1l s'agit d'un modéle a effets aléatoires & deux niveaux ; ou le
premier niveau décrit la distribution conditionnelle des mesures longitudinales du VEMSpp
(v;), étant donné les effets aléatoires de régression spécifiques au sujet (b;) correspondant a
I'intercept (b;) et la pente de VEMSpp (b;), avant le moment de survenue de I'événement avec

b; = (b;o, b;1)'. La variation du VEMSpp selon I'dge s'écrit comme suit :
Yi =Zib; + ¢

oupouri=1,..,n,Z; estune matrice n; X 2 matrix, dont la premiere colonne est constituée

de 1 et la seconde contient les &ges aux mesures du VEMSpp (a;).

Le deuxieme niveau suppose une distribution normale multivariée conjointe pour (b;) et le
temps log-transformé avant I'événement (T =log (t;)). Le modele est estimé a I'aide d'un
algorithme de maximisation de I'espérance tel que décrit dans Schluchter et al. (Schluchter et
al. 2002).

Dans l'approche originale de Schluchter, le modéle ne tient compte que des mesures du
VEMSpp avant I'événement d'intérét, par exemple la Pa-1A. Nous avons étendu I'approche pour
tenir compte des mesures de VEMSpp aprés l'infection par P. aeruginosa. Nous avons ajouté
un parametre de niveau individuel biz, correspondant a la pente supplémentaire apres
I'événement avec b; = (b;q, b1, b;z)', 1a matrice Zi incluait donc une colonne supplémentaire
contenant les différences positives entre I'age et le moment de survenue de I'événement. En
suivant la méthode de Schluchter, les log-vraisemblances maximales restent inchangées, tant
dans le cas d'un patient infecté (lorsque ¢; < a; ), que dans le cas d'un patient non(infecte
(lorsque t; < a; . ). Pour prendre en compte les enfants qui avaient déja eté primo-infecteés ou

colonisés chroniques avant la premiere mesure de VEMSpp (lorsque ¢; < a; . ), nous avons

modélisé la contribution a la log-vraisemblance de la fagon suivante :

t; — E(T?|y:) w

,/var(Tiolyi) /

LL; = P(y;) + log (1 - @
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Ou y; etait lamesure du VEMSpp avec la moyenne E(y;) = Z; X 8 et lamatrice de covariance
cov(y;) = Z; X Y X Z{ + o2 x I (a2 était la variance résiduelle et }’; la matrice de variance-
covariance de l'intercept, des pentes et de I'age a l'infection) et @ était la fonction de densité
cumulative de la distribution normale. Le modéle utilisait la distribution conditionnelle

normalement distribuée T?,
l I -1
e demoyenne:E E(Ti°|yl-) = U + (abt X Z; X (cov(yi)) ) X (yi — E(yl-)) et,

e de variance var(T|y;) = of — (Uz;t X Zj X (cov(yi))_l) X (Z; X opt),

avec u, moyenne de T, o, la matrice de covariance de T, estimée avec b; et o la variance

de TP.

La probabilité P(yi), selon la distribution normale standard, des mesures de VEMSpp chez i®™

sujet avec n,,, nombre de mesures était la suivante :

P(y) =-05 (nyl. x In(2m) + log (det(var (v))) ) + (v; = E@))" x (cov(y))™ x (v; — E (yi))),

Les intervalles de confiance des parametres du modéle ont été calculés en utilisant une méthode

de bootstrap, ou les données ont été bootstrappées au niveau individuel du patient.

Tous les enfants ayant une valeur de VEMSpp apres I'age de 5 ans ont été inclus dans I'analyse
du déclin avant et apres la Pa-1A ; si ces enfants ont également eu une Pa-CC pendant le suivi,
seules les données longitudinales avant cet événement ont été prises en compte. Pour I'analyse
du déclin du VEMSpp avant et aprés la Pa-CC, seuls les patients présentant une Pa-IA ont été
analysés et seules les mesures du VEMSpp apres la Pa-1A ont été prises en compte. En cas de
Pa-1A ou de Pa-CC au cours de la premiére année de vie, le délai avant I'événement a été

arrondi a 1 an.
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X. Annexe X : Article en cours de soumission

L’article rédigé ci-dessous et intitulé « Factors predisposing the response to
lumacaftor/ivacaftor in people with cystic fibrosis » sera soumis en décembre 2021 pour
publication dans I’édition spéciale « Cystic Fibrosis: Diagnosis, Treatment, and Related

Disorders » du Journal of Personalized Medicine.

FACTORS PREDISPOSING THE RESPONSE TO LUMACAFTOR/IVACAFTOR IN PEOPLE WITH

CYSTIC FIBROSIS

Julie Mésinéle*?, Manon Ruffin?, Loic Guillot!, Pierre-Yves Boélle?’, Harriet Corvol**", on
behalf of the French CF Modifier Gene Study Investigators
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1Sorbonne Université, Inserm UMR S_938, Centre de Recherche Saint-Antoine (CRSA), Paris,
France;
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IPLESP, APHP, Hépital Saint-Antoine, Paris, France;

3AP-HP, Hopital Trousseau, Service de Pneumologie Pédiatrique, Paris, France.
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164



Keywords: CFTR modulator therapy, long term effect, lung function, nutritional status,

modifiers genes, Solute carrier family genes, cystic fibrosis

Highlights:

Lumacaftor/ivacaftorimproves lung function and nutritional status over 2 years of treatment.

* Women show high change in nutritional status underlumacaftor/ivacaftor.

SLC26A9 genotype does not correlate with lumacaftor/ivacaftor lung response.

Nutritional response to lumacaftor/ivacaftoris associated with SLC6A14rs12839137 variant.
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ABSTRACT

Lumacaftor/ivacaftor (LUMA-IVA) therapy is prescribed to people with cystic fibrosis (pwCF)
homozygous for the Phe508del-CFTR variant to restore CFTR protein function. There is
however large inter-individual variability in treatment response. Here, we seek to identify
clinical and/or genetic factors that may modulate the response to this CFTR meodulator
therapy. 765 pwCF older than 12 years under LUMA-IVA and with lung function and nutritional
measurements available before and after treatment initiation were included. Response to
treatment was determined by the changein lung function and nutritional status, from baseline
and over the two first-year after initiation; and assessed by weighted generalized estimating
equation models. Gains inlung function and nutritional status were observed after 6 months
of treatment (on average 2.11 + 7.81 % for percent predicted FEV; and 0.44 + 0.77 kg/m? for
BMI) and sustained over the 2 years. We observed that the more severe patients gained the
most in lung function and nutritional status with LUMA-IVA. While females started with a
nutritional status more impaired than males, they had larger response and regained BMI Z-
score values similarto men after 2 years of treatment . We observed no association between
SLC variants and pulmonary function response to LUMA-IVA, but SLC6A14 rs12839137 variant
was associated with nutritional response. Only SLC6A14 rs12839137 variant was associated
with the nutritional response. Further investigations, including other genomic regions, will be

needed to explore the inter-individual variability of the response to LUMA-IVA.
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1 Introduction

Cystic fibrosis (CF) is a rare, autosomal recessive, life-shortening genetic disease that
affects more than 90,000 people worldwide (1). It is caused by mutations in the gene encoding
the cysticfibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR), a chloride channel expressed
in epithelial cells throughout the body. Treatment of people with CF (pwCF) was until recently
only symptomatic. In the last decade, considerable efforts have led to the development of
therapies that target the CFTR protein named CFTR modulators. Since 2012, pwCF carrying
some CFTR gating variants canbe treated with ivacaftor, a potentiator therapy which increases
the probability of CFTR-channel opening.

Following, lumacaftor, a CFTR corrector that improves the processing and trafficking of
the Phe508del-CFTR protein, was combined with ivacaftor to treat pwCF homozygous for the
Phe508del-CFTR variant. Phase 2 trial of this association lumacaftor-ivacaftor (LUMA-IVA)
demonstrated improvements of the lung function, measured by an increase of the percent-
predicted forced expiratory volume in one second (ppFEV1), and of the nutritional status,
evaluated by the body mass index (BMI) (2). Marketing authorizations were granted in 2015.

Since then, clinical benefits of LUMA-IVA have been questioned, particularly because of
its high cost (3, 4). Besides, phase 3 trials and real-life studies over the first 2 years of
treatment demonstrated highly heterogeneous response in lung function and nutritional
status (5-11). These studies also highlighted the inter-individual variability of the airway
response and the limited tolerance to treatment, with high discontinuation rates ranging from
17.2 %to 28.9 % (5, 7, 9). Predis posing factors for interruption and for the response variability

were shown to be baseline lung function, age at treatment initiation and gender (5, 7-11).
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In a previous study, we found that lung response variability to ivacaftor was associated
with variants in the Solute Carrier Family 26 Member 9 (SLC26A9) gene in a cohort of French
pwCF, confirming results observed in Canadians (12, 13). However, these results were
controverted in North American pwCF (14). Nevertheless, this gene was also shown to be
involved in lung function variability (13, 15) and to meconium ileus susceptibility in pwCF (16).
Furthermore, other variants in the SLC gene family (SLC6A14 and SLCIA3) have been shown
to be involved with several CF phenotypes, suggesting a pleiotropic effect of this gene’s family
(15-18).

Here, we analysed the evolution of pwCF treated with LUMA-IVA and included in the
“French CF Gene Modifier Study” to identify clinical and/or genetic factors that may modulate

the response to this CFTR modulator therapy.
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2 Materials and methods

2.1 Study design and patients

The “French CF modifier gene study” is a nationwide observational study of pwCF in
France with prospective data collection from participants. Here we aimed to evaluate the lung
and nutritional response to LUMA-IVA over the first two years of treatment. As of 31 January
2021, 4,975 pwCF attending one of the 47 French CF centres were included in this national
cohort (corresponding to ~70% of all French pwCF) (19). The study was approved by the French
ethical committee (CPP n°2004/15), and the information collection was approved by the
Commission Nationale de L'informatique et des Libertés (n°04.404). Informed consent in
writing was obtained from each patient and/or guardian.

Since 2001, neonatal CF screening has been underway in France and specialized care for
pwCF has been delivered in expert CF centres according to national recommendations (20,
21). Standardized longitudinal data have been prospectively collected for each pwCF, making
the current analysis possible. Data collected in electronic or paper medical records over time
in the participating CF centres were input in a national database.

All pwCF older than 12 years, homozygous for the Phe508del-CFTR mutation and treated
by LUMA-IVA out of clinical trials were eligible for inclusion, provided they had at least 6
months follow-up after treatment initiation and had not received lung or liver transplant (n =
878) (Figure 1). We excluded pwCF without FEV; and/or BMI values at baseline (n=22) and/or
over the first 6 months after treatment initiation due to missing data (n = 42) or early

treatment interruption (n =49). Finally, 765 pwCF were included in the analyses (Figure 1).
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Figure 1. Flowchart

Treated by lumacaftor-ivacaftor
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Included patients treated by
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Ex

cluded:
No FEV, and/or BMI measurement within 6 months before treatment
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No FEV; and/or BMI measurement within 6 months after treatment
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Lung and nutritional
response analysis
n= 765

FEV,: Forced expiratory volume i one second
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2.2 Lung and nutritional response to combined lumacaftor/ivacaftor therapy

According to CF care recommendations, lung function testing including spirometry and
anthropometric measurements are performed at every visit in pwCF (21, 22). To assess the
lung function, measurements of FEV1were expressed as percent-predicted values using the
Global Lung Function Initiative equations (23) or transformed to the Kulich Normalized
Mortality Adjusted CF-specific lung phenotype (SaKnorm Z-value) (24, 25). Saknorm is a
quantitative phenotype that allows direct comparison of lung phenotypes between pwCF and
accounts for differential survival. To evaluate the nutritional response, body mass index (BMI)
measurements were Z-score transformed according to WHO Child Growth Standards (26). For
each pwCF, SaKnorm Z-value and BMI Z-score baseline values were computed as the
measurements average over the 6 months prior the initiation treatment.

We classified the baseline values according to terciles as follows: i) SakKnorm Z-values
from -1.620 to 0.168 (1% tercile), from 0.169 to 0.791 (2" tercile) and from 0.792 to 2.520 (3™
tercile) for lung response analysis, ii) BMI Z-score from -4.330 to -1.080 (15t tercile), from -
1.079 to -0.307 (2" tercile) and from -0.306 to 2.890 (3" tercile) for nutritional response
analysis.

Gender, age at treatment initiation, meconium ileus, CF-related diabetes (CFRD), CF-
related liver disease (CFLD) and presence of Pseudomonas aeruginosa chronic colonisation

(Pa-CC) were analysed (see Supplementary Information for CFRD, CFLD and Pa-CC definitions).

2.3 Maodifiers of response to combined lumacaftor/ivacaftor therapy

We analysed 9 single nucleotide polymorphisms (SNPs) located in or near SLCgenes that
had already been shown to be associated with lung response variability to ivacaftor (12, 13)

and/or several CF phenotypes (15-18). Using Kompetitive Allele Specific PCR (LGC Group,
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Teddington, United Kingdom), we genotyped 9 single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the
following genes: SLC26A9 (rs7512462, rs1874361, rs4077468, rs4077469, rs7419153,

rs12047830), SLC9A3 (rs57221529) and SLC6A14 (rs3788766 and rs12839137).

2.4 Statistical analysis

Descriptive statistics were reported as mean * standard deviation (SD) or *+ standard
deviation of mean (SDM) or percentages and 95% confidence intervals (95% Cls), as
appropriate. The lung function and nutritional response over the 2 first years of LUMA-IVA
were analysed by generalized estimating equation mixed models adapted to longitudinal data.
Measurements of Saknorm Z-value and BMI Z-score were averaged over successive 6-months
periods, starting 6 months before treatment initiation (baseline value) and extending over the
2 years following treatment initiation. To account for missing data in patient’s follow-up, we
used generalized estimating equations with weights according to the probability of
missingness (27, 28). The missingness model included 4 variables: time since treatment
initiation, age at treatment initiation, change in lung function in the previous semester and
the baseline lung function value. These criteria included factors associated with treatment
discontinuation (7).

For the genetic association study, we applied additive SNP coding and reference alleles
were determined as those with the highest frequency in the European population
(http://www.ensembl.org). SNPs inthe chromosome X (SLC6A14 rs3788766 and rs12839137)
were also additively coded (0 or 1 or 2 for women and 0 or 2 for men). Fisher’s exact test was
used to test conformance of the allele frequencies with the Hardy—Weinberg equilibrium.

All analyses were carried out using the R software (version 4.1.0, http://www.R-

project.org) using the package “wgeesel”.
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3  Results

3.1 Study population

Demographics and baseline characteristics of the eligible pwCF on LUMA-IVA are
summarized in Table 1. There are similar distributions across the analysed and excluded
groups by gender, origin, clinical characteristics, lung disease and nutritional severity.
Compared to analysed pwCF, excluded pwCF were older (P-value < 0.001). Among the 765
pwCF analysed, 15 % (111 pwCF) discontinued treatment.

Table 1. Demographics and baseline (prior to combined lumacaftor/ivacaftor therapy)

characteristics of the 878 eligible people with cystic fibrosis

Patients analysed  Patients excduded

n=765 n=113 P-value

Male, % (n) 56% (430) 46%(52) 0.042
Caucasian origin, %(n) 98% (745) 97%(110) 0.915
Age at treatment initiation (years), mean+SD 222%90 252+94 <0.001
Age at treatment initiation (years), %(n)

<20 50% (383) 32%(36) 0.001

20-30 28%(217) 38%(43)

>30 22%(165) 30% (34)
Presence of meconium ileus % (n) 17%(118) 25%(27) 0.025
Presence of CFRD*, % (n) 26% (195) 31%(33) 0.256
Presence of CFLD*, %(n) 36%(275) 46% (51) 0.052
Presence of Pa-CC*, % (n) 39% (295) 44% (50) 0.248
Lung diseaseseverity* (SaKnorm Z-value), mean +SD 0447%0.702 0457+0.710 0.942
Nutritional severity” (BMI Z-score), mean +SD -0.677 £0932 -0.807 +1.060 0.072

*Before treatment initiation; *Over the past 3 years before treatment initiation, forced expiratory volume in one
second (FEVy) measurements were expressed as Kulich Normalized Mortality Adjusted CF-specific lung phenotype
(SaKnorm Z-value) (24, 25); *Over the past 3 years before treatment initiation, body mass index (BMI)
measurements were Z-scoretransformed according to WHO Child Growth Standards (26)

Abbreviations: CFRD: cystic fibrosis related diabetes, CFLD: cystic fibrosis liver disease, Pa-CC: Pseudomonas
aeruginosa chronic colonisation

3.2 overall changes in lung function and nutritional status with LUMA-IVA

Following the initiation of LUMA-IVA, the lung function and nutritional status improved

with a Saknorm Z-value gain of 0.106 + 0.015 (P-value <0.0001) and a BMI Z-score gain of
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0.108 £ 0.017 (P-value <0.0001). Improvements were sustained over the 2 years of treatment
with change slopes of 0.054 *+ 0.010 (P-value <0.0001) for the lung function and of 0.057
0.015 (P-value = 0.0001) for the nutritional response. In the first semester, the average
absolute gains from baseline were 2.11 + 0.14 % predicted for ppFEV: and 0.44 * 0.01 kg/m*
for BMI (Table S1).

Treatment response was similar according to age at initiation, presence of meconium
ileus, CFRD, CFLD or Pa-CC status, but changed by pre-treatment values. As the severity of
pwCF increased, so did the gains in lung function and nutritional status (Table 2 and Figure 2).
At 6 months post-treatment, the pwCF in the baseline 15 tercile had an increased ppFEV; of
2.68 +0.25 % predicted and of 0.49 +0.02 kg/m* for BMI (Table S1).

Table 2. Lung function and nutritional response of combined lumacaftor/ivacaftor therapy,

according to clinical and demographic characteristics in 765 people with cystic fibrosis

Change in SaKnorm Change in BMI

(Z-value)*+ SD e (Z-score)* 5D rkie

Female -0.015+0.023 05203 0.069+0.034 0.0415
Age atinitiation (Years)

<20 Reference Reference Reference Reference

20-30 0.011+0.026 06748 0.006 £ 0.037 0.8705

>30 -0.068+0.023 0.0029 -0.048+0.038 0.2047
Presence of meconium ileus -0.019+0.031 0.5401 0.010+0.048 0.8407
Presence of CFRD* -0.003+0.023 0.9066 -0.011+0.039 0.7698
Presence of CFLD* -0.004+0.024 0.8839 0.003+0.036 09414
Presence of Pa-CC* 0.018+0.023 0.4380 -0.022+0.034 05116
Baseline

3rd tercile Reference Reference Reference Reference

2nd tercile 0.105+0.027 0.0001 0.080+0.036 0.0273

1st tercile 0.145+0.028 <0.0001 0.237+0.040 <0.0001

*Forced expiratory volume in one second (FEV:) measurements were expressed as Kulich Normalized Mortality Adjusted CF-
specific lung phenotype (Saknorm Z-value) (24, 25); 'Body mass index (BMI) measurements were Z-score transformed
according to WHO Child Growth Standards (26); *Before initiation of lumacaftor/ivacaftor combination therapy
Abbreviations: CFRD: cystic fibrosis related diabetes, CFLD: cystic fibrosis liver disease, Pa-CC: Pseudomonas aeruginosa
chronic colonisation
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Figure 2. Change according to baseline terciles following initiation of combined
lumacaftor/ivacaftor therapy with 95% Cis in (A) Lung function (SaKnorm Z-value), and (B)
Nutritional status (BMI Z-score), in 765 people with cystic fibrosis (pwCF).

For lung response analysis, the baseline Saknorm (Z-value) terciles were: from -1.620 to 0.168
(1%t tercile in red), from 0.169 to 0.791 (2" tercile in orange) and from 0.792 to 2.520 (3"
tercile in green). For nutritional response analysis, the baseline BMI (Z-score) terciles were:
from -4.330 to -1.080 (1% tercile in red), from -1.079 to -0.307 (2™ tercile in orange) and from
-0.306 to 2.890 (3" tercile in green). The black dotted lines showed the model predicted
change and the grey dotted lines the overall change inthe 765 pwCF.

Gender was not associated with lung function response; but females had a higher
nutritional response (P-value = 0.04) (Table 2 and Figure 3A). At initiation of LUMA-IVA,
baseline nutritional status of women (-0.805 * 0.992 of BMI Z-score) was more severe than
men (-0.642 * 0.931 of BMI Z-score). After 2 years of LUMA-IVA, both men and women had
similar nutritional status (-0.511 * 0.931 and -0.522 * 0.922 for BMI Z-score for men and

women respectively) (Figure 3B).
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Figure 3. Nutritional status (BMI Z-score) over 2 years following initiation of combined
lumacaftor/ivacaftor therapy according to gender with 95% Cis, (A) Mean of absolute
changes from baseline, (B) Mean of BMI Z-score, in 765 people with cystic fibrosis (pwCF).

Men were in blue, women in orange and the dotted lines showed the overall change in the

765 pwCF.

3.3 Genetic analysis

Genotype distributions and results of weighted generalised estimating equation mixed
models are shown in Table 3. There was no evidence of association between lung function
response to LUMA-IVA and variants of SLC26A9, SLC9A3 or SLC6A14 genes.

For SLC26A9 rs7512462 variant and for each additional C-allele, the model estimated a
decreased gain of Saknorm Z-value of -0.006 (+ 0.017) (P-value =0.71) and of BMI Z-score of -
-0.023 (+ 0.023) (P-value = 0.32) (Table 3 and Figure 2A). Over the 6 months post-treatment,
the average ppFEV; absolute gains from baseline were 1.95 + 0.25 % predicted, 2.13 + 0.20 %
predicted and 2.40 + 0.32 % predicted for TT, TC and CC genotypes respectively (Table S1).

We observed that only SLC6A14 rs12839137 variant was associated with the nutritional

response to LUMA-IVA (Table 3). In the first semester, the absolute BMI gains were 0.38 kg/m*
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(£ 0.02) and 0.63 kg/m® (+ 0.03) for the homozygous genotypes GG and AA respectively and

of 0.47 kg/m? (£ 0.04) for the GA heterozygous genotypes (Table S1).
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Table 3. Lung function and nutritional response of combined lumacaftor/ivacaftor therapy, according to SLC26A9, SLC9A3 and SLC6A14
variants, in 765 people with cystic fibrosis

Positiont Alleles* MAF  MAF HWE** Changein SaKnorm P-value Change in BMI Pvalie
EUR Cohort (Z-value)*+ SD (Z-score)” £SD
SLC26A9
rs1874361 1:205939058 A/C 048 046 0419 -0.006 +0.017 0.7338 0.009+0.022 0.6919
rs4077468 1:205945629 A/G 041 041 0406 -0.011+£0.016 0.4976 -0.019+0.023 04178
rs4077469 1:205945757 c/T 041 041 049 -0.013+0.016 04177 -0.023+0.023 03350
rs7419153 1:205948181 G/A 038 041 0033 0.011+0.017 04894 0.015+0.024 05456
rs7512462 1:205930467 T/C 041 041 0451 -0.006 £ 0.017 0.7102 -0.023+0.023 0.3166
rs12047830 1:205947571 G/A 049 047 0501 -0.011+0.017 0.5290 -0.017+0.024 04936
SLC9A3
rs57221529 5:586509509 A/G 0.21 020 0735 0.029%0.019 0.1256 0.022 £0.029 04564
SLC6A14
rs3788766 X:116435671435671 G/A 036 037 0388 0.000+0.014 0.9719 0.008+0.019 06797
rs12839137 X:116434382 G/A 022 021 0862 0.000+0.017 0.9852 0.045+0.020 0.0276

£Physical position according to Ensembl GRCh38 (www.ensembl.org) ; *Minor allele in European Population are in bold ; **Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) P-
values were computed by Fisher's exact test and among women for SLC6A14 ; *Forced expiratory volume in one second (FEV:) measurements were expressed as
Kulich Normalized Mortality Adjusted CF-specific lung phenotype (SaKnorm Z-value) (24, 25); "Body mass index (BMI) measurements were Z-score transformed
accerding to WHO Child Growth Standards (26)

Abbreviation: MAF: minor allele frequency
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4  Discussion

LUMA-IVA was the first promising targeted therapy available for management of pwCF
homozygous for the Phe508del-CFTR variant, the most common CF genotype worldwide. Its
use in real life has shown a heterogeneous and relatively modest improvement in lung
function with limited tolerance. This study analysed clinical factors as well as solute carrier
variants, located on SLC26A9, SLC9A3 and SLC6A14, as predictors of lung function and
nutritional response to LUMA-IVA.

At 6 months post treatment, we observed gains of lung function and nutritional status
very close to findings of clinical trials that led to the marketing of the therapy (2). Improvement
in lung function severity was sustained over the 2 first years of treatment. The positive slope
(+0.054 *+ 0.010 of SaKnorm Z-value by year) was reflected in a reduction of ppFEV: decline
over the 2 years post-treatment (see Supplementary analysis), again observed in clinical
trials(6). Among the 878 pwCF who started LUMA-IVA, 19.7 % (173 pwCF) interrupted the
treatment, similarly to previous reported rate of discontinuation of 17.2% due to adverse
effects (5).

Since 2016 in France, LUMA-IVA treatment can be prescribed to pwCF homozygous for
the Phe508del-CFTR variant without baseline ppFEV: requirements. We observed that pre-
treatment lung function and nutritional status were predictors of treatment response. Indeed,
as the severity of pwCF decreased, so did the gainin lung function. Absolute mean change in
ppFEV; after 6 months of treatment were +2.68% in the more severe patients (15t SaKknorm Z-
value tercile), +1.89% and +1.77% for patients in the 2"d and 3™ terciles of Saknorm Z-value
respectively. This pattern was observed in the efficacy analysis, in which improvement in

ppFEV: after 6 months of treatment were +3.30% (95% Cl: 0.20 to 6.40) in pwCF with baseline
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PPFEV1<40% and +2.80% (95% Cl: 1.70 to 3.80) in pwCF with baseline ppFEV1240% (11).
However, it was also reported that, after 6 months of LUMA-IVA, pwCF with baseline ppFEV:
<40% had a non-significant loss of lung function of -0.40% (-1.90 to 1.10) (8), while those with
baseline ppFEV: = 90% had unchanged lung function of 0.15% (10). The differences in lung
function improvement in these reports and our findings may be due to airways’ response
assessment. We used ppFEV: transformed in SaKnorm Z-value to classify pwCF at baseline.
This adjustment is an indicator of lung function severity and provide for the direct comparison
of pwCF of various ages. We used this specific phenotype to account for age-dependent
clinical variables (CFRD, CFLD and Pa-CC). In addition, it should be noted that previous studies
included fewer than 50 pwCF, whereas the current study analysed 765 pwCF of the “French
CF modifier gene study”, which includes more than 85% of all French adult pwCF (29).

Apart from baseline lung function, no demographic or clinical factors were found to be
associated with the respiratory response to treatment. Only gender was associated with the
nutritional response, with a statistically significant greater change in BMI Z-score in women
after LUMA-IVA initiation. This result is in part related to a difference in nutritional severity
between men and women before treatment initiation. Indeed, we observed that women
regained the same level of nutritional severity as men after 2 years of treatment. All studies
agree that there is a significant gain in BMI, ranging from 0.21 to 0.96 kg/m?, irrespective of
the LUMA-IVA dose, lung function severity or treatment duration (2, 6-8, 11). However, none
of these studies showed differences in gender for the nutritional status response. So far,
female gender was only associated with a higher discontinuation rate (5).

This study in a very large cohort of pwCF homozygous for the Phe508del-CFTR variant did not
show any evidence of association between SLC genes’ family and respiratory response to

LUMA-IVA. SLC26A9 gene was suggested to modulate the airway response to ivacaftor in
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pwCF who harbour at least one of the targeted CFTR gating variant (12-14). Moreover, ex-vivo
experiments with nasal epithelial cells from pwCF showed that SLC26A9 rs7512462 variant
was associated with CFTR function in response to LUMA-IVA (30). However, we observed no
associationof this variant with either the respiratory or the nutritional response to LUMA-IVA.
Among the variants analyzed, only SLC6A14 rs12839137 variant was associated with the
nutritional response. Interestingly, two studies in Finnish and French showed that several
SLC6A14 variants were associated with obesity (31, 32). As the amino acid transporter
SLC6A14 could modulate tryptophan availability for serotonin synthesis, a uthors hypothesized
that these variants might affect perception of hunger and satiety. Miranda et al. also showed
that other SLC6A14 variants were associated with food intake in children at 7-8 years of age
(33). Finally, an in vitro study highlighted that the obesity-associated rs2011162 variant,
located inthe 3’UTR of the SLC6A14 gene, reduces the expression of the transporter and that
Slc6a14- mice develop obesity, fatty liver and metabolic syndrome when fed with high-fat
diet (34). These findings support the hypothesis of the involvement of SLC6A14 in the
regulation of the nutritional status in pwCF.
Limitations

Our study has several limitations. First, missing information led to exclude pwCF from
the analysis of FEV; and BMI change. According to French CF care recommendations, lung
function and anthropometric measurements are measured every quarter in pwCF (21) ; and,
following recommendations of the French CF Leaming Society, each pwCF who initiates
LUMA-IVA has systematic visits at treatment initiation and at 1, 3, 6, and 12 months after
initiation (with clinical assessment and pulmonary function test) (9). Missing data could be
due to the collection date from patients’ paper and electronic medical records. However, we

did not observe any clinical differences between included and excluded patients.
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Secondly, we observed 15% of treatment interruption among the 765 pwCF analysed,
of which 10% (n=12) could be attributed to lack of observed benefit by the patient and/or
physician. It was also showed that risk of discontinuation increased with age and severity of
lung function (7). However, to account for this selection bias and shorter follow-up times, we
used weighted statistical models to estimate the probability of missing data; as a function of
age at treatment initiation, changein lung function atthe prior semester and the baseline lung

function value.

Conclusions

LUMA-IVA shows modest benefits in terms of lung function and nutritional status in pwCF.
However, benefits in quality of life should not be overlooked, as well as the reduction of
respiratory exacerbations, that have a major role in the CF management. We showed that
variants located on SLC gene family (SLC26A9, SLCIA3 and SLC6A14) were not predictors of
the airway treatment response and further investigations, including other genomic regions,
are needed to better explain inter-individual variability. Nevertheless, we observed that one
variant of the SLC6A14 gene was associated with the nutritional response, which will be
important to further explore. With the development of the next-generation CFTR modulators
such as the elexacaftor/ivacaftor/tezacaftor tritherapy, identifying genetic modifiers involved
in the response to treatment is an opportunity to achieve predictive and personalised

medicine in CF.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

5 Supplementary Information
5.1 Cystic fibrosis related diabetes (CFRD) definition

CF French guidelines (21) recommend that people with CF(pwCF) aged 10 years and older be
tested every year for CFRD with an oral glucose tolerance test (OGTT). CFRD is diagnosed with
2 horal glucose tolerance testvalues of more than or equal to 11.1 mmol/L (200 mg/dL). Here,
CFRD was defined as “present” when it occurred before age at initiation of the

lumacaftor/ivacaftor (LUMA-IVA) therapy.

5.2 (Cystic fibrosis related liver disease (CFLD) definition

CFLD was defined as previously reported according to the European best-practice guidelines

(29, 35):

e At least two of the following characteristics were present: 1) abnormal physical
examination, including hepatomegaly and/or splenomegaly; 2) abnormalities in liver
function tests defined as an increase in transaminase (alanine aminotransferase and/or
aspartate aminotransferase) and/or gamma-glutamyl transpeptidase levels above the
upper normal limits; or 3) ultrasonographic (US) evidence of liver involvement
(heterogeneous echogenicity, irregular margins, or nodularity), portal hypertension
(splenomegaly, increased thickness of the lesser omentum, spontaneous splenorenal
anastomosis, large collateral veins, or ascites), or biliary abnormalities (bile duct
dilatation).

* When patients had severe CFLD defined when at least one of the following characteristics
were present: 1) cirrhosis diagnosed either by US, computed tomography, andfor
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magnetic resonance imaging; 2) portal hypertension (splenomegaly, hypersplenism
(platelets <150,000 10°/L and white blood cells <3000 10°/L); 3) spontaneous
portosystemic shunts on US; or 4) oesophageal varices.

CFLD was defined as “present” when it occurred before age at initiation of the LUMA-IVA

therapy.

5.3 Pseudomonas aeruginosa chronic colonisation (Pa-CC) definition

Microbiological analyses of sputum samples were conducted quarterly in expert
laboratories affiliated with CF centres in all pwCF, according to French CF care
recommendations (21). Physicians determined the date of Pg-CC according to the
standardised definition: atleast three positive samples at least 1 month apart over a 6-month
period (21). Age at Pa-CC was the age at the third isolation. Here, Pa-CC was defined as

“present” when it occurred before age atinitiation of the LUMA-IVA therapy.

6 Supplementary analysis : impact of LUMA-IVA on lung function decline

We used linear mixed model regression to compute the change in ppFEV: according to LUMA-
IVA status. For each 765 pwCF included, all longitudinal ppFEV; data 3 years before and 2 years
after LUMA-IVA initiation were included in the model. We described individual trajectories of
ppFEV: by a segmented regression with changes in slope at the age at LUMA-IVA initiation and
estimated the average change per year in the periods before and after LUMA-IVA initiation.

More precisely, the model was:

PPFEV: (a) = bo + bs age + b2 (age — age.umava)+ + bs (treatment) +&;

21

184



Where b; was the slope corresponding to the natural decline of ppFEV: with age, bz was the
additional slope after LUMA-IVA initiation, () was the positive part function, treatment a
binary variable (coded O if ppFEV: measurement was before and coded if 1 ppFEV:
measurement was after LUMA-IVA initiation) and € was a normally distributed error. We used

random intercepts and slopes to capture the heterogeneity in decline in ppFEV1.

Among the765 pwCF, we observed the average annual rate of change in ppFEV: was -1.86
%/fyear (95% Cl: -2.04 to -1.68) in pwCF before LUMA-IVA initiation (Table S2). The decrease
was slower after LUMA-IVA initiation with an annual rate of change in ppFEV: of -0.81/year

(95% Cl: -1.22 to0 -0.40) (Table S2).
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7 Supplementary table

Table S1. Mean of lung and nutritional response to combined lumacaftor/ivacaftor therapy within 6 monthsfollowing initiation, in 765 people
with cystic fibrosis

Changein FEVy (% Pred)* Change in Saknorm (Z-value)* Change in BMI Change in BMI (Z-score)*
mean = SDM mean + SDM mean + SDM mean + SDM

Overall 211+0.14 0.13+0.01 044+001 0122001
Gender

Male 201+0.18 0.13+001 044+002 011:001

Female 224+022 013001 044002 0122001
Baseline

1st tercile 268+0.25 0.18+0.01 049+0.02 0.20+0.01

2nd tercile 189+0.26 0.12+0.01 043 +0.03 009001

3rd tercile 177+023 0.10+0.01 0.40+0.02 0.0620.01
SLC26A9, rs7512462

m 195+0.25 0.12+0.01 0.46 £0.02 0132001

TC 2131020 0.13+001 042+0.02 0112001

cc 240+032 0.16+0.01 042+003 0.10%0.01
SLC6A14, rs12839137

GG 186+0.18 0.12+001 0.38+0.02 0.09:0.01

GA 226+0.35 0.13+0.01 047004 0132002

AA 2.66 +0.35 0.16 +0.01 0.63+0.03 0.180.01

*Forced expiratory volume in one second (FEV31) measurements were expressed as percent-predicted values (ppFEV:) using the Global Lung Function Initiative equations
(23); *forced expiratory volume in one second (FEV:) measurements were expressed as Kulich Normalized Mortality Adjusted CF-specific lung phenotype (SaKnorm Z-
value) (24, 25),*Body mass index (BMI) measurements were Z-score transformed according to WHO Child Growth Standards (26).

Abbreviation: DSM: standard deviation of mean.
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Table S2. Lung function decline in people with cystic fibrosis according to

lumacaftor/ivacaftor status

Parameter Estimate (95% Cl) P-value**

ppFEV, * change rate before LUMA-IVAinitiation (%/ year) -1.86 (-2.04;-1.68) <0.0001
Additional change rate after LUMA-IVAinitiation (%/year) 1.06 (0.60; 1.51) <0.0001
*Forced expiratory volumein one second (FEV,) measurements were expressed as percent-prediced
values (ppFEV.) using the Global Lung Function Initiative equations (23), allowing adjustment of the
model onage, sex, and height; **For comparisonto 0.

Abbreviation: LUMA-IVA: lumacaftor/ivacaftortherapy
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Master 1 Méthodes en Santé Publique, Université Paris-Saclay

: Formation d’Attaché de Recherche Clinique, Supsanté, Paris

: Dipléme d’Etat Infirmier, IFSI Croix-Rouge-Francaise, Bordeaux

Baccalauréat Scientifique, Lycée Saint Thomas d’ Aquin, Saint Jean de Luz (64)

2. Formations dans le cadre du parcours doctoral

Novembre 2021 : Initiation au langage PYTHON pour les biologistes, du 22 au 15

novembre 2021 (3 jours)

Novembre 2021 : Prise en main du logiciel SAS, 18 et 19 novembre 2021 (2 jours)

Mai 2021 : Manipulation moderne des données avec R : introduction au tidyverse et au

package dplyr, du 19 au 21 mai 2021 (3 jours)

Avril & juin 2021 : Anglais professionnel, % journée par semaine du 6 avril 20021 au 8 juin
2021 (10 demi-journées)

Mai 2021 : Construire son professionnel et réussir sa recherche d’emploi, du 31 mai au 15
juin 2021 (2 jours)
Mars 2021 : Conduite de projet, du 18 mars au 2 avril 2021 (1,5 jours)
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Il. Expériences professionnelles

e Février 2019 a aujourd’hui : doctorat

Inserm, Centre de Recherche Saint Antoine, Equipe « Phénogénomique et Physiopathologie
de la mucoviscidose »

iPLSEP, Hépital Saint Antoine, Equipe « Modélisation des maladies transmissibles »,
PARIS

e Mai 2016 a janvier 2019 :

Coordinatrice de projet de recherche

Inserm, Centre de Recherche Saint Antoine, Equipe « Phénogénomique et Physiopathologie
de la mucoviscidose »

Missions : gestion de la cohorte nationale « Génes modificateurs dans la mucoviscidose »
incluant ~5000 patients et déployées sur 45 centres : rédaction de protocole, documents
réglementaires et procédures - gestion de base de données phénotypiques et génétiques -

recueil de données - monitoring - gestion administrative

Stagiaire en épidémiologie et statistiques
En parallele de mon activité a temps plein de coordinatrice de recherche, j’ai effectué :

o Un master 2, le stage validant de la formation a éte réalisé au sein des deux équipes
de direction de ce doctorat ; et portait sur la variabilité inter-individuelle de la primo-
infection a P. aeruginosa dans la mucoviscidose. Travaux aboutissant & la conception
du projet de these.

o Un master 1, le stage validant de la formation a éte réalisé au sein des deux équipes
de direction de ce doctorat ; et portait sur la variabilité inter-individuelle de la réponse
respiratoire au traitement ivacaftor dans la mucoviscidose. Travaux aboutissant a la

publication d’un article (Corvol, Mesinele, et al. 2018).
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Septembre 2011 & novembre 2015 :

Infirmiére de recherche clinique et attachée de recherche clinique

o Septembre a novembre 2015 : Institut Curie, Hopital René Huguenin, SAINT CLOUD
Etudes de phase Il & IV en oncologie

o Octobre 2013 a aout 2015 : Hopital de la Pitié Salpétriére, Centre d’investigation
clinique pluri-thématique, PARIS

Etude de phase de Il évaluant une thérapie génique intra-coronarienne chez des patients

insuffisants cardiaques séveres

o Aout 2012 a octobre 2013 : Biotrial, RUEIL-MALMAISON
Etudes de phase I de premiére administration a4 I’homme

o Septembre a février 2011 : Umanis Clinical Research, LEVALLOIS-PERRET.
Etude observationnelle en diabétologie

Mars 2011 a mars 2012 et Novembre 2006 - avril 2010

Infirmiére en France et en Suisse
Missions : Infirmiere en services de médecine et chirurgie (cardiologie, urgences,
pneumologie, urologie, réadaptation et soins palliatifs principalement) et centre de

prélevements biologiques.
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Diffusion des travaux de these

I. Résumé de la thése pour diffusion

L’atteinte pulmonaire des patients atteints de la mucoviscidose (CF) se caractérise par des
infections récurrentes a Pseudomonas aeruginosa (Pa). Le traitement modulateur de CFTR
lumacaftor-ivacaftor (LUMA-IVA) est un nouvel axe thérapeutique de cette atteinte.

Les objectifs de cette these étaient de caractériser la variabilité inter-individuelle de I’infection
a Pa et de la réponse au traitement LUMA-IVA par une description épidémiologique des

facteurs de risque cliniques et génétiques.

L’étude de I’infection a Pa a porté sur 1 231 enfants CF, dont 50 % ont eu une primo-infection
(Pa-1A) a I'age de 5,1 ans et 25 % une colonisation chronique (Pa-CC) a I'age de 14,7 ans. Le
diabéte, I’atteinte hépatique, les co-infections bactériennes et fongiques, les saisons et les
conditions climatiques environnementales sont des facteurs de risque de I’infection a Pa. Les
variants génétiques des génes TNF, DCTN4, SLC9A3 et CAV2 sont confirmés comme étant
associés a D’infection a Pa. Le déclin annuel de la fonction respiratoire s’accentue

significativement apres la Pa-1A et la Pa-CC.

Chez les 765 patients CF ayant débuté le traitement LUMA-IVA, des gains de fonction
respiratoire et d'état nutritionnel sont observés aprés 6 mois et sont maintenus au cours des 2
premiéres années de traitement. Aucun variant des genes SLC n’est associé a la réponse

respiratoire, mais le variant SLC6A14 rs12839137 est associé a la réponse nutritionnelle.

Cette étude confirme que l'infection par Pa est un déterminant majeur de la sévérité de 1’atteinte
pulmonaire et a permis d’identifier des facteurs de risques cliniques et génétiques de la

variabilité phénotypique des patients atteints de mucoviscidose.
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Il1. Thesis abstract for diffusion

Cystic fibrosis (CF) lung disease is characterised by recurrent Pseudomonas aeruginosa (Pa)
infections. The CFTR modulator lumacaftor-ivacaftor (LUMA-IVA) is a novel therapeutic

approach to this condition.

The aim of this thesis was to characterise the inter-individual variability of Pa infection and the

response to LUMA-IVA by an epidemiological description of clinical and genetic risk factors.

The study of Pa infection included 1,231 CF children, of whom 50% had an initial acquisition
(Pa-1A) at the age of 5.1 years and 25% a chronic colonisation (Pa-CC) at the age of 14.7 years.
Diabetes, liver disease, bacterial and fungal co-infections, seasons and environmental climatic
conditions are risk factors for Pa infection. Genetic variants in TNF, DCTN4, SLC9A3 and
CAV2 genes are confirmed to be associated with Pa infection. The annual rate of lung function

decline decreases significantly after Pa-1A and Pa-CC.

Among the 765 people with CF (pwCF) who initiated LUMA-IVA, gains in lung function and
nutritional status are observed after 6 months and are sustained over the 2 first years of
treatment. No SLC gene variants are associated with the respiratory response, but SLC6A14

rs12839137 variant is associated with the nutritional response.

This study confirms that Pa infection is a major determinant of lung disease severity and

identified clinical and genetic risk factors involved in the phenotypic variability of pwCF.
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Abstract

Background: Although cystic fibrosis (CF) is characterised by a large phenotypic diversity, lung disease remains the
principal cause of morbidity and mortality in CF patients. Lung disease is characterised by recurrent Pseudomonas
aeruginosa (Pa) infections, leading to structural lung damage and decreased survival. The epidemiology of Pa infection
and its impact on lung function remain uncertain. The development of CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) modulator therapies led to a new therapeutic area. Lumacaftor-ivacaftor (LUMA-IVA) therapy
is designed for patients homozygous for the F508del-CFTR mutation, however there is considerable inter-individual
variability in response, and the clinical and/or genetic factors remain unknown.

Methods: The epidemiological description of Pa infection included 1,231 CF children. Age at initial acquisition (Pa-
IA) and chronic colonisation (Pa-CC) were estimated by the Kaplan-Meier method. Risk factors were analysed by Cox
regression models. The impact of Pa infection on lung function decline was assessed by modelling the predicted
percentage forced expiratory volume in one second (ppFEV1) before infection, after Pa-1A and after Pa-CC. LUMA-
IVA treatment response analysis included 765 CF patients over 12 years of age who initiated treatment. Response to
treatment was determined by the change in lung function and nutritional status, from baseline, measured by SaKnorm
Z-value and body mass index (BMI Z-score) respectively, and over the two first-year post-treatment. Factors of inter-
individual variability were analysed by weighted generalized equation estimation mixed models.

Results: Among the 1,231 CF patients, 50% had Pa-lA by the age of 5.1 years [95% confidence interval (Cl) 3.8-6.2]
and 25% had Pa-CC by the age of 14.7 years (95% CI 12.1 to «). We observed that diabetes, liver disease, bacterial
and fungal co-infections, seasons and environmental climatic conditions were risk factors for Pa infection; while gender,
CFTR mutations and CF centre size were not. Genetic variants in TNF, DCTN4, SLC9A3 and CAV2 were confirmed to
be associated with Pa infection. The annual rate of ppFEV1 decline before Pa was -0.38% predicted/year (95% CI -0.59
to -0.18), which decreased significantly after Pa-1A to -0.93% predicted/year (95% CI -1.14 to -0.71) and after Pa-CC
to -1.51% predicted/year (95% CI -1.86 to -1.16).

Among the 765 CF patients who started LUMA-IVA treatment, gains in lung function and nutritional status were
observed after 6 months of treatment, on average + 2.11 (+ 7.81) ppFEV1 points and + 0.44 (= 0.77) kg/m? for BMI, and
were sustained over the 2 years. These gains were larger in the more severe patients, those in the 1* tercile of Saknorm
Z-value and BMI Z-score at baseline. While females started with a nutritional status more impaired than males, they
had larger response and regained BMI Z-score values similar to men after 2 years of treatment. We observed no
association between SLC variants and the respiratory function response to LUMA-IVA treatment, but the SLC6A14
rs12839137 variant was associated with the nutritional response.

Conclusions: This epidemiological description of Pa infection in a very large-scale cohort of CF children identified and
replicated several risk factors associated with Pa-lIA and Pa-CC, showed its deleterious impact on lung function and
confirmed that Pa respiratory infection is a major determinant of lung disease severity. Among the 765 patients who
initiated LUMA-IVA treatment, we observed that the more severe patients gained the most in lung function and
nutritional status. Only the SLC6A14 rs12839137 variant was associated with nutritional response. Further
investigations, including other genomic regions, will be needed to explore the inter-individual variability of the response
to LUMA-IVA treatment.

Deciphering the factors of inter-individual variability, including modifier genes, is a challenge that should offer a way
to distinguish the patients at risk of developing earlier and/or chronic Pa infection and of responding differently to
LUMA-IVA treatment. This study is a fundamental step for a personalized medicine in CF, directed towards the
preservation of the health capital patients with cystic fibrosis.

Keywords: cystic fibrosis, risk factors, genetic modifiers, lung function, Pseudomonas aeruginosa, CFTR modulator
therapy
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Résumé

Contexte : Bien que la mucoviscidose (CF pour Cystic Fibrosis en anglais) soit caractérisée par un large spectre
phénotypique, I’atteinte pulmonaire reste aujourd’hui la premiére cause de morbi-mortalité des patients. Elle se
caractérise par des infections récurrentes & Pseudomonas aeruginosa (Pa), entrainant des lésions pulmonaires et une
diminution de la survie. L'épidémiologie de I'infection a Pa et son impact sur la fonction respiratoire restent incertains.
L’essor des traitements modulateurs de CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) a inauguré un
nouvel axe thérapeutique de 1’atteinte pulmonaire. Le traitement lumacaftor-ivacaftor (LUMA-IVA) est indiqué pour
les patients homozygotes pour la mutation F508del de CFTR, cependant il existe une grande variabilité interindividuelle
de la réponse a ce traitement, dont les facteurs cliniques et/ou génétiques restent méconnus.

Méthodes : La description épidémiologique de I’infection a Pa a porté sur 1 231 enfants CF. L'age a I'acquisition initiale
(Pa-1A) et a la colonisation chronique (Pa-CC) ont été estimés par la méthode de Kaplan-Meier. Les facteurs de risque
ont été analyses par des modéles de régression de Cox. L’impact de I’infection a Pa sur le déclin de la fonction
respiratoire a été évalué en modélisant le volume expiratoire maximal par seconde exprimé en pourcentage prédit
(VEMSpp) avant l'infection, aprés la Pa-1A et apres la Pa-CC. L’analyse de la réponse au traitement LUMA-IVA a
porté sur 765 patients CF &gés de plus de 12 ans et ayant initié le traitement. La réponse au traitement a été déterminée
par le changement de la fonction respiratoire et de I'état nutritionnel au cours des deux premiéres années suivant
I’initiation, comparativement a avant le traitement (baseline). La réponse respiratoire a été mesurée par la valeur de
VEMSpp transformée en SaKnorm Z-value et la réponse nutritionnelle par 1’indice de masse corporelle (IMC Z-score).
Les facteurs de variabilité interindividuelle ont ét¢ analysés par des modéles d’estimation d’équations généralisées
mixtes pondérées.

Résultats : Parmi les 1 231 enfants CF, 50 % ont une Pa-1A a I'age de 5,1 ans [Intervalle de confiance a 95 % (IC) : 3,8
a 6,2] et 25 % une Pa-CC a I'a4ge de 14,7 ans (IC 95 % : 12,1 a «). Le diabéte, 1’atteinte hépatique, les co-infections
bactériennes et fongiques, les saisons et les conditions climatiques environnementales sont des facteurs de risque de
I’infection a Pa ; alors que le sexe, les mutations de CFTR et la taille des centres de suivis ne le sont pas. Il est confirmé
que des variants génétiques des génes TNF, DCTN4, SLC9A3 et CAV2 sont associés a I’infection a Pa. Le taux annuel
de déclin du VEMSpp avant la Pa-IA de -0,38 % (IC 95 % : -0,59 a -0,18), diminue significativement aprés la Pa-1A a
-0,93% (IC95%:-1,14a-0,71) eta-1,51 % (IC 95 % : -1,86 a -1,16) aprés la Pa-CC.

Chez les 765 patients CF ayant débuté le traitement LUMA-IVA, des gains de fonction respiratoire et d'état nutritionnel
sont observés apres 6 mois de traitement, avec en moyenne + 2,11 (+ 7,81 ) points de VEMSpp et + 0,44 (+ 0,77) kg/m?
d’IMC, et sont maintenus pendant les 2 ans. Ces gains sont plus importants chez les patients les plus sévéres, ceux qui
se situent dans le 1* tercile de SaKnorm Z-value et de BMI Z-score baseline. Bien que les femmes aient un état
nutritionnel plus altéré que les hommes avant I‘initiation du traitement, elles ont eu un gain d’IMC plus important, et
retrouvent ainsi des valeurs d’IMC Z-score similaires a celles des hommes aprés 2 ans de traitement. Nous n'avons
observé aucune association entre les variants des génes SLC et la réponse respiratoire au traitement LUMA-IVA, mais
le variant SLC6A14 rs12839137 est associé a la réponse nutritionnelle.

Conclusions : Cette description épidémiologique de I’infection a Pa dans une trés large cohorte d’enfants CF a identifié
et répliqué plusieurs facteurs de risque associés a la Pa-1A et a la Pa-CC et montré son impact délétére sur la fonction
respiratoire. Cette étude confirme que I'infection des voies aériennes par Pa est un déterminant majeur de la sevérité de
I’atteinte pulmonaire. Chez les 765 patients ayant initié le traitement LUMA-IVA, nous avons observé que les patients
les plus sévéres gagnent le plus en fonction respiratoire et en état nutritionnel. Seul le variant SLC6A14 rs12839137 est
associe a la réponse nutritionnelle au traitement. D'autres études, incluant d'autres régions génomiques, seront
nécessaires pour explorer la variabilité interindividuelle de la réponse au traitement LUMA-IVA.

La connaissance des facteurs de variabilité interindividuelle, notamment les genes modificateurs, permettrait de
distinguer les patients a risque de développer une infection plus précoce a P. aeruginosa et de répondre difféeremment
au traitement LUMA-IVA. C’est une étape fondamentale afin de parvenir a une médicine individualisée, orientée vers
la préservation du capital santé des patients atteints de mucoviscidose.

Mots clés: mucoviscidose, facteurs de risque, génes modificateurs, fonction respiratoire, Pseudomonas aeruginosa,
traitement modulateur de CFTR
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